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72 CAPITULO 4

» genoma Grupo completo de se-
cuencias en el material genético
de un organismo. Incluye la se-
cuencia de cada cromosoma
mas cualquier DNA presente en
los organulos.

» transcriptoma Conjunto com-
pleto de los RNA presente en
una célula, tejido u organismo.
Su complejidad se debe princi-
palmente al mRNA, pero tam-
bién incluye RNA no codifican-
tes.

» proteoma Grupo completo de
proteinas que se expresan en el
genoma. A veces, el término se
utiliza para describir el grupo
de proteinas expresadas por
una célula en un momento
dado.

» interactoma Grupo completo
de complejos proteicos o de
interacciones entre protefnas
presentes en una célula, tejido
u organismo.

El contenido del genoma

Introduccion

Una pregunta clave acerca del genoma es cuantos genes contiene. Sin embargo, una
pregunta mas que fundamental es “;qué es un gen?”. Claramente, los genes no se definen
solamente como una secuencia de DNA que codifica un polipéptido, debido a que son mu-
chos los genes que codifican muiltiples polipéptidos, y a que muchos genes codifican RNA
que sirven para otras funciones. Dadas la variedad de funciones del RNA y las compleji-
dades de su expresién, parece prudente enfocarse en el concepto de gen como una “uni-
dad de transcripciéon”. Sin embargo, grandes zonas de los cromosomas, que anteriormente
se creia que carecian de genes, ahora parecen ser transcriptas ampliamente; por lo tanto,
en la actualidad, es dificil definir a un “gen” con precisién.

Se puede intentar caracterizar tanto la cantidad total de genes como el niimero de ge-
nes que codifican proteinas en cuatro niveles, que corresponden a las etapas sucesivas de
la expresion génica:

e El genoma es el grupo completo de genes de un organismo. En tltima instancia,
se define por la secuencia de DNA completa, aunque de manera practica no es po-
sible identificar cada gen de manera inequivoca solamente sobre la base de la se-
cuencia.

e El transcriptoma es el grupo completo de genes expresados bajo condiciones par-
ticulares. Se define en términos del grupo de moléculas de RNA que estan presen-
tes y pueden referirse a un tipo celular tnico, o a cualquier organizacién compleja
de células, hasta constituir un organismo. Debido a que algunos genes generan
multiples mRNA, es probable que el transcriptoma sea mas grande que el niimero
de genes definidos directamente en el genoma. El transcriptoma incluye los RNA
no codificantes (como tRNA, rRNA, y microRNA o miRNA, que se describen en
la Seccién 13.8, Los eucariontes contienen RNA reguladores) asi como también mRNA.

e El proteoma es el grupo de polipéptidos codificados por el genoma entero o pro-
ducidos en cualquier célula o tejido particular. Se corresponde con los mRNA en
el transcriptoma, aunque existen diferencias de detalles que reflejan cambios en la
abundancia relativa o en las estabilidades de los mRNA y de las proteinas. También
pueden existir modificaciones postraduccionales de las proteinas que permiten
que se produzcan mds de una proteina a partir de un tnico transcripto (esto se de-
nomina corte y empalme de proteina; véase la Seccién 29.11, El corte y empalme de pro-
teinas es autocatalitico).

e Las proteinas pueden funcionar de forma independiente o como parte de comple-
jos multiproteicos o multimoleculares, como las holoenzimas y las vias metaboli-
cas donde se agrupan las enzimas. Dos ejemplos son la holoenzima RNA polime-
rasa (véase la Seccién 11.5, La RNA polimerasa bacteriana consiste en la enzima central
y el factor sigma) y el empalmosoma (véase la Seccion 28.8, Cinco snRNP forman el
empalmosoma). Si se pudieran identificar todas las interacciones proteina-proteina,
se podria definir el ndmero total de complejos independientes de proteinas. Esto
a menudo se denomina como el interactoma.

El ndmero maximo de genes que codifican proteinas en el genoma puede identificarse
directamente mediante la caracterizacién de marcos de lectura abiertos. El mapeo a gran
escala de esta naturaleza es complicado por el hecho de que los genes interrumpidos pue-
den consistir en muchos marcos de lectura abiertos separados. No necesariamente se tiene
informacién acerca de las funciones de estos productos proteicos —o, en efecto, la prueba
de que son todos expresados—; por lo tanto, este enfoque se restringe a definir el potencial
del genoma. Sin embargo, existe una suposicién fuerte de que cualquier marco de lectura
abierto conservado es probable que sea expresado.

Otro enfoque consiste en definir la cantidad de genes directamente en términos del
transcriptoma (por identificacién directa de todos los RNA) o del proteoma (por identifi-
cacién directa de todos los polipéptidos). Esto brinda una certidumbre de que se esta tra-
tando con genes bona fide que son expresados bajo circunstancias conocidas. Esto permite
preguntarse cudntos genes se expresan en un tejido o tipo celular particular, qué variacio-
nes existen en los niveles relativos de expresion, y cudntos de los genes expresados en una
célula particular son tinicos de esa célula o se expresan ademds en otras. Ademads, el trans-
criptoma puede revelar cudntos mRNA diferentes (p. €j., los mRNA que contienen diferen-
tes combinaciones de exones) se generan a partir de un gen dado.
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4.2 Los genomas se pueden mapear en diversos niveles de resolucion

En relacién con los tipos de genes, se puede preguntar si un gen particular es esencial:
(qué le sucede a un mutante nulo? Si una mutacién nula es letal, o si el organismo tiene
un defecto visible, se puede concluir que el gen es esencial o, al menos, que porta una ven-
taja selectiva. Sin embargo, algunos genes pueden eliminarse sin efecto aparente en el fe-
notipo. ;Son estos genes realmente prescindibles, o se produce una desventaja selectiva a
partir de la ausencia del gen, —tal vez en otras circunstancias, o durante periodos mds lar-
gos? En algunos casos, la ausencia de estos genes podria ser compensada por un meca-
nismo redundante, como una duplicacién génica, que proporciona una copia de resguardo
para una funcién esencial.

REVISION DE CONCEPTOS

Explicar por qué, en los animales el transcriptoma y el proteoma de una célula suelen ser mas
pequefos que su genoma; mientras que el transcriptoma y el proteoma del organismo entero,
en general, son mas grandes que su genoma.

Los genomas se pueden mapear en diversos
niveles de resolucion

Definir los contenidos de un genoma esencialmente significa “trazar un mapa”. Se
puede pensar acerca del mapeo de genes y genomas en varios niveles de resolucién:

e Un mapa genético (o de ligamiento) identifica la distancia entre el loci en térmi-
nos de sus frecuencias de recombinacién. Estd limitado, ya que depende de la ocu-
rrencia de recombinacion de diferentes marcadores que puedan ser visibles —como
un rasgo del fenotipo— o que puedan visualizarse -mediante electroforesis. Por
ejemplo, se puede construir un mapa de ligamiento por medicién de la recombi-
nacién entre sitios en el DNA gendémico que tienen variaciones de secuencias que
generan diferencias en la susceptibilidad a la escisién por parte de ciertas enzimas
de restriccién. Debido a que tales variaciones son comunes, se puede preparar un
mapa para cualquier organismo independientemente de la aparicién de mutantes.
Debido a que, por la distancia fisica entre los sitios, las frecuencias de recombina-
cién pueden estar distorsionadas, un mapa de ligamiento no representa de forma
precisa las distancias fisicas entre el material genético.

e Un mapa de restriccién se construye por ruptura del DNA en fragmentos con en-
zimas de restriccion y medicién de las distancias fisicas, en términos de la longi-
tud del DNA (determinada por migracién en un gel por electroforesis), entre los
sitios de corte. Un mapa de restriccién no identifica intrinsecamente los sitios de
interés, como por ejemplo un gen. Para que sea relativo a un mapa genético, se de-
ben caracterizar las mutaciones en términos de sus efectos sobre los sitios de res-
triccion. Se pueden reconocer los cambios grandes en el genoma debido a que afec-
tan los tamafios o cantidades de los fragmentos de restricciéon. Las mutaciones
puntuales son més dificiles de detectar debido a que sélo cambia un sitio de res-
triccién tdnico, o porque se encuentran entre sitios de restriccién y son indetecta-
bles.

e Elmapa genémico final es la secuencia de DNA. A partir de la secuencia, se puede
identificar los genes y las distancias entre ellos. Mediante el andlisis del potencial
de codificar una proteina que tiene una secuencia de DNA, se pueden formular
hipétesis acerca de su funcién. La presuncién basica aqui es que la seleccion natu-
ral evita la acumulacién de mutaciones dafiinas en las secuencias que codifican
proteinas. Revirtiendo este argumento, se puede asumir que una secuencia codi-
ficante intacta es probable que sea utilizada para generar una proteina.

Al comparar una secuencia de DNA de tipo silvestre con la de un alelo mutante, se
puede determinar la naturaleza de una mutacién y el sitio exacto de aparicion. Esto pro-
porciona una manera de determinar la relacién entre el mapa genético (basado completa-
mente en los sitios de mutacién) y el mapa fisico (basado en la secuencia de DNA).

Se han utilizado técnicas similares para identificar y secuenciar genes y mapear el ge-
noma, aunque por supuesto existe una diferencia de escala. En cada caso, el principio es
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» mapa genético Véase mapa de
ligamiento

» mapa de ligamiento Mapa de
las posiciones de los loci o de
otros marcadores genéticos so-
bre un cromosoma obtenido
por medicién de las frecuencias
de recombinacién entre marca-
dores.

» mapa de restriccién Orden li-
neal de sitios de restriccion en
el DNA, el cual es determi-
nado mediante cortes en la mo-
lécula con varias endonucleasas
de restriccion, o mediante la
busqueda de los sitios de res-
triccién en una secuencia cono-
cida.
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» polimorfismo Aparicién simul-
tdnea en la poblacién de alelos
que muestran variaciones en
una posicion determinada.

» polimorfismo de un nucleé-
tido tnico (SNP) Polimorfismo
(variacion en la secuencia entre
individuos) causado por un
cambio en un solo nucleétido.
Responsable de la mayoria de
la variacion genética entre indi-
viduos.

para caracterizar una serie de fragmentos superpuestos de DNA que pueden conectarse
dentro de un mapa continuo. La caracteristica crucial es que, en el mapa, cada segmento
se relaciona con el segmento siguiente mediante el solapamiento entre ellos, de manera tal
de poder asegurar que no se pierdan segmentos. Este principio se aplica tanto en el orde-
namiento de los fragmentos grandes en un mapa como en la conexién de las secuencias
que forman los fragmentos.

CONCEPTOS CLAVE

e Los mapas de ligamiento se basan en la frecuencia de recombinacion entre los marcadores
genéticos; los mapas de restriccion se basan en las distancias fisicas entre los marcadores.
e Se puede utilizar la caracterizacion molecular de las mutaciones para compaginar los mapas

de ligamiento con los mapas fisicos.

REVISION DE CONCEPTOS

Si se toma una muestra del mismo cromosoma de poblaciones diferentes del mismo organismo,
el mapa fisico puede ser idéntico; pero el mapa de ligamiento puede ser levemente diferente.
¢Por qué?

Los genomas individuales muestran gran variacion

El punto de vista mendeliano del genoma clasificaba los alelos segtin dos alternativas:
de tipo silvestre o mutante. Posteriormente, se reconoci6 la existencia de alelos mdiltiples,
cada uno con diferente efecto sobre el fenotipo. En algunos casos, puede incluso no ser
adecuado definir ningtin alelo como “de tipo silvestre”.

La coexistencia de alelos multiples en un locus se denomina polimorfismo genético.
Cualquier sitio en el cual existan alelos multiples como componentes estables de la pobla-
cién es, por definicién, polimérfico. Un locus suele definirse como polimérfico si dos o més
alelos estan presentes a una frecuencia > 1% en la poblacién.

Aunque no se evidencia a partir del fenotipo, el tipo silvestre puede, en si mismo, ser
polimoérfico. Se pueden distinguir versiones multiples del alelo de tipo silvestre por las di-
ferencias en la secuencia que no afectan a su funcién y que, por lo tanto, no producen va-
riantes en los fenotipos. Una poblacién puede ser ampliamente polimérfica desde el punto
de vista del genotipo. Muchas variantes de secuencias diferentes pueden existir en un lo-
cus dado; algunas de ellas son evidentes debido a que afectan al fenotipo, pero otras se
encuentran ocultas debido a que no tienen efecto visible.

Por lo tanto, puede haber un continuo de cambios en un locus, incluso aquellos que
cambian la secuencia de DNA —pero que no cambian la secuencia de proteina—, en aque-
llos que cambian la secuencia de proteina —sin cambiar su funcién-, en aquellos que crean
proteinas con actividades diferentes, y en aquellos que crean proteinas mutantes que son
no funcionales.

Un cambio en un nucleétido cuando se comparan los alelos se denomina polimor-
fismo de un nucleétido tnico (SNP-single nucleotide polymorphism). En promedio, se pro-
duce uno cada ~1.330 bases en el genoma humano. Definido por sus SNP, cada ser hu-
mano es Unico. Los SNP pueden detectarse a través de diferentes maneras, que abarcan
desde la comparacion directa de secuencias hasta la espectroscopia de masa o los métodos
bioquimicos que producen diferencias basadas en variaciones de la secuencia en una re-
gion definida.

Una meta del mapa genético consisti6é en obtener un catédlogo de las variantes comu-
nes. La frecuencia observada de los SNP por genoma pronosticé que, en la poblacién hu-
mana en su totalidad (considerando la suma de todos los genomas humanos de todos los
individuos vivientes), deberia haber > 10 millones de SNP que aparecerian a una frecuen-
cia > 1%. Ya se han identificado > 1 mill6n.

Algunos polimorfismos en el genoma pueden detectarse al comparar los mapas de
restriccion de diferentes individuos. El criterio es un cambio en el patrén de fragmentos
de DNA que se produce por una escisiéon con una enzima de restricciéon. La FIGURA 4.1
muestra que, cuando un sitio diana estad presente en el genoma de un individuo y ausente
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4.3 Los genomas individuales muestran gran variacion 75

DNA con 3 sitios blanco FIGURA 4.1 Una mutacién puntual, que afecta un sitio de restric-
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en otros, la escision extra en el primer genoma generara dos fragmentos correspondientes

al fragmento tinico en el segundo genoma. Una diferencia en los mapas de restriccién en-

tre dos individuos se denomina un polimorfismo de longitud de los fragmentos de res- ) polimorfismo de longitud de

triccion (RFLP-restriction fragment length polymorphism). Basicamente, un RFLP es un SNP los fragmentos de restriccién

que se localiza en el sitio diana de una enzima de restriccién. Puede ser utilizado comoun ~ (RFLP) Diferencias heredadas

marcador genético exactamente de la misma forma que cualquier otro marcador. En lugar 0 10s sitios para las enzimas

d . P . . . . de restriccién —por ejemplo, por
e examinar algunas caracteristicas del fenotipo, directamente se evalta el genotipo, como

L . . . cambios de bases en el sitio
lo revela el mapa de restricciéon. La FIGURA 4.2 muestra un pedigri de un polimorfismo de blanco—, las cuales generan di-

restriccion seguido a través de tres generaciones. Esta muestra la segregacion mendeliana ferencias en las longitudes de

de los fragmentos de DNA marcadores. los fragmentos producidos por
El mapa de restriccién es independiente de la funcién génica: en consecuencia, un el corte con una enzima deter-

RFLP en este nivel puede detectarse independientemente si el cambio de secuencia afecta minada. Se utilizan para el

al fenotipo. Probablemente muy pocos de los RFLP en un genoma realmente afecten al fe- ~ Mapa genético y para vincular
al genoma directamente con un

notipo. La mayoria de los cambios de las secuencias involucradas no tienen efecto sobre P .
o ) . , -, marcador genético convencio-
la produccién de proteinas (p. €j., porque éstas se sitiian entre los genes). nal.

o El polimorfismo puede detectarse en distintos niveles: como fenotipo cuando una secuencia
afecta la funcién génica; en el fragmento de restriccion, cuando afecta al sitio diana de la
enzima de restriccion; y en la secuencia, por analisis directo del DNA.

o Los alelos de un gen muestran gran polimorfismo en la secuencia, pero muchos cambios de
secuencia no afectan la funcion.
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REVISION DE CONCEPTOS

¢Por qué una mutacion en la secuencia codificante podria producir un polimorfismo genético,
pero no uno en el fenotipo?

Los RFLP y los SNP pueden utilizarse para

el

Cruza genética

3
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El marcador de restriccion se encuentra a 30 unidades
del mapa del marcador del color de ojo

FIGURA 4.3 Se puede utilizar un polimorfismo de restric-
cion como marcador genético para medir la distancia de
recombinacion a partir de un marcador fenotipico (como
el color de ojos). La figura simplifica la situacion al
mostrar solo las bandas de DNA que corresponden al
alelo de un genoma en un diploide.

mapeo genético

Se puede medir la frecuencia de recombinacién entre un marcador de
restriccién y un marcador con fenotipo visible, como se ilustra en la FIGURA
4.3. Por ende, un mapa genético puede incluir tanto marcadores de geno-
tipos como de fenotipos.

Los marcadores de restriccion no se limitan a los cambios en el ge-
noma que afectan al fenotipo; como consecuencia, los marcadores pro-
porcionan la base de una técnica extremadamente poderosa para identi-
ficar las variantes genéticas a nivel molecular. Un problema tipico atafie
a una mutacion con efectos conocidos sobre el fenotipo, donde el locus
genético relevante puede colocarse en un mapa genético, pero del cual
no se tiene conocimiento acerca del gen o de la proteina correspondiente.
Muchas enfermedades humanas severas o mortales se encuentran en esta
categoria. Por ejemplo, la fibrosis quistica exhibe una herencia mende-
liana, pero la naturaleza molecular de la funcién mutante fue descono-
cida hasta que se la pudo identificar como consecuencia de la caracteri-
zacion del gen.

Si los polimorfismos de restriccion se producen de manera aleatoria
en el genoma, deberian existir algunos cerca de cualquier gen diana par-
ticular. Se pueden identificar esos marcadores de restriccion en virtud de
sus asociaciones estrechas con el fenotipo mutante. Si se compara el
mapa de restriccién del DNA de pacientes que sufren una enfermedad
con el DNA de personas sanas, se podria encontrar que un sitio de res-
triccion particular siempre esta presente (o siempre ausente) en los pa-
cientes.

En la FIGURA 4.4, se muestra un ejemplo hipotético. Esta situacién co-
rresponde al hallazgo del 100% de ligamiento entre el marcador de restric-
cién y el locus que produce el fenotipo. Esto podria implicar que el mar-
cador de restriccion se encuentra tan cerca del gen mutante que nunca son
separados por recombinacién; de hecho, pueden ser la misma mutacion.

FIGURA 4.4 Si un marcador de restriccion se asocia con una ca-

racteristica fenotipica, el sitio de restriccion debe localizarse
cerca del gen responsable para el fenotipo. La mutacién que
cambia la banda que es com(n en personas sanas por la banda
que es com(n en pacientes, esta estrechamente ligada al gen

de la enfermedad.

Deteccion de los patrones Deteccion de patrones

de DNA de las personas de DNA de personas

con la enfermedad sanas como control
e La banda es la misma en el paciente —p——

y en las personas sanas
— ] El polimorfismo desigual varia = =
— — en todas las muestras .

——— La banda es comun en los pacientes

La banda es comun en las personas p— e —
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4.5  ;Por qué algunos genomas son tan grandes?

La identificacion de tal marcador tiene dos consecuencias importantes:

e Puede ofrecer un procedimiento de diagnéstico para la deteccion de la enferme-
dad. Algunas de las enfermedades humanas conocidas tienen un patrén hereda-
ble, pero la enfermedad que se define en términos moleculares no puede ser diag-
nosticada facilmente. Si un marcador de restriccion esta estrechamente ligado al
fenotipo, entonces su presencia puede utilizarse como diagnoéstico de probabilidad
de portar el alelo de la enfermedad.

e Puede conducir al aislamiento del gen. El marcador de restricciéon debe encon-
trarse relativamente cerca del gen en el mapa genético si los dos loci raramente o
nunca se recombinan. En términos genéticos, “relativamente cerca” puede ser una
distancia sustancial en términos de pares de bases del DNA; no obstante, propor-
ciona un punto de partida a partir del cual se puede proceder a lo largo del DNA
hasta el gen mismo.

La frecuencia de apariciéon de los SNP en el genoma humano los torna ttiles para el
mapeo genético. De los 1,5 x 10° SNP que ya se han identificado, existe en promedio un
SNP cada 1 a 2 kb. Esto deberia permitir la localizaciéon rapida de nuevos genes asociados
a una enfermedad por la localizacién de estos mismos entre los SNP mas cercanos.

Sobre la base del mismo principio, el mapeo de los RFLP se ha estado utilizando du-
rante algtn tiempo. Una vez que un RFLP se ha asignado a un grupo de ligamiento (es
decir, a un cromosoma), puede ser colocado en un mapa genético. El mapeo de RFLP, tanto
en los genomas humano como en los del ratén ha conducido a la construccién de mapas
de ligamiento para ambos. Cualquier sitio con una posicién desconocida puede ser eva-
luado para ligamiento a estos sitios y, por este principio, puede ser rapidamente colocado
en el mapa. Existen menos RFLP que SNP, de manera tal que la resoluciéon del mapa de
RFLP es, en principio, mas limitada.

La gran proporcién de sitios polimoérficos significa que cada individuo tiene una cons-
telacion tinica de SNP y RFLP. La combinacién particular de sitios que se encuentran en
una regién especifica se denomina haplotipo, un genotipo en miniatura. El haplotipo fue
introducido inicialmente como un concepto para describir la constitucién genética del lo-
cus del complejo mayor de histocompatibilidad: una regién que codifica proteinas de im-
portancia en el sistema inmunitario (véase el Capitulo 22, Diversidad inmunitaria). En la ac-
tualidad, el término se ha extendido para describir la combinacién particular de alelos, los
sitios de restriccién o de cualquier otro marcador genético presente en algunas zonas de-
finidas del genoma. Mediante el uso de los SNP, se realiza un mapa de haplotipo detallado
del genoma humano; esto permite que los genes causantes de enfermedad sean localiza-
dos mas facilmente en el mapa.

La existencia de los RFLP proporciona las bases de una técnica para establecer de ma-
nera inequivoca las relaciones entre progenitores y descendencia. En casos de duda de pa-
rentesco, una comparacién del mapa de RFLP en un cromosoma apropiado entre padres
y nifios potenciales permite la asignacioén absoluta del parentesco. El uso del analisis de
restriccion del DNA para identificar individuos se denomina huella genética. El anélisis
de las secuencias “minisatélites” especialmente variables se utiliza para realizar el mapeo
del genoma humano (véase la Seccion 6.12, Los minisatélites son iitiles para el mapeo de genes).

CONCEPTOS CLAVE

e Los RFLP y los SNP pueden ser la base para los mapas de ligamiento y son (tiles para esta-
blecer las relaciones parentales.

REVISION DE CONCEPTOS

Describir como la posicion de un alelo de enfermedad puede ser delimitada a una region cro-
mosdmica especifica mediante el analisis de ligamiento utilizando los RFLP de miembros de
una familia grande en la cual el alelo de la enfermedad esté segregado.

¢Por qué algunos genomas son tan grandes?

La cantidad total de DNA en el genoma (haploide) es una caracteristica de cada espe-
cie viviente que se conoce como valor C. Existe una variacién enorme en el intervalo de
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» haplotipo Combinacién parti-
cular de alelos en una regién
definida de un cromosoma de
la que resulta un genotipo en
miniatura. Anteriormente se lo
utilizaba para describir las
combinaciones de alelos del
complejo mayor de histocom-
patibilidad (CMH); actualmente
puede usarse para describir
combinaciones determinadas de
RFLP, SNP u otros marcadores.

» huella genética Técnica para
analizar las diferencias entre in-
dividuos con los fragmentos
generados con enzimas de res-
triccién que cortan regiones que
contienen secuencias cortas re-
petidas, o por PCR. Las longi-
tudes de las regiones repetidas
son tnicas para cada individuo,
y, por ello, la presencia de un
subgrupo determinado en dos
individuos puede utilizarse
para determinar su herencia co-
mun (p. €j., la relacion padre-
hijo).

» valor C Cantidad total de DNA
del genoma (por conjunto ha-
ploide de cromosomas).
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FIGURA 4.5 El contenido de DNA del genoma haploide se
incrementa con la complejidad morfoldgica de los euca-
riontes inferiores, pero varia en gran medida dentro de al-
gunos grupos de eucariontes superiores. El intervalo de
valores de DNA dentro de cada grupo se indica mediante
el area sombreada.
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FIGURA 4.6 El tamafio del genoma minimo que se encuen-
tra en cada taxon aumenta desde los procariontes hasta
los mamiferos.

Filo Especie Genoma (pb)
Alga Pyrenomas salina 6,6 x 10°
Micoplasma M. pneumoniae 1,0 x 106
Bacteria E. coli 4,2 x 106
Levadura S. cerevisiae 1,3x 107
Moho deslizante D. discoideum 5,4 x 107
Nematodo C. Elegans 8,0 x 107
Insecto D. Melanogaster 1,8x 108
Ave G. Domesticus 1,2x10°
Anfibio X. Laevis 3,1x10°
Mamifero H. sapiens 3,3x10°

FIGURA 4.7 Tamafos de genomas de algunos organismos
experimentales comunes.

los valores C, desde < 10° pb para un micoplasma hasta > 10" pb para
algunas plantas y anfibios.

La FIGURA 4.5 resume el intervalo de los valores C que se encuentran
en diferentes taxones (grupos de organismos clasificados juntos). Existe
un incremento en el tamafio de genoma minimo que se encuentra en
cada grupo a medida que la complejidad se acrecienta. Aunque los va-
lores C son superiores en los eucariontes multicelulares, se pueden ob-
servar variaciones amplias en los tamafos de genomas dentro de algu-
nos taxones.

Como se observa en la FIGURA 4.6, graficar la cantidad minima de
DNA requerida para un miembro de cada grupo sugiere que es necesa-
rio un incremento en el tamafio del genoma para formar procariontes
mas complejos y eucariontes inferiores.

Los micoplasmas son los procariontes mas pequefios y tienen geno-
mas de s6lo ~3 veces el tamafio de un bacteriéfago grande. Los tamafios
de genomas bacterianos més tipicos comienzan a partir de ~2 x 10° pb.
Los eucariontes unicelulares (cuyos estilos de vida pueden asemejarse al
de los procariontes) se las arreglan con genomas que también son peque-
fios, aunque son més grandes que los de las bacterias. Ser eucarionte per
se, no implica un gran incremento en el tamafio del genoma; una leva-
dura puede tener un tamano de genoma de ~1,3 x 107 pb, que sdlo es al-
rededor del doble de tamafio de un genoma bacteriano promedio.

Una duplicacién adicional del tamafio del genoma es adecuada para
sustentar al moho deslizante Dictyostelium discoideum, que es capaz de vi-
vir de modo unicelular o multicelular. Se necesita otro incremento en la
complejidad para producir los primeros organismos completamente
multicelulares; el gusano nematodo Caenorhabditis elegans tiene un con-
tenido de DNA de 8 x 107 pb.

También se puede observar un incremento estable en el tamafo del
genoma con la complejidad en la lista de la FIGURA 4.7 de algunos orga-
nismos comtinmente analizados. Es necesario incrementar el tamafio del
genoma para formar insectos, aves o anfibios, y mamiferos. Si bien, des-
pués de este punto, no es clara la relacién entre el tamafio del genoma y
la complejidad morfolégica del organismo.

Se sabe que los genes son mucho mas grandes que las secuencias ne-
cesarias para codificar los polipéptidos, debido a que los exones pueden
abarcar s6lo una parte pequefia de la longitud total de un gen. Esto ex-
plica por qué existe mucho mds DNA del que es necesario para propor-
cionar marcos de lectura para todas las proteinas del organismo. Grandes
regiones de un gen interrumpido pueden no codificar un polipéptido.
Ademas, también puede haber longitudes significativas de DNA entre
los genes. De manera tal que no es posible deducir el nimero de genes
a partir del tamafio global del genoma.

La paradoja del valor C se refiere a la falta de correlaciéon entre el
tamafio del genoma y la complejidad genética. También existen casos cu-
riosos acerca del tamafo relativo del genoma; por ejemplo, el batracio
Xenopus y los seres humanos tienen genomas, esencialmente, del mismo
tamano. En algunos taxones, existen variaciones extremadamente gran-
des en el contenido de DNA entre los organismos que no varian mucho
en complejidad (véase la Figura 4.5). (Esto es especialmente notable en
los insectos, anfibios y plantas, pero no se produce en las aves, reptiles
ni mamiferos, que tienen pequefas variaciones dentro del grupo, una va-
riacién de ~2 veces el rango del tamafio del genoma.) El grillo tiene un
genoma de 11 veces, el tamafio del genoma de la mosca de la fruta. En
los anfibios, los genomas mas pequefios son < 10° pb, mientras que los
mas grandes son ~10" pb. Es improbable que exista una diferencia grande
en la cantidad de genes necesarios para especificar estos anfibios. Todavia
no se comprende del todo hasta qué punto esta variacién es selectiva-
mente neutral o estd sujeta a la seleccién natural.
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CONCEPTOS CEAVE Ty paradoja del valor C Falta de

o No existe correlacion entre el tamafo del genoma y la complejidad genética. relacion entre el contenido de

e Existe un incremento en el tamafio minimo del genoma necesario para constituir organismos

de complejidad creciente.

DNA (valor C) de un orga-
nismo y su potencial de codifi-
cacion.

e Existen amplias variaciones en los tamafios del genoma de los organismos dentro de muchos

taxones.

REVISION DE CONCEPTOS

:Cuales son algunas de las ventajas y desventajas de un genoma grande? ;Y de un genoma pe-

quefio?

Los genomas eucariontes contienen tanto
secuencias de DNA repetitivo como no repetitivo " DMNAno repetitivo DNA que

es Unico (presente s6lo una vez)
en un genoma.

En general, la naturaleza del genoma eucarionte puede ser evaluada seguin la cinética ) DNA repetitivo DNA que estd
de reasociacion y desnaturalizacién del DNA. Esta técnica se utilizé6 ampliamente antes de presente en muchas copias (re-

que fuera posible la secuenciacion del DNA a gran escala.

lacionadas o idénticas) en un

Las cinéticas de reasociacion identifican dos tipos generales de secuencias genémicas: genoma.

e EI DNA no repetitivo consiste en secuencias que son tinicas: sélo existe una copia

en un genoma haploide.

e El DNA repetitivo consiste en secuencias que estdn presentes en mas de una co-

pia en cada genoma.
A menudo el DNA repetitivo se divide en dos tipos generales:

» Transposones (elementos
transponibles) Secuencia de
DNA capaz de insertarse a si
misma (o una copia de si
misma) a una nueva ubicacion
en el genoma sin tener ninguna

e El DNA moderadamente repetitivo consiste en secuencias relativamente cortas relacion en cuanto a secuencia
que se repiten en general entre 10-1.000 veces en el genoma. Las secuencias estan con el locus diana.

dispersadas a través de todo el genoma y son responsables del alto grado de for-
macién de estructuras secundarias en el pre-mRNA, cuando las repeticiones in-

» DNA redundante Secuencias
de DNA que no contribuyen al
fenotipo del organismo, sino

vertidas en los intrones se aparean para formar regiones duplex. que tienen la autoperpetuacion
e EI DNA altamente repetitivo consiste en secuencias muy cortas (en general < 100 dentro del genoma como tinica
pb) que estan presentes muchos cientos de veces en el genoma, suele estar orga- funcion.

nizado como largas regiones de repeticiones en tindem (véase
la Seccion 6.9, Los DNA satélites suelen encontrarse en la hetero-
cromating). Ninguna clase se encuentra en los exones.

La proporcién del genoma ocupada por el DNA no repetitivo va-
ria ampliamente entre los taxones. La FIGURA 4.8 resume la organiza-
cién del genoma de algunos organismos representativos. Los proca-
riontes contienen principalmente DNA no repetitivo. Para los
eucariontes inferiores, la mayoria del DNA es no repetitiva; < 20% se
encuentra en la categoria de uno o més componentes moderadamente
repetitivos. En las células animales, hasta la mitad del DNA suele es-
tar ocupado por componentes moderada y altamente repetitivos. En
las plantas y en los anfibios, los componentes moderada y altamente
repetitivos pueden representar hasta el 80% del genoma, de manera
tal que el DNA no repetitivo se reduce a un componente minoritario.

Una parte significativa del DNA moderadamente repetitivo son
los transposones (elementos transponibles): consisten en secuencias
cortas de DNA (~1 kb) que tienen la capacidad de moverse a localiza-
ciones nuevas en el genoma y/o de hacer copias adicionales de si mis-
mos (véase el Capitulo 21, Transposones, retrovirus, y retrotransposones).
En algunos genomas de eucariontes superiores, pueden incluso ocu-
par més de la mitad del genoma (véase la Seccion 5.5, El genoma hu-
mano tiene menos genes de lo esperado originalmente).

Los transposones suelen ser vistos como DNA redundante, que
se define como secuencias que se propagan a si mismas dentro de un
genoma sin contribuir al desarrollo ni al funcionamiento del orga-
nismo. Los transposones pueden causar reordenamientos del genoma,

10

58% 54%
41

Tamano del genoma

B No repetitivo B Moderadamente M Altamente
repetitivo repetitivo

FIGURA 4.8 Las proporciones de los diferentes componentes

de secuencia varian en los genomas de eucariontes. El conte-
nido absoluto de DNA no repetitivo se incrementa con el ta-
mafio del genoma, pero alcanza una meseta en -2 x 10~ pbh.
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y podrian conferir ventajas selectivas. Es justo decir, no obstante, que no se comprende re-
almente por qué las fuerzas selectivas no acttian contra los transposones convirtiéndolos
en una porcién grande del genoma. Puede ser que éstos sean selectivamente neutrales en
la medida en que no interrumpan o eliminen regiones codificantes o reguladoras. Sin em-
bargo, muchos organismos suprimen activamente la transposiciéon, como en algunos casos
en los que se producen rupturas cromosémicas deletéreas (véase la Figura 21.18). Otro tér-
mino que se utiliza para describir el exceso aparente del DNA en algunos genomas es el
DNA “basura”, lo que implica secuencias gendmicas sin funcién aparente. Por supuesto,
es probable que exista un equilibrio en el genoma entre la generacién de secuencias nue-
vas y la eliminacién de secuencias no deseadas, y alguna proporcién del DNA que apa-
rentemente carece de funciéon puede estar en proceso de ser eliminada.

La longitud del componente del DNA no repetitivo tiende a incrementarse con el ta-
mano global del genoma a medida que se avanza hasta un tamafo total de genoma de
~3 % 10? (caracteristico de los mamiferos). Incrementos posteriores en el tamafio del ge-
noma, sin embargo, suelen reflejar un aumento en la cantidad y proporcién de los compo-
nentes repetitivos, de manera que es poco comun que un organismo presente un compo-
nente de DNA no repetitivo > 2 x 10°. Por lo tanto, el contenido de DNA no repetitivo de
los genomas concuerda de mejor manera con el sentido que se tiene de la complejidad re-
lativa de los organismos. E. coli tiene 4,2 x 10°pb de DNA no repetitivo, C. elegans tiene un
orden mas de magnitud (6,6 x 107 pb), D. melanogaster tiene ~10° pb, y los mamiferos atin
otro orden de magnitud mas, ~2 x 10° pb.

;Qué tipo de DNA corresponde a los genes que codifican polipéptidos? Las cinéticas
de reasociacion en general muestran que el mRNA deriva del DNA no repetitivo. Por lo
tanto, la cantidad de DNA no repetitivo es un mejor indicador del potencial codificante de
lo que es el valor C. (Sin embargo, un anélisis mas detallado sobre la base de las secuen-
cias genémicas demostré que muchos exones tienen secuencias que estan relacionadas con
otros exones [véase la Seccién 3.4, Las secuencias de los exones se conservan, pero los intrones
varian]. Tales exones evolucionan a partir de una duplicacién para dar copias que, inicial-
mente, son idénticas, pero que luego divergieron en su secuencia durante la evolucién.)

CONCEPTOS CLAVE

e Las cinéticas de reasociacion del DNA, después de que un genoma ha sido desnaturalizado,
distinguen secuencias por su frecuencia de repeticion en el genoma.

e Los polipéptidos estan generalmente codificados por secuencias en el DNA no repetitivo.

e Los genomas mas grandes dentro de un taxon no contienen mas genes, sino que tienen can-
tidades grandes de DNA repetitivo.

e Una gran parte del DNA moderadamente repetitivo puede estar constituida por transposones.

REVISION DE CONCEPTOS
¢Qué es la resolucion de la paradoja del valor C?

Se pueden identificar genes eucariontes que
codifican proteinas por la conservacion de exones

Algunos enfoques importantes para identificar genes eucariontes que codifican pro-
teinas se basan en el contraste entre la conservacion de exones y la variaciéon de intrones.
En una regién que contiene un gen cuya funcién ha sido conservada entre un espectro de
especies, la secuencia que representa al polipéptido deberia tener dos propiedades distin-
tivas:

e debe tener un marco de lectura abierto, y

e es probable que posea una secuencia (ortéloga) relacionada, en otras especies.

Estas caracteristicas pueden utilizarse para aislar genes.

Suponiendo que se conozca por analisis de ligamiento que un gen, que influye en un
rasgo particular, se localiza en una regién cromosémica dada; si se carece de conocimiento
acerca de la naturaleza del producto génico, ;cémo se hace para identificar el gen en una
regién que puede ser de un tamafio, por ejemplo, de > 1 Mb?
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Una técnica exitosa realizada con algunos genes de importancia médica consistié en
examinar fragmentos relativamente cortos de la regién para las dos propiedades espera-
das de un gen conservado. Primero, se buscé identificar fragmentos con hibridacién cru-
zada con los genomas de otras especies, y luego se analizaron esos fragmentos en busca
de marcos de lectura abiertos.

El primer criterio se aplica mediante una transferencia zoo (zoo blot). Se utilizan frag-
mentos cortos de la regién como sondas marcadas para evaluar los DNA homoélogos de
una variedad de especies mediante la hibridacién Southern (una técnica para transferir
fragmentos de DNA separados por electroforesis en gel a una membrana filtro, seguida
por la hibridacién de una sonda para detectar la secuencia complementaria o casi comple-
mentaria). Si se encuentran fragmentos que hibridan en diversas especies relacionadas con
la de la sonda (que por lo general se prepara a partir de DNA humano), la sonda se con-
vierte en un candidato para un exén del gen.

Los candidatos son secuenciados; y, si contienen marcos de lectura abiertos, se los uti-
liza para aislar regiones genémicas de los alrededores. Si éstas parecen ser parte de un
exon, pueden ser utilizadas para identificar al gen entero, para aislar el cDNA correspon-
diente (el DNA obtenido por transcripcion inversa a partir del mRNA) o el mRNA mismo
y, en ultima instancia, para identificar la proteina.

Cuando una enfermedad humana es causada por un cambio en una proteina conocida,
el gen responsable puede ser identificado debido a que codifica para la proteina, y su res-
ponsabilidad sobre la enfermedad puede ser confirmada al demostrar que presenta muta-
ciones en el DNA de pacientes, pero no en el DNA de individuos no afectados. Sin embargo,
en muchos casos, no se conoce la causa de una enfermedad a nivel molecular, y es necesa-
rio identificar el gen sin informacién acerca de su producto proteico.

El criterio basico para la identificacion de un gen que esta involucrado
en una enfermedad humana es demostrar que, en cada paciente con la enfer-
medad, el gen tiene una mutaciéon que no estd presente en el DNA normal.
Sin embargo, el gran polimorfismo presente entre los genomas individuales
implica que se puedan encontrar muchos cambios cuando se compara el
DNA de un paciente con el DNA normal. Antes de la secuenciacion del ge-
noma humano, el ligamiento genético podia utilizarse para identificar una re-
gién que contuviera un gen de enfermedad, pero la regién podria contener

-
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» transferencia zoo (zoo blot)
Uso de la transferencia
Southern para evaluar la capa-
cidad de una sonda de DNA de
una especie, para formar hibri-
dos con el DNA de los geno-
mas de varias especies diferen-
tes.

» paseo cromosémico Técnica
para ubicar un gen que utiliza
los marcadores ligados mas cer-
canos como sonda en una geno-
teca.

Las traslocaciones cromosémicas
identifican la banda Xp21 como
origen de la DMD

muchos genes candidatos. En un gen muy grande, con intrones diseminados
en una distancia larga del genoma, era dificultoso identificar las mutaciones
criticas en los pacientes. La disponibilidad de los mapas de SNP de alta reso-
lucion y de la secuencia genémica facilitd, en gran medida, la localizacién pre-
cisa de una region mas pequefia que contuviera el gen en la cual se pueda
comparar, directamente, las secuencias del DNA normal con el del paciente.

Un ejemplo del proceso mediante el cual un gen de enfermedad puede

—70 kb

EI DNA clonado del cromosoma X humano
identifica las deleciones en esta regién

Mapa de restriccion construido mediante
paseo cromosOmico a partir de la sonda

\

0 +70 kb

ser rastreado fue proporcionado por el gen responsable para la distrofia mus-

cular de Duchenne (DMD), un desorden degenerativo del musculo que estd
ligado al cromosoma X y que afecta a 1 de cada 3.500 hombres. Los pasos
para identificar al gen se resumen en la FIGURA 4.9.

El andlisis de ligamiento localiz6 el locus de DMD en la banda cromosé-
mica Xp21. Los pacientes con la enfermedad, a menudo, tienen reordenamien-
tos cromosdémicos que involucran a esta banda. Mediante la comparacion de
la capacidad de las sondas de DNA ligadas al X, de hibridar con el DNA de
pacientes y el DNA normal, se obtuvieron los fragmentos clonados que co-
rresponden a la region reordenada o eliminada en el DNA de los pacientes.

Una vez que se ha obtenido el DNA en la vecindad general del gen
diana, fue posible realizar el “paseo” a lo largo del cromosoma hasta alcan-
zar el gen. Se utilizé un paseo cromosémico para construir un mapa de res-
triccién de la region a cada lado de la sonda, que cubria una regién de > 100
kb. El analisis del DNA, a partir de una serie de pacientes, identificé dele-
ciones grandes en esta region que se extendian en cualquier direccién. La de-
lecién mas significativa es una que estd contenida enteramente dentro de
esta region, debido a que la delecion delinea un segmento que debe ser im-
portante en la funcién del gen y que indica que el gen —o al menos una parte
de él- se encuentra en esa region.
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Los DNA de pacientes con DMD tienen
deleciones en la regién del paseo

|

El DNA hacia la derecha esta
delecionado

(e}

EI DNA hacia la izquierda
esta delecionado

(0}

-

Delecion interna

FIGURA 4.9 El gen involucrado en la distrofia muscular
de Duchenne fue rastreado mediante mapeo y “paseo
cromosémico” en una regién en la que se pueden
identificar deleciones relacionadas con la ocurrencia
de la enfermedad.
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» atrapamiento de exones
Insercién de un fragmento ge-
némico en un vector, cuya fun-
cién depende de la provisién
de uniones de corte y empalme
por parte del fragmento.

El contenido del genoma

Después de identificar la region del gen, fue necesario identificar sus exones e intro-
nes. Mediante la trasferencia zoo (zoo blot), se identificaron los fragmentos que tienen hi-
bridacién cruzada con el cromosoma X del ratén y con otros DNA de mamifero. Como se
resume en la FIGURA 4.10, éstos fueron analizados para identificar los marcos de lectura
abiertos y las secuencias tipicas de las uniones exén-intrén. Los fragmentos que cumplian
con estos criterios se utilizaron como sondas para identificar secuencias homoélogas en una
biblioteca de cDNA preparada a partir de mRNA de mdsculo.

El cDNA correspondiente al gen identifica un mRNA inusualmente largo (14 kb). La
hibridacién hacia atras en el genoma demuestra que el mRINA esta codificado por > 60 exo-
nes, que se encuentran diseminados en ~2.000 kb de DNA. Esto hace que el gen DMD sea
el gen més largo que se haya identificado.

El gen codifica una proteina de ~500 kD denominada distrofina, que es un componente
del musculo que estd presente en cantidades bastante bajas. Todos los pacientes con dis-
trofia muscular de Duchenne tienen deleciones en este locus y carecen de distrofina (o ésta
es defectuosa).

El musculo también tiene la distincién de tener la proteina mds grande, titina, con casi
27.000 aminoacidos. El gen titina tiene la mayor cantidad de exones (178) y el exén mas
largo (17.000 pb) del genoma humano.

Otra técnica que permite analizar rdpidamente la presencia de exones en los fragmen-
tos gendémicos se denomina atrapamiento de exones. La FIGURA 4.11 muestra que esta téc-
nica comienza con un vector que contiene un promotor fuerte y tiene un tinico intrén entre

dos exones. Cuando se transfecta este vector adentro de células, su trans-
cripcién genera cantidades grandes de un RNA que contiene las secuen-

éoc, <\° ‘;\ cias de los dos exones. Dentro del intrén, se encuentra un sitio de restric-
RIS cién, el cual es utilizado para insertar fragmentos gendmicos de una regién
L 50 clones de la region hibri- de interés. Si un fragmento no contiene un exén, no existira cambio en el
n daron con el DNA de otras patrén de corte y empalme, y el RNA contendra las mismas secuencias que
=] | especies; 2 clones hibrida- el vector parental. Sin embargo, si el fragmento gendémico contiene un exén
L ron con todos los mamiferos
La secuencia del fragmento del El vector cor)tiene dos exones que son cortados y empalmados juntos
hombre y del ratén es 95% idéntica en el transcripto
y tiene marco de lectura abierto promotor unién de corte y empalme 5°  unién de corte y empalme 3°
Humano ...GCCATAGAGCGAGAA::--
Ratén ...GCCATAGCACGAGAA::-- —— Z
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FIGURA 4.10 El gen de la distrofia muscular de Duchenne
se caracterizd mediante las técnicas de zoo blot, hibrida-
cion de cDNA, hibridacion gendmica y por identificacion
de la proteina.

Se utiliza el fragmento para iden- I

intron
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Fragmento genémico
—
intron  exén
Insercién del frag—l

intrén

mento genémico

en el intron
e
— ——
exén exén | | jexon

intrén intrén
Transcripcién y corte y l

empalme para eliminar

el intrén L ——
FIGURA 4.11 Para el atrapamiento de exones, se utiliza un vector especial de
corte y empalme. Si estd presente un exdn en el fragmento gendmico, su se-
cuencia sera recuperada en el RNA citoplasmatico. Si el fragmento gendmico
estd compuesto solamente por secuencias del interior del intron, no se produ-
cira, por lo tanto, el corte y empalme ni se exportard el mRNA al citoplasma.
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flanqueado por dos secuencias intrénicas parciales, los sitios de corte y empalme a ambos
lados de este ex6n seran reconocidos y la secuencia del exén se insertard dentro del RNA
entre los dos exones del vector. Esto puede detectarse facilmente mediante la transcripcion
inversa del RNA citoplasmatico a cDNA y utilizando PCR (denominada RT-PCR, véase la
siguiente seccién) para amplificar las secuencias entre los dos exones del vector. De esta ma-
nera, se observara que la aparicion de las secuencias del fragmento genémico en la pobla-
cién amplificada indican que un exén ha sido “atrapado”. En los genes de mamifero que
codifican proteinas, los intrones suelen ser grandes y los exones pequefios; por lo tanto,
existe una alta probabilidad de que un fragmento aleatorio del DNA genémico contenga la
estructura requerida de un exén rodeado por intrones parciales. De hecho, el atrapamiento
de exones puede imitar los acontecimientos que ocurrieron naturalmente durante la evolu-
cién de los genes (véase la Seccion 3.7, ; Como evolucionaron los genes interrumpidos?).

CONCEPTOS CLAVE

e La conservacion de exones puede utilizarse como fundamento para identificar las regiones
codificantes mediante el reconocimiento de fragmentos cuyas secuencias estan presentes en
maltiples organismos.

e Los genes de enfermedades humanas se identifican mediante el mapeo y la secuenciacién del
DNA de pacientes para encontrar diferencias respecto del DNA normal que estén genética-
mente ligadas a la enfermedad.

REVISION DE CONCEPTOS
La sonda de un exén particular puede identificar maltiples sitios en el genoma. ¢Por qué?

La conservacion de la organizaciéon del genoma
contribuye a identificar genes

Una vez que se ha determinado la secuencia de un genoma, atin se tiene que identifi-
car los genes dentro de él. Las secuencias codificantes representan una fraccién muy pe-
quefia del genoma total. Los potenciales exones pueden identificarse como marcos de lec-
tura abiertos sin interrupciones flanqueados por secuencias adecuadas. ;Qué criterio se
necesita cumplir para identificar un gen funcional (intacto) a partir de una serie de exones?

La FIGURA 4.12 muestra que un gen funcional deberia consistir en una serie de exones
para los cuales el primer exén se encontraria inmediatamente a continuacién de un pro-
motor; los exones internos, flanqueados por uniones de corte y empalme adecuados; el tl-
timo exoén, seguido por sefiales de procesamiento 3°; y se podria deducir un tinico marco
de lectura abierto, el cual comienza con un codén de iniciaciéon y que finaliza con un co-
dén de terminacion mediante la union de todos los exones. En los casos mas simples, el
primer y el dltimo exén contienen el principio y el final de la regién codificante, respecti-
vamente (asi como las regiones 3" y 5" no traducidas). En los casos mas complejos, el pri-
mer o el dltimo exén pueden tener sélo regiones no traducidas y, por lo tanto, pueden ser
mas dificultosos de identificar.
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FIGURA 4.12 Los exones de genes que codifi-

\%ﬂ“ﬁ“ﬁ“ﬁ%ﬁ“ﬂ“ﬂﬂ“ﬁ“ﬁ(/ can proteina se identifican como secuencias

1 1 1 1 codificante flanqueadas por las sefiales ade-
. L o ) cuadas con regiones no traducidas en ambos
unién de unién de unién de unién de s L e d deb
Secuencia corte y corte y corte y corte y de extremos. La serie e exones debe generar un
promotora empalme empalme empalme empalme procesgf"'en" marco de lectura abierto con los codones de
GT AG GT AG iniciacion y de terminacion apropiados.
Primer exon Exones internos Ultimo exén
- — —

Los exones forman un marco abierto de lectura continuo
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» transcripcién inversa-reacciéon
en cadena de la polimerasa
(RT-PCR) Una técnica para la
deteccién y cuantificacion de la
expresion de un gen mediante
la transcripcién inversa y la
amplificacién del RNA de una
muestra celular.

» sintenia Relacion entre regiones
cromosémicas de distintas es-
pecies, en las que aparecen ge-
nes homologos en el mismo or-
den.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 Mb

Cromosoma 1 ratén

1 2 14 5 2

Cromosoma humano correspondiente

FIGURA 4.13 EL cromosoma 1 de raton tiene 21 seg-
mentos -de 1 a 25 Mb- que son sinténicos con re-
giones que corresponden a las partes de seis cromo-

somas humanos.

El contenido del genoma

Los algoritmos que se utilizan para conectar los exones no son completamente eficientes
cuando el genoma es muy grande y los exones estan separados por distancias muy grandes.

Por ejemplo, en el andlisis inicial del mapa del genoma humano se contabilizaron
170.000 exones dentro de 32.000 genes. Esto probablemente sea incorrecto debido a que
darfa un promedio de 5,3 exones por gen, mientras que el promedio de exones en los ge-
nes individuales que han sido completamente caracterizados es de 10,2. O se han omitido
exones, o ellos deberian estar conectados de manera diferente en una cantidad més pe-
quefia de genes en la secuencia del genoma completo.

Incluso cuando la organizacién de un gen se identifica de manera correcta, existe el
problema de distinguir los genes funcionales de los pseudogenes. Muchos pseudogenes
pueden reconocerse por defectos obvios dado que presentan mutaciones mdiltiples, que
crean una secuencia codificante no funcional. Los pseudogenes que surgieron mas recien-
temente no han acumulado tantas mutaciones y, por lo tanto, puede ser mas dificil recono-
cerlos. En un ejemplo extremo, el ratén tiene sélo un gen Gapdh funcional (que codifica para
la gliceraldehido fosfato deshidrogenasa), pero tiene ~400 pseudogenes. Aproximadamente
100 de éstos inicialmente parecian ser funcionales en la secuencia del genoma del ratén, y
fue necesario un andlisis individual para excluirlos de la lista de genes funcionales.

;Como se puede verificar un gen putativo que codifica una proteina? Si se puede de-
mostrar que una secuencia de DNA se transcribe y procesa a un mRNA traducible, se puede
asumir que es funcional. Una técnica para realizar esta verificacién es la transcripcién in-
versa-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), en la que el RNA aislado —a partir de
células- es transcripto de forma inversa a DNA y, posteriormente, es amplificado a muchas
copias mediante la utilizacién de la reaccion en cadena de la polimerasa. Los productos am-
plificados del DNA después pueden ser secuenciados o analizados de otra forma para com-
probar si tienen las caracteristicas estructurales apropiadas de un transcripto maduro. La RT-
PCR también puede utilizarse como una prueba cuantitativa de la expresion génica.

La confianza de que un gen es funcional puede incrementarse al comparar las regio-
nes de los genomas de diferentes especies. Ha existido una gran reorganizacién global de
las secuencias entre los genomas del humano y del ratén, como se puede ver en el simple
hecho de que existen 23 cromosomas en el genoma haploide humano y 20 cromosomas en
el genoma haploide del ratén. Sin embargo, a nivel local el orden de los genes en general
es el mismo: cuando se comparan los pares homoélogos humano y ratén, los genes locali-
zados en ambos lados tienden a ser homoélogos. Esta relacién se denomina sintenia.

La FIGURA 4.13 muestra la relacion entre el cromosoma 1 de ratén y el conjunto de cro-
mosomas humanos. Se pueden reconocer 21 segmentos en este cromosoma de ratén, que
tienen contrapartes sinténicas en los cromosomas humanos. El grado del barajado de exo-
nes que ha ocurrido entre los genomas esta demostrado por el hecho de que los segmentos
se encuentran diseminados entre seis cromosomas humanos diferentes. Los mismos tipos
de relaciones se encuentran en todos los cromosomas de ratén, excepto para el cromosoma
X, que es sinténico sélo con el cromosoma X humano. Esto se explica por el hecho de que
el X es un caso especial, y sujeto a una compensacién de la dosis para que se ajuste la dife-
rencia entre una copia de los machos y las dos copias de las hembras (véase la Seccién 27.5,
El cromosoma X experimenta cambios globales). Esta restriccion puede aplicar presion selectiva
contra la translocacién de los genes hacia el cromosoma X y desde é1.

La comparacion de las secuencias del genoma humano y del ratén muestran que
>90% de cada genoma se encuentra en bloques de sintenia que varian ampliamente de ta-
mafio, desde 300 kb hasta 65 Mb. Existe un total de 342 segmentos sinténicos,
con una longitud promedio de 7 Mb (0,3% del genoma). El1 99% de los genes
del ratén tiene un homoélogo en el genoma humano; para el 96% ese homo-
logo esta en una region de sintenia.

La comparacién de los genomas proporciona informacién interesante
acerca de la evolucién de las especies. El niimero de familias de genes en el
genoma humano y en el del ratén es el mismo, y una diferencia importante
entre las especies es la expansion diferencial de las familias particulares en el
genoma del ratén. Esto es especialmente notable en los genes que afectan ca-
racteristicas fenotipicas que son tnicas a las especies. De las 25 familias para
las cuales el tamafio se ha expandido en el ratén, 14 contienen genes especi-
ficamente involucrados en la reproduccién del roedor, y 5 contienen genes es-
pecificos para el sistema inmunitario.
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Una comprobacién de la importancia de la identificacién de los bloques de sintenia
estd dada por la comparacion de a pares de los genes que se encuentran dentro de ellos.
Por ejemplo, un gen que no esta en una localizacién sinténica (es decir, su contexto es di-
ferente en las dos especies que se comparan) tiene el doble de probabilidad de ser un pseu-
dogén. De otra forma, la translocacién fuera del locus original tiende a estar asociada con
la formacion de pseudogenes. La falta de un gen relacionado en una posicién de sintenia
es, por lo tanto, la base para sospechar que un gen aparente puede realmente ser un pseu-
dogén. En términos generales, > 10% de los genes que inicialmente se identifican por ana-
lisis del genoma es probable que resulten ser pseudogenes.

Como regla general, las comparaciones entre los genomas suman efectividad a la pre-
diccion génica de manera significativa. Cuando las caracteristicas de una secuencia indi-
can que los genes activos se conservan, como por ejemplo entre los genomas humano y de
raton, existe una mayor probabilidad de que éstos identifiquen ortélogos activos.

La identificacion de genes que codifican RNA, ademas de los mRNA, es mds dificul-
tosa debido a que no se puede utilizar el criterio del marco de lectura abierto. Es cierto que
el anédlisis comparativo del genoma descrito anteriormente ha incrementado el rigor del
andlisis. Por ejemplo, el analisis separado de genoma humano o del ratén identifica ~500
genes que codifican tRNA, pero las comparaciones de las caracteristicas sugieren que < 350
de estos genes son en realidad funcionales en cada genoma.

Un gen activo puede localizarse mediante el uso de una etiqueta de secuencia expre-
sada (EST) —una porcién corta de una secuencia transcripta, en general obtenida a partir de
la secuenciacién de uno o mas extremos de un fragmento clonado a partir de una biblio-
teca de cDNA. Una etiqueta de secuencia expresada puede confirmar que un gen candidato
se transcribe realmente o que puede ayudar a identificar genes que influyen en desordenes
particulares. A través del uso de una técnica de mapeo fisico, como la hibridacién in situ
(véase la Seccién 6.9, Los DNA satélites suelen encontrarse en la heterocromating), se puede de-
terminar la localizacion cromosémica de una etiqueta de secuencia expresada.

CONCEPTOS CLAVE

e Los métodos para identificar los genes activos no son perfectos y se deben hacer muchas
correcciones hasta llegar a las estimaciones preliminares.

o Se debe distinguir a los pseudogenes de los genes activos.

e Existen relaciones sinténicas entre los genomas humano y del ratén, y la mayoria de los ge-
nes activos se encuentran en una region sinténica.

REVISION DE CONCEPTOS

En ausencia de informacion definitiva acerca de la expresion de una secuencia, como la pre-
sencia de un producto génico funcional, ;qué caracteristicas de una secuencia eucarionte po-
drian sugerir fuertemente qué es un gen activo que codifica un polipéptido?

Algunos organulos tienen DNA

La primera evidencia de la presencia de genes fuera del niicleo la proporcioné la he-
rencia no mendeliana en las plantas (observada en los primeros afios del siglo xx, justo
después del redescubrimiento de la herencia mendeliana). La herencia no mendeliana se
define por el fracaso de la progenie de un apareamiento para exhibir la segregacion men-
deliana de los caracteres parentales y, por lo tanto, es tomada para indicar la presencia de
genes que residen fuera del nticleo y que no utilizan la segregacion en los husos mitético
y meidtico para distribuir copias de los gametos o de las células hijas, respectivamente. La
FIGURA 4.14 muestra que esto sucede cuando las mitocondrias heredadas de progenitores
masculino y femenino tienen diferentes alelos y una célula hija recibe una distribucién de-
sequilibrada de la mitocondria a partir de un solo progenitor (véase la Seccién 17.11, ; Cémo
se replica y segregan las mitocondrias?). Esto también es un hecho verdadero para los cloro-
plastos de las plantas, ya que tanto la mitocondria como el cloroplasto contienen genomas
con genes funcionales (véase a continuacién).

La forma extrema de una herencia no mendeliana es la herencia uniparental, que ocu-
rre cuando se hereda el genotipo de un solo progenitor y el del otro progenitor no se tras-
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» etiqueta de secuencia expre-
sada (EST) Un fragmento corto
secuenciado de un cDNA que
puede utilizarse para identificar
un gen que se expresa activa-
mente.

» herencia no mendeliana Un
patrén de herencia que no si-
gue el esquema esperado segin
los principios de Medel (cada
progenitor contribuye con un
solo alelo a la descendencia).
Los genes extranucleares mues-
tran un patrén de herencia no
mendeliana.
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METODOS Y TECNICAS

El uso del mtDNA para reconstruir filogenias humanas

Desde que a comienzos de la década de 1960 se descu-
brié que las mitocondrias contienen DNA, este mtDNA ha
llamado mucho la atencién. En los animales, el mtDNA es
relativamente pequefio, sélo alrededor de 16,6 kb, por lo
que lo convierte en un genoma simple e ideal para analizar.
Este genoma pequefio codifica diversos genes que son ab-
solutamente esenciales para la funcién mitocondrial, pero
no contiene intrones y tiene muy poca secuencia intergé-
nica. La tinica regién que tiene variabilidad significativa es
el bucle D, o regién control. El bucle D esta involucrado en
la regulacion de la transcripcion y la replicacion del DNA y
constituye cerca de 1.122 pb del genoma (con algunas varia-
ciones en la longitud). La regién control no codifica genes,
es altamente variable y evoluciona rdpidamente en relacién
con el resto del genoma mitocondrial. El mtDNA humano,
y el mtDNA animal en general, tiene una tasa de mutacién
mucho mds alta que la tasa promedio de los genes nuclea-
res, mientras que la organizacién (el orden de los genes en
el genoma) es altamente conservada. El mtDNA es, por lo
tanto, un buen blanco para identificar diferencias individua-
les aun dentro de las poblaciones.

Dado el tamafio pequefio y la naturaleza altamente con-
servada del mtDNA animal, es relativamente simple se-
cuenciar ya sea la molécula entera o porciones de ella, y el
analisis del mtDNA ha sido un elemento importante de los
estudios filogenéticos humanos durante casi tres décadas
[del siglo xx]. E1 mtDNA es un objetivo légico que simpli-
fica el andlisis genético debido a la herencia uniparental y a
la falta relativa de recombinacién entre las variantes de este
genoma de orgdnulo. En contraste, el analisis de los genes
autosémicos carece de la claridad de los marcadores unipa-
rentales (el genoma mitocondrial, a partir de la madre, y el
cromosoma Y, a partir del padre).

El primer andlisis de la variacién del mtDNA utiliz6 la
digestién con enzimas de restriccién y caracterizacién de la
molécula entera de mtDNA (publicado en 1981 por
Anderson y cols.). Este estudio inform¢ la capacidad del
analisis de restriccién para trazar la historia genética hu-
mana a partir de un grupo de 21 personas de diversas et-
nias y regiones geograficas, sobre la base de la observacién
del polimorfismo de longitud en los fragmentos de restriccion
(RFLP). Esto condujo a la estimacién de alrededor de 180.000
afos para la variacion global del mtDNA —el lapso de tiempo
transcurrido para la aparicién de todas las variaciones a
partir de un punto inicial en comiin—, que es notablemente
consistente con respecto a los estudios mas recientes.

Hacia la década de los noventa [del siglo xx], el anali-
sis de los RFLP se complement6 con el andlisis de la secuen-
cia de los segmentos hipervariables (SHV) de la regién control
del mtDNA para proporcionar informacién adicional para
\

el andlisis filogenético. La porcion de SHV-I (cerca de 350
pb) de la regién control es altamente variable, pero es sus-
ceptible a mutaciones recurrentes que pueden tornar difi-
cultoso el andlisis. Las regiones pequefias, tales como éstas,
pueden ser amplificadas mediante PCR y secuenciadas de
rutina para obtener informacién para la construccion de ar-
boles filogenéticos. En la practica, sélo unas pocas regiones
del mtDNA son blanco para la amplificacion y analisis de
secuencia, principalmente dentro de los segmentos SHV. Se
ha estimado que la tasa de divergencia de los segmentos hi-
pervariables de la regién control del mtDNA estd entre el
11,5 y el 17,3% por un millén de afios. Mediante el analisis
de secuencias que se suman al andlisis por RFLP, se ha pro-
ducido un érbol filogenético humano bastante minucioso,
con las ramificaciones principales para las diferentes regio-
nes geograficas del mundo. Cuanta mas informacién se dis-
ponga, mas minucioso se tornara el arbol.

Como resultado del andlisis de la regién control del
mtDNA, se han caracterizado muchos haplogrupos; es de-
cir, individuos de diferentes partes del mundo tienen tipos
de mtDNA distintivos y, por ende, se los coloca en diferen-
tes haplogrupos. Luego se asocia a cada haplogrupo con
una region particular del mundo. Los principales haplogru-
pos identificados son, en términos generales, Africa sub-sa-
hariana, Asia del Este, Asia del Sur, Oceania, Europa y
América. Las personas que migran de una region a otra lle-
van su tipo de mtDNA con ellos, por lo que proporcionan
una etiqueta para el analisis geografico y genealdgico. Esto
proporciond las bases para determinar dénde vivié el ul-
timo ancestro humano comtn de los tipos de mtDNA mo-
dernos.

El andlisis de mtDNA condujo a la generacién de un ar-
bol filogenético relativamente complejo, con origenes en
Africa hace aproximadamente 200.000 afios. Puesto que el
genoma mitocondrial es de herencia materna, algunos han
referido como “la Eva mitocondrial” a la raiz o al ancestro
comun mds reciente de los haplotipos del mtDNA. Con el
transcurso del tiempo, han descendido muchos haplogru-
pos, con muchos nodos que divergieron hace aproximada-
mente de 80.000 a 90.000 anos, y que pueden corresponder
a cambios en el clima después de una fase interestadial gla-
cial. Otros nodos pueden estar asociados con la migracién y
la colonizacién de varias zonas del mundo. Este enfoque se
ha utilizado para determinar que los nativos de América se
originaron en Asia. En otros estudios, se ha demostrado que
los nativos europeos comparten esencialmente los mismos
haplogrupos con las personas del cercano oriente, pero no
con los africanos o los asiaticos del Este. Muchos, pero no
todos, de los descubrimientos muestran una fuerte correla-
cién con los andlisis de marcadores genéticos en el cromo-
soma Y, transmitido a través del padre.

A medida que mejora la tecnologia para secuenciar y
que disminuye el costo para obtener informacion de secuen-
cias de DNA, se ha tornado mas factible secuenciar la mo-
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(l6cula entera de mtDNA, en lugar de s6lo segmentos peque-
fos. Esto ha permitido un andlisis mas completo y preciso,
que simplifica el andlisis genético, del cual resulta un arbol
de mtDNA con una resolucién filogeografica mucho mas
alta, a la vez que proporciona un mayor refinamiento de los
origenes geogréficos. Por ejemplo, el analisis de la secuen-
cia completa del mtDNA condujo a la conclusién de que los
agrupamientos de haplogrupos de Asia Central y de los na-
tivos de América sean subconjuntos de la variacion del
mtDNA de Asia del Este. Esta distincién no seria posible
solo a través de la comparacién de las secuencias de SHV.
Sin embargo, el andlisis de la secuencia completa del
mtDNA genera cierto desafio cuando se compara la infor-
macién de secuencia de tramos cortos de mtDNA —que se
obtienen a partir de muestras de DNA ancestral de huesos,
dientes o de otras muestras—, con la informacién del genoma
mitocondrial completo de muestras actuales. Las muestras
de DNA ancestral con frecuencia carecen de la suficiente in-
tegridad que permita el analisis de una secuencia completa
del mtDNA.

Las interpretaciones hechas sobre la base de la informa-
cién de la secuencia del mtDNA podrian verse afectadas y
generar incertidumbre acerca de si el mtDNA sufre (o no)
recombinaciéon homologa. La recombinacién del mtDNA se
produce facilmente en levaduras, hongos y plantas. Sin em-
bargo, se cree que en los animales no se produce recombi-
naciéon del mtDNA —al menos parcialmente, debido al ta-
mafio extremadamente pequefio del genoma y a la herencia
uniparental de la madre. La ausencia de recombinacion sim-
plifica el analisis al permitir la maxima resolucién molecu-
lar simplemente como una funcién de la longitud de se-
cuencia examinada, en lugar de la necesidad de tomar en
cuenta la variacién de la estructura génica como resultado
de la recombinacién, que es comun para los genes autoso-
micos nucleares. Muchos investigadores han informado que
se puede producir la recombinacién de mtDNA a niveles ba-
jos y en algunos 6rganos especificos de seres humanos y de
otros animales. Sin embargo, esto de alguna manera es con-
trovertido y requiere experimentos posteriores que determi-
nen el grado de la recombinacién en el mtDNA animal. Si
se produce la recombinacién del mtDNA, entonces ésta
debe ser considerada, y puede requerirse cierta alteracion
de los arboles filogenéticos.

Ademas del analisis filogenético, la informacion de la
secuencia de mtDNA ha sido ttil para caracterizar las en-
fermedades mitocondriales espontdneas y hereditarias.
Durante las tltimas dos décadas [del siglo xx] se han carac-
terizado una cantidad de enfermedades del mtDNA, que in-
cluyen las miopatias mitocondriales que conducen al dete-
rioro muscular, y la neuropatia Optica hereditaria, que
conduce a la ceguera. Estas enfermedades se deben a muta-
ciones en los genes codificados en el mtDNA. Puesto que el
genoma mitocondrial humano es tan compacto, y con muy
poca secuencia no codificante, casi cualquier mutacion

N

~
puede llevar a un defecto si la mutacion causa un cambio

en un aminodcido que estd incorporado en la proteina co-
rrespondiente. Muchas de estas enfermedades son el resul-
tado de deleciones de la secuencia codificante. De hecho, ésta
es la razén de por qué las deleciones suelen generar “anti-
cipacion genética”; la variante defectiva surge como una co-
pia entre muchas, pero la frecuencia dentro de una célula
puede incrementarse gradualmente debido a que es mas
corta y se replica mas rdpido. Como resultado, la enferme-
dad puede tornarse cada vez mas grave en un individuo en
el transcurso del tiempo (como se menciond); y, si es en las
células germinales, puede presentarse mas temprano en las
siguientes generaciones. Sin embargo, puesto que en una cé-
lula existen mudiltiples mitocondrias, los defectos se tornan
aparentes s6lo cuando las moléculas con una mutacién par-
ticular estan multiplicadas y se acumulan. Por lo tanto, mu-
chas de estas enfermedades son progresivas, en lugar de te-
ner un inicio repentino. Se han asociado muchos otros
desérdenes con defectos en el mtDNA, como en la encefa-
lomiopatia mitocondrial, la distonia, algunos casos de dia-
betes y de la enfermedad de Alzheimer y también el enve-
jecimiento. Algunas de estas enfermedades son hereditarias,
mientras que otras parecen estar causadas por factores am-
bientales. Para las enfermedades mitocondriales heredita-
rias, las mismas ventajas de trabajar con moléculas peque-
fias con poco o nada de recombinacién permiten el anélisis
de patrones de herencia.

Aunque el andlisis de secuencia del mtDNA es muy exi-
toso para el estudio de las filogenias de mtDNA humano,
no es adecuado para el andlisis de mtDNA de plantas y hon-
gos. Los genomas mitocondriales en las plantas y hongos
son mas grandes, todavia existen regiones control no iden-
tificadas —dada la gran diferencia en la organizacién gé-
nica—, y son comunes los intrones y espacios intergénicos
largos. Ademas, el mtDNA de plantas ha demostrado tener
una tasa de mutacién mucho menor, en comparacion con la
del mtDNA animal, pero una tasa de reordenamiento mu-
cho mas alta. Atn es posible, y de hecho es bastante comtin,
el analisis de secuencia de genes o de regiones no codifican-
tes de mtDNA de estos organismos para llevar a cabo estu-
dios filogenéticos.

Fuentes y lecturas recomendadas

Kraytsberg et al. (2004). Recombination of human mitochondrial
DNA. Science 304:981.

Torroni et al. (2006). Harvesting the fruit of the human mtDNA tree.
Trends in Genetics 22:339-345.

Underhill and Kivisild (2007). Use of chromosome and mitochon-
drial DNA population structure in tracing human migrations.
Annual Review of Genetics 41:539-564.

Vigilant et al. (1991). African populations and the evolution of hu-
man mitochondrial DNA. Science 253:1503-1507.

Wallace (1997). Mitochondrial DNA in aging and disease. Scientific
American, August:40-47.

Lewin. Genes ©2012. Editorial Médica Panamericana



88 CAPITULO 4

FIGURA 4.14 Cuando los alelos mito-
condriales materno y paterno difie-
ren, se debe a que una célula tiene
dos conjuntos de DNA mitocondrial.
La mitosis suele generar células hi-
jas con ambos conjuntos. La varia-
cion somatica puede surgir si la se-
gregacion desigual genera células
hijas sélo con un conjunto.

» herencia materna La sobrevida
preferencial en la progenie de
los marcadores genéticos apor-
tados por uno de los padres.

) genes extranucleares Genes
que residen fuera del ntcleo; en
organulos como la mitocondria
y el cloroplasto.

El contenido del genoma

La célula tiene mitocondrias de ambos padres

Mitocondrias
paternas

e &

&
Mitocondrias @ @

maternas

Nucleo

Resultados posibles de la segregacion estocastica

Las células tienen usualmente ambos tipos de
mitocondrias

mite a la descendencia. En los ejemplos mas
comunes, un genotipo progenitor excede al
otro genotipo en la progenie. En los anima-
les y en la mayoria de las plantas, se hereda
de manera preferencial (o inicamente) el
genotipo de la madre. Este efecto algunas
veces se describe como herencia materna.
La cuestién importante es que predomina
el genotipo contribuido por el progenitor
de un sexo particular, como se observa en
las proporciones de segregaciéon cuando se

& realiza una cruza entre mutante y tipo sil-
@ vestre. Esto contrasta con el comporta-
miento de la genética mendeliana, que se
produce cuando las cruzas reciprocas
muestran las contribuciones de ambos pro-
genitores que han de ser igualmente here-
dadas.

El sesgo en los genotipos parentales se
establece en el cigoto, o justo después de su
formacién. Existen varias causas posibles.
La contribucién de la informacién materna
o paterna a los organulos del cigoto puede
ser desigual; en el caso mds excepcional,
s6lo contribuye un progenitor. En otros ca-
sos, las contribuciones son equitativas, pero
la informacién proporcionada por un progenitor no sobrevive. Las combinaciones de am-
bos efectos son posibles. Cualesquiera sean las causas, la representacién desigual de la in-
formacion a partir de dos progenitores contrasta con la informacion genética nuclear, que
deriva por igual de cada progenitor.

Parte de la herencia no mendeliana es el resultado de la presencia, en las mitocondrias
o en los cloroplastos, de los genomas de DNA que se heredan independientemente de los
genes nucleares. En efecto, el genoma del orgdnulo abarca una longitud del DNA que ha
sido fisicamente secuestrado en una parte definida de la célula y que esta sujeto a su pro-
pia forma de expresién y regulaciéon. Un genoma de organulo puede codificar algunos o
todos los tRNA y rRNA, pero codifica sélo algunos polipéptidos necesarios para perpe-
tuar el organulo. Los otros polipéptidos estan codificados en el ntcleo, expresados a tra-
vés del aparato de sintesis de proteina citoplasmatico, e importado hacia el interior del or-
ganulo.

Los genes que no residen dentro del ntcleo suelen describirse como genes extranu-
cleares; ellos se transcriben y traducen en el mismo orgdnulo (mitocondria o cloroplasto)
en el cual residen. Por el contrario, los genes nucleares se expresan por medio de la sinte-
sis proteica citoplasmatica. (El término “herencia citoplasmatica” suele utilizarse para des-
cribir el comportamiento de los genes en los organulos. No obstante, no se utilizara esta
descripcion, debido a que es importante poder distinguir entre los acontecimientos que
ocurren en el citosol de aquellos que ocurren en los organulos especificos.)

Los animales muestran herencia materna de la mitocondria: esto puede explicarse
cuando es el 6vulo el que aporta completamente las mitocondrias, mientras que el esper-
matozoide no contribuye para nada. En la FIGURA 4.15 se muestra que el espermatozoide
contribuye sélo con una copia del DNA nuclear. Asi, los genes mitocondriales derivan ex-
clusivamente de la madre y en los machos, se descartan en cada generacién. Los cloroplas-
tos en general son de herencia materna, aunque algunos taxones de plantas muestran he-
rencia paterna o biparental de los cloroplastos.

El ambiente quimico de los orgdnulos es diferente al del niicleo y por lo tanto, el DNA
del organulo tiene su propia tasa de evolucion. Si la herencia es uniparental, no puede exis-
tir recombinacién entre los genomas parentales. De hecho, la recombinacién no suele ocu-
rrir en aquellos casos para los cuales los genomas de los organulos son heredados de am-
bos progenitores. EI DNA del orgdnulo tiene un sistema de replicaciéon diferente al del

e @) @

& &

La distribucion desigual da origen a células con un
Unico tipo

&
&
@%@
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4.10 Los genomas de los organulos son DNA circulares que codifican las proteinas de los organulos 89

ntcleo; como resultado, la tasa de error du- FIGURA 4.15 EL DNA del espermato-
rante la replicaciéon puede ser diferente. En @ zoide entra en el oocito para formar

. . . L (el li L 6vuls
los mamiferos, el DNA mitocondrial acumula ¢ prondcieo masculino en € ovuo
Nucleo
del
f oocito

. . fecundado, pero todas las mitocon-
mutaciones mas rapidamente que el DNA nu-
Mitocondrias

drias son proporcionadas por el oo-

clear; pero, en las plantas, la acumulacién de cito.
mutaciones es mas lenta en la mitocondria
que en el nicleo: mientras que el DNA del
cloroplasto tiene una tasa de mutacién inter-
media.

Una consecuencia de la herencia materna Espermatozoide
es que la secuencia del DNA mitocondrial es
mas sensible que la del DNA nuclear a las re-
ducciones en el tamaiio de la poblacién repro-
ductiva. Las comparaciones de las secuencias
de DNA mitocondrial en un especto de po- 1
blaciones humanas permiten construir un ar-
bol evolutivo. La divergencia entre los DNA
mitocondriales humanos abarca el 0,57%. Se
puede construir un drbol en el cual las varian-
tes mitocondriales divergieron a partir de un @
ancestro comun (africano). La tasa a la cual el .

. . P Pronucleo

DNA mitocondrial de los mamiferos acumula masculino @
mutaciones es del 2 a 4% por millén de afios,
que es > 10 veces mas rapido que la tasa para
la globina. Una tasa como ésta podria gene-
rar la divergencia observada en un periodo evolutivo de 140.000 a 280.000 afios. Esto im-
plica que el DNA mitocondrial humano desciende de una poblacién tinica que vivié en
Africa hace ~200.000 afios. Sin embargo, esto no puede interpretarse como evidencia de
que existié una tnica poblacién al mismo tiempo, ya que pudieron existir muchas pobla-
ciones, y algunas de ellas, o todas, pudieron haber contribuido con la variacion genética
nuclear humana moderna.

CONCEPTOS CLAVE

e Las mitocondrias y los cloroplastos tienen genomas que exhiben herencia no mendeliana. En
general, son de herencia materna.

e Los genomas de los organulos pueden sufrir segregaciéon somatica en las plantas.

e Las comparaciones del DNA mitocondrial sugieren que desciende de una sola poblacién que
vivio hace 200.000 afios en Africa.

REVISION DE CONCEPTOS

¢Por qué la tasa de mutacién del DNA mitocondrial en los mamiferos puede ser un orden de
magnitud mayor que la del DNA nuclear? (Indicio: ;qué compuestos se encuentran en las mi-
tocondrias y no en el nicleo?)

Los genomas de los organulos son DNA circulares
que codifican las proteinas de los organulos

La mayoria de los genomas de los organulos toma la forma de una molécula circular  » mtDNA DNA mitocondrial
de DNA de secuencia tinica (denotada mtDNA en la mitocondria y ¢tDNA o cpDNA en  » ctDNA (cpDNA) DNA del clo-
el cloroplasto). Existen unas pocas excepciones en los eucariontes unicelulares para las cua- roplasto
les el DNA mitocondrial es una molécula lineal.
Por lo general, existen diversas copias del genoma en el organulo individual. También
hay mdltiples orgénulos por célula; por lo tanto, hay muchos genomas de organulos por
célula; por lo tanto, el genoma de organulo puede considerarse una secuencia repetitiva.
Los genomas de cloroplastos son relativamente grandes, en general ~140 kb en las
plantas superiores y <200 kb en los eucariontes unicelulares. Esto es comparable al tamafio
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90 CAPITULO 4  EL contenido del genoma

del genoma de un bacteriéfago grande, como el del T4 de ~165 kb. Existen multiples co-
pias del genoma por orgdnulo —en general, de 20 a 40 en una planta superior—, y multiples
copias del organulo por célula, entre 20 y 40.

Los genomas mitocondriales varian en el tamafio total por mas de un orden de mag-
nitud. Las células animales tienen genomas mitocondriales pequefios (aproximadamente
16,5 kb en los mamiferos). Existen varios cientos de mitocondrias por célula, y cada mito-
condria tiene multiples copias del DNA. La cantidad total de DNA mitocondrial, en rela-
cién con el DNA nuclear, es pequefia; se estima que es < 1%.

En la levadura, el genoma mitocondrial es mucho mas grande. En Saccharomyces cere-
visiae, el tamafio exacto varia entre las diferentes cepas, pero tiene en promedio ~80 kb.
Hay ~22 mitocondrias por célula, que corresponden a ~4 genomas por orgdnulo. En las cé-
lula en crecimiento, la proporcién de DNA mitocondrial puede ser tan alta como el 18%.

Las plantas exhiben una variacién extremadamente amplia en el tamafio del DNA mi-

tocondrial, con un minimo de ~100 kb. El tamafio del genoma torna difi-

Genes que Genesque cultoso el aislamiento intacto, pero el mapeo de restriccion realizado en

_ Tamafio codifican  codifican diversas plantas sugiere que el genoma mitocondrial suele ser una secuen-
Especies (ko) proteina  RNA cia tnica organizada como un circulo. Dentro de este circulo, existen se-
Hongo 19-100 814 10-28 cuencias homologas cortas. La recombinacién entre estos elementos ge-
Protistas 6-100 3-62 2-29 nera moléculas circulares subgendémicas méas cortas que coexisten con el
Plantas 186-366 27-34 21-30 genoma “maestro” completo —un buen ejemplo de la aparente compleji-
Animales 16-17 13 4-24

FIGURA 4.16 Los genomas mitocondriales tienen genes
que codifican proteinas (mayormente, complejos I-1V),

rRNA y tRNA.

Genes de tRNA
Regiones codificantes

==>»|ndica la direccion del gen, 5" a 3°

CO: CO: citocromo oxidasa
ND: NADH deshidrogenada

dad de los DNA mitocondriales de las plantas.

Con los genomas mitocondriales secuenciados a partir de muchos or-
ganismos, se pueden apreciar ahora algunos patrones generales en la re-
presentacioén de las funciones en el DNA mitocondrial. La FIGURA 4.16 re-
sume la distribucién de los genes en los genomas mitocondriales. El
numero total de genes que codifican proteinas es mas bien pequefio y no
se correlaciona con el tamafo del genoma. Los 16 kb de los genomas mi-
tocondriales de mamifero codifican 13 proteinas, mientras que los 60 a 80 kb de
los genomas mitocondriales de levadura codifican apenas 8 proteinas. Los ge-
nomas mitocondriales de plantas mucho mas grandes codifican més proteinas.
En la mayoria de los genomas mitocondriales se encuentran intrones, aunque
estan ausentes en los genomas muy pequefios de mamifero.

Los dos rRNA principales siempre estan codificados por el genoma mito-
condrial. La cantidad de tRNA codificada en el genoma mitocondrial varia
desde ninguno hasta el complemento completo (25 a 26 en la mitocondria). Esto
explica la variacién en la cantidad que se observa en la Figura 4.16.

La mayor parte de la actividad codificante de proteina corresponde a los
componentes de la estructura de multisubunidades de los complejos I-1V de res-
piracién. En los genomas mitocondriales de plantas y protistas, se encuentran
codificadas muchas proteinas ribosémicas, pero existen unas pocas o ninguna
en los genomas de animales y hongos. En muchos genomas mitocondriales de
protistas, existen genes que codifican proteinas involucrados en la importaciéon
mitocondrial.

El DNA mitocondrial animal es extremadamente compacto. Existen diferen-
cias de gran magnitud en la detallada organizacion génica que se encuentran en
diferentes taxones animales, pero se mantiene el principio general de un genoma

FIGURA 4.17 EL DNA mitocondrial humano tiene 22 pequefio que codifica para una cantidad restringida de funciones. En las mito-
genes de tRNA, 2 genes de rRNA y 13 regiones co- condrias de mamiferos, el genoma es extremadamente compacto. No existen in-
dificantes de proteinas. Catorce de las 15 regiones  trones; en realidad, algunos genes se superponen, y casi cada par de bases puede
que codifican proteina o rRNA se transcriben en la  asignarse a un gen. A excepcién del bucle D —una region involucrada con la ini-

misma direccion. Catorce de los genes de tRNA se
expresan en la direccion del sentido de las agujas

de reloj; y 8, en sentido contrario.

» bucle D Regién del DNA mito-
condrial de los animales varia-
ble en tamafio y secuencia, que
contiene el origen de replica-
cién.

ciacién de la replicacion del DNA—: no més de 87 de los 16.569 pb del genoma
mitocondrial humano se encuentran en regiones intercistrénicas.

Las secuencias nucleotidicas completas de los genomas mitocondriales de
los animales exhiben gran homologia en su organizacién. En la FIGURA 4.17, se
resume el mapa del genoma mitocondrial humano. Existen 13 regiones que codifican pro-
teinas. Todas las proteinas son componentes del sistema de transferencia de electrones de
la respiracién celular. Estas incluyen el citocromo b, tres subunidades de la citocromo oxi-
dasa, una de las subunidades de la ATPasa y siete subunidades (o proteinas asociadas) de
la NADH deshidrogenasa.
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Solo la discrepancia de tamafio en
cinco veces entre los genomas miton-
condriales de S. cerevisiae (84 kb) y de
mamiferos (16 kb), alerta acerca de que
debe existir una gran diferencia en su
organizacion genética, a pesar de su fun-
cién comun. El nimero de productos
sintetizados de forma enddgena relacio-
nados con la funcién enzimética mito-
condrial parece ser similar. ;Esto signi-
fica que el material genético adicional
en la mitocondria de la levadura repre-
senta a otras proteinas que quizas estén
relacionadas con la regulacién, o bien,
éste no se expresa?

El mapa que se muestra en la FIGURA
4.18 representa los principales produc-
tos proteicos y de RNA de la mitocon-
dria de levadura. La caracteristica més
notable es la dispersiéon del loci en el
mapa.

Los dos loci mas prominentes son
los genes interrumpidos box —que codi-
fica para el citocromo b—, y 0xi3 —que co-
difica para la subunidad 1 de la cito-
cromo oxidasa. jJuntos, estos dos genes

son casi tan largos como el genoma mitocondrial entero en los mamiferos! Muchos de los
intrones largos en estos genes tienen marcos de lectura abiertos en registro con el exén pre-
cedente (véase la Seccion 29.5, Algunos intrones del grupo I codifican endonucleasas que promue-
ven la movilidad). Esto afiade diversas proteinas, todas sintetizadas en cantidades bajas, al
complemento de la mitocondria de levadura.

Los genes remanentes se encuentran sin interrupciones. Ellos corresponden a las otras
dos subunidades de la citocromo oxidasa codificadas por la mitocondria: la de la subuni-
dad(es) de la ATPasa y (en el caso de varl) a la proteina ribosémica mitocondrial. El nu-

21S rRNA

B Exones e Intrones

oli
aap

oxi

}

= subunidades de la ATPasa
sensible a oligomicina
= subunidades de citocromo ¢

box = citocromo b

par
var

= funciones desconocidas
= proteina de la subunidad pequefa del
ribosoma

mero total de genes mitocondriales de levadura es improbable que excedan los ~25.

CONCEPTOS CLAVE

e Los genomas de los organulos, en general (pero no siempre), son moléculas circulares de DNA.
e Los genomas de organulos codifican algunas, pero no todas, las proteinas que se encuentran

en los organulos.

o El DNA mitocondrial de una célula animal es extremadamente compacto y suele codificar

para 13 proteinas, 2 rRNA y 22 tRNA.

o El DNA mitocondrial de levadura es 5 veces mas largo que el mtDNA de una célula animal

debido a la presencia de intrones largos.

REVISION DE CONCEPTOS

:Qué explica la variacion en el tamafio de los genomas mitocondriales entre diferentes euca-

riontes?

El genoma de cloroplasto codifica para muchas

proteinas y para RNA

(Qué genes portan los cloroplastos? Los DNA de cloroplastos varian en longitud
desde ~120 a 217 kb (el més largo en el geranio). Los genomas de cloroplastos secuencia-
dos (> 100 en total) tienen entre 87 y 183 genes. La FIGURA 4.19 resume las funciones codi-
ficadas por el genoma de cloroplasto en las plantas terrestres. Existe més variacién en el

genoma de los cloroplastos de las algas.
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FIGURA 4.18 El genoma mitocondrial
de S. cerevisige contiene genes
tanto interrumpidos como no inte-
rrumpidos, que codifican proteinas,
rRNA y tRNA (no se indican las po-
siciones). Las flechas indican la di-
reccion de la transcripcion.
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FIGURA 4.19 El genoma de cloro-
plasto en las plantas terrestres co-
difica 4 rRNA, 30 tRNA y -60 pro-
teinas.

del genoma
Genes Tipos El genoma del cloroplasto es gene-
RNA que codifica ralmente similar al de la mitocondria,
;gg ;E“ﬁ 1 excepto que involucra mas genes. El ge-
4.55 rRNA 1 noma de cloroplasto codifica para todas
5S rRNA 1 las especies de rRNA y tRNA necesarias
tRNA 80-82 para la sintesis de proteina. El ribosoma
Expresion del gen incluye dos rRNA pequeios, ademas de
%rﬁf"';;isr; erasa 20_2; las especies principales. El grupo de
Otras 2 tRNA puede incluir todos los genes ne-
Funciones del cloroplasto cesarios. El genoma de cloroplasto codi-
Rubisco y tilacoides 31-32 fica para ~50 proteinas, y también para
NADH deshidrogenasa 1 la RNA polimerasa y las proteinas ribo-
Total 105-113 somicas. Nuevamente, la regla es que

los genes de los organulos se transcriben

y traducen dentro del organulo. Alre-
dedor de la mitad de los genes de cloroplasto codifican proteinas involucradas en la sin-
tesis proteica.

Los intrones en los cloroplastos pertenecen a dos clases generales. Aquellos en los ge-
nes de tRNA suelen estar (aunque no inevitablemente) localizados en el bucle anticodén,
al igual que los intrones que se encuentran en los genes de tRNA nuclear de levadura
(véase la Seccion 28.13, El corte y empalme del tRNA de la levadura consiste en corte y la reu-
nién). Aquellos en los genes que codifican proteina se asemejan a los intrones de los genes
mitocondriales (véase el Capitulo 29, RNA catalitico). Esto coloca al acontecimiento endo-
simbidtico en un tiempo en la evolucién antes de la separacién de los procariontes con ge-
nes sin interrupciones.

El cloroplasto es el sitio de la fotosintesis. Muchos de sus genes codifican las protei-
nas de los complejos fotosintéticos localizados en las membranas tilacoides. La constitu-
cién de estos complejos muestra una proporcién diferente al de los complejos mitocondria-
les. Aunque algunos complejos son similares a los de las mitocondrias, en que tienen
algunas subunidades codificadas por el genoma del orgdnulo y algunas por el genoma nu-
clear, otros complejos de cloroplastos estdn codificados enteramente por un genoma. Por
ejemplo, el gen para la subunidad grande de la ribulosa bifosfato carboxilasa (RuBisCO,
que cataliza la reaccién de fijacién del carbono del ciclo de Calvin), rbcL, esta contenido en
el genoma del cloroplasto; la variaciéon en este gen es utilizada frecuentemente como base
para la reconstruccion de las filogenias de plantas. Sin embargo, el gen para la subunidad
pequefia de la rubisco, rbcS, en general suele portarlo el genoma nuclear. Por el otro lado,
los genes para los complejos proteicos del fotosistema se encuentran en el genoma del clo-
roplasto, mientras que aquellos para las proteinas del LHC (complejo de captacién de luz)
estan codificados en el ntcleo.

CONCEPTOS CLAVE

e Los genomas de cloroplasto varian en tamafio, pero son los suficientemente grandes para co-
dificar de 50 a 100 proteinas, asi como los rRNA y tRNA.

REVISION DE CONCEPTOS

:Qué ventajas existen en los genomas de cloroplasto que codifican la RNA polimerasa, los
tRNA, los rRNA y las proteinas ribosémicas?

Los cloroplastos y las mitocondrias evolucionaron
por endosimbiosis

(Coémo fue que un organulo haya evolucionado de modo tal como para contener in-
formacién genética para algunas de sus funciones, mientras que la informacion para otras
funciones esta codificada en el niicleo? La FIGURA 4.20 muestra la hip6tesis endosimbidtica
para la evolucién mitocondrial, en la cual las células primitivas capturaron bacterias que
proporcionaron la funciéon de la respiracién celular, las que con el transcurso del tiempo
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evolucionaron hasta convertirse en mi-
tocondrias. En este punto, el protorga-
nulo debe haber contenido todos los ge-
nes necesarios para especificar sus —
funciones. Para explicar el origen de los
cloroplastos, se propuso un mecanismo
similar.

Las homologias de secuencias su-
gieren que las mitocondrias y los cloro- Endosimbiosis l
plastos evolucionaron de forma sepa-
rada, a partir de linajes que son comunes
con diferentes eubacterias, las mitocon-
drias que comparten un origen con las
bacterias purpuras alfa y los cloroplas-
tos que comparten un origen con las cia-
nobacterias. El pariente mas cercano co-

nocido de las mitocondrias entre las
bacterias es Rickettsia (el agente causante

Bacteria Célula primitiva

La bacteria, mientras evoluciona
dentro de la mitocondria, va

del tifus), que es un pardsito intracelu- perdiendo genes que son
lar obligado que probablemente des- necesarios para la vida
cienda de bacterias de vida libre. Esto independiente

refuerza la idea de que las mitocondrias Los genes son trans-

se originaron en un acontecimiento en- feridos desde la
dosimbidtico que involucra a un ances- mitocondria al nucleo

tro que también es comtn a Rickettsia.

El origen endosimbidtico del cloro-
plasto esta enfatizado por las relaciones
entre sus genes y sus contrapartes en las
bacterias. La organizacion de los genes del rRNA en particular se relaciona estrechamente
con la organizacion de una cianobacteria, que se atribuye mds precisamente al dltimo an-
cestro comun entre cloroplastos y bacterias. No es sorprendente que las cianobacterias sean
fotosintéticas.

A medida que las bacterias se integraron dentro de la célula receptora y evoluciona-
ron para convertirse en la mitocondria (o cloroplasto), debieron haberse producido dos
cambios. Los organulos tienen menos genes que una bacteria independiente y han perdido
muchas de las funciones génicas que son necesarias para la vida independiente (como las
vias metabdlicas). La mayoria de los genes que codifican las funciones de los organulos se
localiza, en la actualidad, en el nicleo; por lo tanto, estos genes deben haber sido transfe-
ridos alli desde el organulo.

La transferencia de DNA entre un organulo y el ntcleo ha ocurrido durante la histo-
ria evolutiva y adn contintia. La tasa de transferencia puede medirse directamente al in-
troducir dentro de un orgdnulo un gen que puede funcionar solamente en el nicleo; por
ejemplo, debido a que éste contiene un intrén nuclear, o debido a que la proteina debe fun-
cionar en el citosol. En términos de provisién de material para la evolucion, las tasas de
transferencia desde el orgdnulo al niicleo son apenas equivalentes a la tasa de mutacién
de un gen tnico. El DNA introducido dentro de la mitocondria es transferido al ntcleo a
una tasa de 2 X 107 por generacién. Los experimentos para medir la transferencia en la di-
reccién inversa, del nticleo a la mitocondria, sugieren que la tasa es mucho menor, < 107%°.
Cuando se introduce un gen de resistencia a un antibiético especifico nuclear dentro de
cloroplastos, su transferencia al nticleo y el éxito de la expresion pueden seguirse mediante
la deteccion de plantulas resistentes al antibiotico. Esto demuestra que la transferencia ocu-
rre a una tasa de 1 en 16.000 plantulas, o 6 x 10~ por generacién.

La transferencia de un gen de un organulo al nticleo requiere movimiento fisico del
DNA, por supuesto, pero la expresion exitosa también requiere cambios en la secuencia co-
dificante. Las proteinas de orgdnulos que estdn codificadas por genes nucleares tienen se-
cuencias especiales que les permiten ser importadas dentro del organulo después de que
han sido sintetizadas en el citoplasma (véase la Seccién 10.6, La insercién postraduccional en la
membrana depende de secuencias sefial). Estas secuencias no son requeridas por las proteinas
que se sintetizan dentro del orgdnulo. Tal vez, los procesos de transferencia génica efectiva
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FIGURA 4.20 La mitocondria se ori-
gin6 a partir de un acontecimiento
endosimbidtico cuando una célula

eucarionte captur6 una bacteria.
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ocurrieron en un periodo cuando los compartimentos estuvieron menos estrictamente defi-
nidos, de manera tal que fue mas facil tanto para el DNA ser relocalizado como para las pro-
teinas ser incorporadas dentro del organulo independientemente del sitio de sintesis.

Los mapas filogenéticos muestran que las transferencias génicas ocurrieron indepen-
dientemente en muchos linajes diferentes. Parece ser que las transferencias de genes mito-
condriales al nticleo se produjeron sélo al comienzo de la evolucién de la célula animal,
pero es posible que el proceso atin continte en las células vegetales. El niimero de trans-
ferencias puede ser grande: existen 800 genes nucleares en Arabidopsis cuyas secuencias es-
tan relacionadas con los genes en los cloroplastos de otras plantas. Estos genes son candi-
datos para la evolucién a partir de los genes que se originaron en el cloroplasto.

CONCEPTOS CLAVE

e Tanto las mitocondrias como los cloroplastos descienden de ancestros bacterianos.
e La mayoria de los genes de los genomas mitocondriales y de cloroplastos han sido transferi-
dos al ndcleo durante la evolucién del organulo.

REVISION DE CONCEPTOS

1. ¢Qué evidencia existe de que los cloroplastos descienden de ancestros procariontes?
2. Disefie un experimento que mida la tasa de transferencia de genes desde las mitocondrias
al nacleo en células de levadura.

Resumen

Las secuencias de DNA que componen un genoma eucarionte pueden clasificarse en
tres grupos:

e secuencias no repetitivas que son tnicas;

e secuencias moderadamente repetitivas que se encuentran dispersas y repetidas

una cantidad pequefia de veces con algunas copias que no son idénticas; y

e secuencias altamente repetitivas que son cortas y que suelen estar repetidas y or-

ganizadas en tandem.

Las proporciones de estos tipos de secuencias son caracteristicas de cada genoma, aun-
que los genomas mds grandes tienden a tener una menor proporcién de DNA no repeti-
tivo. Casi el 50% del genoma humano consiste en secuencias repetitivas —la vasta mayoria
corresponden a las secuencias de transposones. La mayoria de los genes estructurales se
localiza en el DNA no repetitivo. La cantidad de DNA no repetitivo refleja mejor la com-
plejidad del organismo que el tamafo total del genoma; la mayor cantidad de DNA no re-
petitivo en los genomas es ~2 x 10° pb.

La herencia no mendeliana se explica mediante la presencia de DNA en los orgénu-
los en el citoplasma. Las mitocondrias y los cloroplastos son sistemas rodeados por mem-
branas en los cuales algunas proteinas se sintetizan dentro del organulo mientras que otras
se importan. El genoma del organulo es, usualmente, un DNA circular que codifica todos
los RNA y algunas proteinas requeridas por el organulo.

Los genomas mitocondriales varfan mucho en tamafio desde el genoma pequefio de
16 kb en mamiferos hasta el genoma de 570 kb en las plantas superiores. Los genomas mas
grandes pueden codificar funciones adicionales. Los genomas de cloroplastos varian desde
~120 a 217 kb. Aquellos que se han secuenciado tienen una organizacién similar y codifi-
can funciones equivalentes. Tanto en las mitocondrias como en los cloroplastos, muchas
de las proteinas mas importantes contienen algunas subunidades sintetizadas en el orga-
nulo y algunas subunidades importadas desde el citosol. Se han producido transferencias
de DNA entre los genomas de cloroplastos o de mitocondrias, y el nuclear.
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PREGUNTAS

1. ;Aproximadamente con qué frecuencia se producen polimorfismos de un nucleétido
dnico (SNP) en el genoma humano?
A. uno cada 560 bases
B. uno cada 950 bases
C. uno cada 1.330 bases
D. uno cada 2.040 bases

2. Si una cruza genética entre dos moscas —una con pigmento oscuro del ojo y un frag-
mento de DNA tnico que hibridiza con una sonda y otra que carece de pigmento y
tiene dos fragmentos que hibridizan con la sonda— produce una progenie con un 40%
de un tipo parental y un 40% del otro tipo parental, y un 10% de cada fenotipo recom-
binante, ;jcudl es la distancia en el mapa genético entre el marcador de restriccion y el
marcador del color de ojo?
A. 10%
B. 20%
C. 40%
D. 80%

3. ;Cudl de los siguientes grupos de organismos exhibe la menor complejidad del ge-
noma?
A. insectos
B. moluscos

C. hongos
D. algas
4. ;Cual especie exhibe el mayor porcentaje de DNA repetitivo?
1. C. elegans
2. X. laevis
3. D. melanogaster
4. H. sapiens

5. Los genomas procariontes suelen contener:
A. casi el 100% de DNA no repetitivo
B. mayormente DNA no repetitivo con alrededor de un 20% de DNA moderadamente
repetitivo.
C. mayormente DNA moderada o altamente repetitivo con alrededor de un 20% de
DNA no repetitivo.
D. alrededor de cantidades iguales de DNA moderadamente repetitivo y no repeti-
tivo.
6. Los genomas de plantas y anfibios contienen:
A. casi el 100% de DNA no repetitivo.
B. mayormente DNA no repetitivo con alrededor de un 20% de DNA moderadamente
repetitivo.
C. mayormente DNA moderada o altamente repetitivo con alrededor de un 20% de
DNA no repetitivo.
D. alrededor de cantidades iguales de DNA moderadamente repetitivo y no repeti-
tivo.
7. La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es causada por un(a) en el
gen de la distrofina:
A. delecién grande
B. insercién grande
C. cambio de base tinico
D. insercion pequefia.
8. En la mayoria de los animales, el DNA mitocondrial es heredado
A. de igual manera de ambos padres.
B. predominantemente del padre.
C. so6lo de la madre.
D. sélo del padre.
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PALABRAS CLAVE

CtDNA (cpDNA)

valor C

paradoja del valor C

paseo cromosémico

bucle D

huella genética

atrapamiento de exones

etiqueta de secuencia
expresada (EST)

genes extranucleares

LECTURAS RECOMENDADAS

9. Durante el curso de la evolucion, los genes de los genomas mitocondriales y de cloro-
plastos han:
A. sido transferidos a los cromosomas nucleares.
B. sido transferidos desde un orgéanulo al otro.
C. sido eliminados de la célula.
D. evolucionado a otras funciones.
10. El pariente mas cercano conocido de la mitocondria entre las bacterias es:
A. cianobacteria.
B. Rickettsia.
C. Salmonella.
D. Bacillus.

mapa genético proteoma DNA redundante

genoma DNA repetitivo polimorfismo de un
haplotipo polimorfismo de longitud en nucledtido dnico (SNP)
interactoma los fragmentos de sintenia

mapa de ligamiento restriccion (RFLP) transcriptoma

herencia materna mapa de restriccién transposén

mtDNA transcripcién inversa- transferencia zoo (zoo blot)
herencia no mendeliana reaccion en cadena de la

DNA no repetitivo polimerasa (RT-PCR)

polimorfismo
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