Lunes 10 de Junio de 2024
LAS CENTRALES DE LA UNION

12 LA UNION DE MORELOS

Superando la adversidad... en un

| LA UNION DE MORELOS 13

launion.com.mx

¥y 0

@uniondemorelos

genoma bacteriano minimizado —=

e

»

N

, -_—

‘..‘wﬁ'

A FIGURA 1. EL DNA, molécula que constituye el genoma.
IMAGEN TOMADA DE https://stocksnap.io/photo/dna-helix-CHEZDDXUJY
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cQué seria de la vida si no tuviéramos
valor para intentar nada?

Vincent van Gogh (1853-1890)
Cuidando el genoma

En el material genético (DNA) de una
célula estd almacenada la informacién
que le permite realizar sus funciones
(Fig. 1). Al conjunto de esa informacion
se le llama genoma y por si mismo es
inerte. Es solo hasta que la informacién
del genoma, contenida en los genes es
transcrita a RNA y posteriormente, en la
mayoria de los casos, traducida a protei-
nas, que puede entonces ejercer alguna
funcion biologica. Mas aun, todas las
células tienen que cuidar que, al momen-
to de multiplicarse para generar nuevas
células, estas reciban una copia completa
del genoma original. Si, el genoma debe
de copiarse (replicarse es el término que
empleamos los bidlogos). jImaginense la
catastrofe que seria si se generaran nue-
vas células, pero estas carecieran de un

genomal!

Si, hay que cuidar el genoma. Pero to-
das las células pueden experimentar ad-
versidades. Muchos agentes naturales,
sean estos fisicos, quimicos o biologi-
cos, pueden dafiar al genoma de manera
azarosa. Salvo evitar la exposicion a los
agentes que producen dafio al genoma,
hay pocas maneras de evitar el dafio que
puedan causar. Por esa razén, todos los
organismos vivos poseen varios meca-
nismos que reparan el dafio causado a
los genomas (1). El dafio puede ocurrir,
pero la efectividad de los mecanismos de
reparacion es tal que corrigen los peores
problemas para un genoma, como par-
tirlo en varios pedazos o perder grandes
sectores del genoma. Hacen esto dete-
niendo el proceso de la divisién celular,
hasta que se corrige el problema. La ta-
rea de los mecanismos de reparacién es
sorprendente por los tamafios de genoma
que tienen que vigilar. Si se trata de bac-
terias, tienen que monitorear posibles
dafios en sus genomas, cuyo tamafio os-
cila entre un millén y diez millones de
pares de bases. Si se trata de eucariontes
(organismos que encierran su genoma en
un ndcleo) los tamafios de genoma pue-
den ser enormes, abarcando desde ocho
millones hasta doscientos mil millones
de pares de bases, dependiendo del or-
ganismo.

Pero ningiin mecanismo biologico es
100% eficiente, y la reparacion del geno-
ma no es la excepcion. A una frecuencia
baja (de aproximadamente una en cada
millén de células) el dafio puede no ser
corregido, generando una alteracién en

el genoma, llamada mutacion. Esta fre-
cuencia de dafio es muy baja y las pobla-
ciones celulares pueden contender con
ello. Si la mutacion lleva a la inactiva-
cion de algun gene esencial para la vida,
la célula resultante morird. La muerte
de unas pocas células no constituye un
gran problema si hay un nimero elevado
de células en una poblacion. En algunas
ocasiones, el cambio provocado por la
mutacién podria mejorar la funcién de
algin gene, aumentando asi la capaci-
dad de supervivencia y/o reproduccion
de una célula con respecto a otras. De
pasar eso, las células que contienen esa
mutacién tenderan a predominar en la
poblacién, por seleccion natural. Visto
de esa manera, la mutacion es el motor
para la evolucion. Todas las células estan
sujetas a mutacion, y esta puede ocurrir
cada vez que una célula se divide. En
una pelicula de 2002 se decia que “Vivir
mata”. Més bien, deberiamos decir que
Vvivir muta.

Construcciéon de un genoma
bacteriano sintético

No es exagerado decir que la generacion
intencional de mutaciones en genes es-
pecificos, asi como la caracterizacion de
sus efectos en un organismo, constituye-
ron los grandes avances de la genética
y biologia molecular a finales del siglo
XX. Estos estudios, acoplados con las
facilidades introducidas por la ingenie-
ria genética, permitieron el conocimien-
to detallado de los genomas. El avance
desde luego era lento en esos tiempos,
e implicé la participaciéon de un gran
numero de cientificos. Desde entonces,
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FIGURA 2. PROCESO de generacion de
células de Mycoplasma mycoides JCVI-syn
1.0, conteniendo un genoma bacteriano
sintético. Imagen adaptada de una tomada
de https://www.jcvi.org/research/first-
minimal-synthetic-bacterial-cell

aprendimos que los genomas contienen
genes esenciales para las diferentes fun-
ciones biolégicas basicas (replicacion,
transcripcioén, traduccion, divisién ce-
lular, etc.) pero que también contienen
genes que permiten adaptaciones para
ambientes especificos, para resistencia a
antibioticos y otras funciones como dife-
renciacién y que estos genes no son usa-
dos todo el tiempo, sino que se utilizan
solo en circunstancias especificas.

Este conocimiento, junto con avances en
métodos para determinar el orden de las
bases en grandes segmentos del DNA
(secuenciacion de DNA) permitieron el
nacimiento de las ciencias genémicas a
finales del siglo XX. Por primera vez fue
posible determinar el orden de todas las
bases en un genoma. Al mismo tiempo,
se desarrollaron métodos para sintetizar
moléculas de DNA con una composicion
y secuencia de bases conocida y la ca-
pacidad para ensamblar estas moléculas
sintetizadas quimicamente en moléculas
cada vez mas grandes. Para principios
del siglo XXI, comenz6 a hablarse de la
posibilidad de crear un genoma completo
de secuencia conocida por una combina-
cién de sintesis quimica y ensamble por
las técnicas de las ciencias gendmicas.
La tarea sonaba extremadamente com-
plicada, y fue tachada como de ciencia
ficcion.

Pero uno de los aspectos fascinantes de
la ciencia es que repentinamente lo im-
posible se vuelve posible. En 2010, el
grupo de J. C. Venter-destacado cientifi-
co corresponsable de la secuenciacion de
una de las versiones del genoma huma-
no- reporto la sintesis quimica y ensam-
ble de un genoma bacteriano completo
(2). Para ello, este grupo aprovechd el
conocimiento de la secuencia genémi-
ca completa de la bacteria Mycoplasma
mycoides, una bacteria con un genoma
relativamente “pequefio” de poco mds

Clonacion

de un millon de pares de bases. Esta bacte-
ria es innocua para el humano y a pesar de
su “pequefio” tamaiio de genoma, es capaz de
duplicarse con bastante rapidez (en solo una
hora) en un medio de cultivo relativamente
sencillo.

El proceso que siguieron para la generacién
de un genoma bacteriano sintético se mues-
tra en la Fig. 2. Para ello, hicieron un dise-
fio asistido por computadora de los multiples
segmentos a sintetizar, cada uno de tamafio
pequefio. Durante este disefio, introdujeron
varios cambios en la secuencia para usarse
como “marcas” del origen sintético de cada
secuencia. Cada segmento se sintetizé qui-
micamente y se fueron ensamblando estos
segmentos en un orden predeterminado que
correspondia al de M. mycoides original. Este
proceso se repiti6 hasta lograr el ensamble
de un genoma circular completo para esta
bacteria. El siguiente paso, consistié en el
“transplante” de este genoma sintético a otra
bacteria. Para ello, introdujeron el genoma
sintético de M. mycoides en células de otra
bacteria relacionada, Mycoplasma caprico-
lum. Lo que se esperaba es que el genoma
sintético desplazara por completo al genoma
de M. capricolum, dejando una nueva célula
conteniendo tnicamente al genoma sintético.
Lo esperado funciond, llevando a la genera-
cion del primer organismo conteniendo un
genoma bacteriano completamente sintético,
llamado Mycoplasma mycoides JCVI-Syn1.0.
Este nuevo organismo, a pesar de portar un
genoma sintético, posee las mismas caracte-
risticas biologicas, incluyendo velocidad de
crecimiento, que Mycoplasma mycoides.

Reduciendo un genoma a lo indispensable
El éxito en generar M. mycoides JCVI-Syn1.0
fue un logro notable, demostrando que era
posible generar una célula en el cual su geno-
ma original fue sustituido por uno redisefiado
y construido en el laboratorio. Pero hay que
admitir que, a pesar de los cambios introduci-
dos intencionalmente durante el disefio, este
genoma seguia siendo practicamente idénti-
co al genoma original de M. mycoides. El si-
guiente reto era mas dificil de lograr. ;Sera
posible generar un genoma sintético que con-
tenga sblo los genes necesarios, esenciales

FIGURA 3. CELULAS de Mycoplasma mycoides conteniendo un genoma idéntico al original (Syn1.0) o un genoma minimizado (Syn3.0). Imagen tomada
de la referencia 3.

para supervivencia y reproduccién? Si, un ge-
noma reducido, minimizado con respecto al
original. Para ese entonces se contaba con la
secuencia de otros genomas de bacterias con
lo que se realiz6 una comparacién, con la fi-
nalidad de saber qué genes estan conservados
en diferentes organismos y por ende, asumir
que dichos genes deben ser esenciales para la
vida. Estos analisis y otros mas de tipo expe-
rimental permitieron la localizacién en el ge-
noma de M. mycoides de los genes esenciales
para este organismo.

Desde luego, estos genes no estaban contiguos
en el genoma, sino que estaban dispersos. Si
se deseaba sintetizar un genoma minimizado,
esto significaba que deberia disefiarse de ma-
nera que permitiera unir segmentos alejados
en el genoma, excluyendo aquellos segmen-
tos que contenian genes no esenciales. Un
problema que podria presentarse es que nadie
tenia la certeza de que se hubieran identifica-
do todos los genes esenciales en ese genoma.
Bastaria la exclusion de solo un gene esencial
para que la generacion de un genoma minimi-
zado fallara.

El disefio y sintesis del genoma minimizado
se hizo de manera similar al mostrado en la
Fig. 2, esperando generar un genoma mini-
mizado. Esta versién minimizada contendria
menos de la mitad del genoma original de
esta bacteria. El esfuerzo se hizo... y falla-
ron. Fue imposible obtener una célula viva
que contuviera solo esta version reducida.
Evidentemente algo esencial para la vida es-
taba faltando en este genoma minimizado. El
identificar cudl o cudles genes estaban faltan-
do requirié un enorme esfuerzo adicional de
experimentacién, pero este esfuerzo rindié
frutos. En 2016 se logré generar células vivas
conteniendo un genoma minimizado, llama-
das Mycoplasma mycoides JCVI-Syn3.0 (Fig.
3), conteniendo solo la mitad del genoma ori-
ginal (531 mil pares de bases, en vez de un
millon setenta y ocho mil pares de bases) y
poco mas de la mitad de los genes originales
(473 en lugar de 911).

Por primera vez se contaba con células con-
teniendo un genoma minimizado, disefiado
en el laboratorio, conteniendo solo los genes
esenciales para la vida. Esto atrajo un gran
interés. El contar con células que contienen
solo lo esencial para la vida abre posibilida-
des practicas para generar, por técnicas de
biotecnologia moderna, células que empleen
sus recursos para producir proteinas de inte-
rés. Desde un punto de vista basico, el conte-
ner solo un genoma minimizado nos acerca a
una situacion similar a la experimentada hace
miles de millones de afios en las primeras cé-
lulas que habitaron nuestro planeta.

Pero estas células minimizadas enfrentan
también la adversidad. Si bien las células con
un genoma minimizado se ven similares a las
células originales, son mas pequefias, mas
variables en tamafo y se dividen mas lenta-
mente (3 h en lugar de sélo 1 h en las células
originales) ademas de que solo pueden sub-

sistir en un medio de cultivo especial en con-
diciones de laboratorio. Estas caracteristicas
hacen improbable que puedan sobrevivir en
condiciones mas naturales.

Superando la adversidad en un genoma
minimizado

¢Como superar estos efectos adversos en
crecimiento? El grupo de J. C. Venter abordé
este problema generando otra version de
sintética de M. mycoides, Syn 2.0, que conte-
nia algunos genes adicionales y tenia un tiem-
po de division de 1.5 h. Interesante, si, pero
en cierto sentido era obvio que al afiadir més
genes de los originales iba a mejorar el creci-
miento. Otros grupos razonaron el cémo su-
perar esta adversidad con un enfoque basado
en evolucién. Los grupos de J. T. Lennon (4)
y B. O. Palsson (5), trabajando en E.E.U.U.,,
razonaron que si se cultivaba continuamente
en el laboratorio a Syn3.0 podrian aparecer
mutaciones en su genoma que mejoraran la
capacidad de duplicacion de las células. Si,
ambos grupos se propusieron hacer evolucion
en el laboratorio. Desde luego, era imposible
saber cuanto tiempo deberian de cultivarse
esas células para encontrar mutantes con un
crecimiento mejorado, o si era posible siquie-
ra. Existen otros ejemplos de evolucion en el
laboratorio, pero estos se habian hecho siem-
pre con organismos naturales, seleccionando
para una propiedad, pero nunca empleando un
genoma minimizado.

Ambos grupos publicaron sus resultados hace
poco menos de un afio. El grupo de Palsson
cultivd continuamente M. mycoides, Syn 3.0
por un tiempo equivalente a 800 generaciones.
Al final de este periodo, las células habian me-
jorado su capacidad de duplicacién en un 15%
(5). El grupo de Lennon fue mas persistente,
cultivando estas células por 2000 generacio-
nes (aproximadamente 300 dias), encontrando
que estas células habian mejorado su creci-
miento, dividiéndose ahora solamente en una
hora, en lugar de las 3 h iniciales (4). Parale-
lamente, el grupo de Lennon cultivé también
M. mycoides, Syn 1.0 las mismas condiciones,
encontrando que aun en estas células puede
mejorarse su tiempo de duplicacién, pero solo
en un 50%. Las células de Syn3.0 (genoma
minimizado) parecen adaptar su crecimiento
con mayor rapidez que las células de Syn1.0.
Ambos grupos secuenciaron completamente
los genomas de las células adaptadas, bus-
cando qué genes habian tenido cambios que
permitieran mejorar el crecimiento. Ambos
grupos encuentran mutaciones en genes que
participan en la sintesis de lipidos, componen-
tes necesarios en la membrana que rodea las
células. El grupo de Lennon encuentra tam-
bién mutaciones en otro gene, ftsZ, que parti-
cipa en division celular. Pero estos no son los
nicos cambios, se encontraron mutaciones en
15 genes adicionales, cuyos efectos exactos
estan aun por aclararse.

Estos resultados son muy interesantes. Mues-
tran claramente que los efectos adversos en
el crecimiento pueden superarse a través de
selecciéon para un mejor crecimiento, en un

tiempo bastante rapido. Es de esperarse que
estos estudios continden, para aclarar el papel
de las diferentes mutaciones para lograr un
mejor crecimiento. Pero es probable también
que experimentos futuros de evolucion en el
laboratorio afiadan nuevos elementos. En los
experimentos actuales, cada célula en la po-
blacién puede o no experimentar mutaciones
que mejoren, aun en pequefla magnitud, su
capacidad de crecimiento. Si lo logran, au-
mentaran su representacion en la poblacion.
Mejorias adicionales requieren que cada célu-
la en lo individual adquiera espontdneamente
nuevas mutaciones. Pero la evolucion tiene un
mecanismo adicional para compartir mejo-
rias entre células. Este mecanismo, conocido
como transferencia genética horizontal, es ca-
paz de generar nuevas combinaciones al trans-
ferir nuevas mutaciones de una célula a otra.
Es un mecanismo capaz de producir nuevas
combinaciones de mutaciones dentro de una
poblaciéon. Syn3.0 carece de este mecanismo.
¢Podra mejorarse ain mas y mas rapido la ca-
pacidad de adaptacion al introducir la posibi-
lidad de transferencia horizontal? La idea es al
menos razonable. Es un momento emocionan-
te para dedicarse a la investigacion cientifica,
particularmente en las ciencias gendmicas.
Recordando a van Gogh, ¢Qué seria de la vida
si no tuviéramos valor para intentar nada?
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Esta columna se prepara y edita semana con
semana, en conjunto con investigadores mo-
relenses convencidos del valor del conoci-
miento cientifico para el desarrollo social y
econémico de Morelos. Desde la Academia de
Ciencias de Morelos externamos nuestra pre-
ocupacion por el vacio que genera la extincion
de la Secretaria de Innovacion, Ciencia y Tec-
nologia dentro del ecosistema de innovacion
estatal que se debilita sin la participacién del
Gobierno del Estado.



