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RESUMEN

Actualmente el surgimiento de la Biologia sintética ha permitido la sintesis de se-
cuencias gendmicas vy la creacion de la primera célula artificial. La secuenciacion del
genoma de Mycoplasma genitalium y la determinacién de los genes minimos indis-
pensables para la duplicacién bacteriana, logré la creacion de un cromosoma artificial
coincidente con esta bacteria, el cual contenia todos los genes silvestres excepto
MG408 que fue interrumpido para bloquear su patogenicidad, por consiguiente, M.
genitalium crecié lentamente, por su rapida tasa de crecimiento, se secuenci6 el
genoma de Mycoplasma mycoides, un preambulo para el disefio, sintesis y montaje
del genoma de M. mycoides a partir de informacion digitalizada de su secuencia
gendmica, y el posterior trasplante a la célula receptora Mycoplasma capricolum,
creando una célula controlada por un genoma artificial ensamblado en el laboratorio.

ABSTRACT

Currently, the emergence of synthetic biology has allowed the synthesis of genomic
sequences and the creation of the first artificial cell. The sequencing of the genome of
Mycoplasma genitalium, and determination of minimum genes essential for bacterial
replication, managed the creation of an artificial chromosome coincident with this
bacterium, which contained all wild genes except MG408, which was interrupted for
blocking its pathogenicity, therefore, M. genitalium grew slowly, by its rapid rate of
growth, they sequenced the genome of Mycoplasma mycoides, a prelude to the design,
synthesis and assembly of the genome of M. mycoides from digitized information of
genomic sequence, and subsequent transplantation into the host cell Mycoplasma ca-
pricolum, creating a cell controlled by an artificial genome assembled in the laboratory.
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“La ciencia es el alma de la prosperidad de las
naciones y la fuente de vida de todo progreso”

Louis Pasteur

A través del tiempo la humanidad ha tratado de
manipular la naturaleza y comprender como fun-
ciona la vida, esto ha motivado a la comunidad
cientifica a la realizacién de innumerables trabajos
en la busqueda del conocimiento. Los avances en
la ciencia han sido determinados por el surgimiento
de momentos que han revolucionado al mundo.
Hoy en dia la comunidad cientifica opera bajo el
predominio de paradigmas, una via de percepcion
e incégnitas, que surgen con la observaciéon de

nuestro entorno, proporcionando un modelo ex-
plicativo y una solucion. El surgimiento de nuevos
paradigmas demanda mayor apertura, capacidad
critica y proactividad. Una de las situaciones mas
algidas en la ciencia, es el momento en que la
comunidad cientifica confronta el conocimiento
previo con innovaciones revolucionarias, por tanto
los cambios paradigméaticos conllevan a una trans-
formacién en la vision de la ciencia, provocando
una revolucién cientifica.

Desde el nacimiento de la Biologia Molecular,
el mundo cientifico ha tenido numerosos logros y
avances, de tal modo, que en la era posmoderna
ha surgido una nueva especialidad: “la biologia
sintética”, que se concibe como la disciplina que se
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aboca a la transformacion de sistemas biologicos
creandolos desde cero. La ciencia avanza a ritmo
vertiginoso, hace apenas dos decenios fueron se-
cuenciados los primeros genomas, actualmente
empiezan a sintetizarse. El sobre disponer y sin-
tetizar estas secuencias genémicas nos conduce
a replantearnos qué es la vida y debatir cuantos
genes son esenciales para la fabricacion de la vida
celular.

Basado en esta reflexion, el Biélogo John Craig
Venter -considerado uno de los padres del genoma
humano- inicié en colaboracién con otros veinte
cientificos mas, lo que hasta hoy se considera uno
de los mayores hitos en la ciencia: crear “vida
artificial”. Este trabajo fue llevado a cabo en la em-
presa Synthetic Genomics y se destinaron quince
afios de investigacion y una erogacion de mas de
cuarenta millones de ddlares. Previo al inicio del
trabajo experimental, el grupo de investigacion
de Venter se plante6 y pidié un estudio sobre las
implicaciones éticas del mismo, publicado en la
revista Science y titulado “Ethical Considerations
in Synthesizing a Minimal Genome” (1) analizando
los pros y contras del proyecto de investigacion.

EL ORIGEN DE LA BIOLOGIA SINTETICA

Desde luego, para poder tener una vision clara
y entender los avances de la ciencia, inspeccio-
naremos brevemente el pasado, daremos una
mirada hacia el futuro y los nuevos paradigmas
que surgiran de la Biologia Sintética: ées posi-
ble crear vida artificial?, ¢qué uso tendran estos
productos sintéticos?, éestamos ante una nueva
herramienta de la eugenesia moderna?, ées el
descubrimiento del siglo? y écudles son las im-
plicaciones éticas?

Las bases tedricas de nuestra concepcién del
mundo fueron revolucionadas por Copérnico, al
situar al Sol como centro del universo. Por una
parte, René Descartes e Isaac Newton en los siglos
XVIy XVII, desarrollaron el método cartesiano que
influyd en todas las ramas de la ciencia moderna,
seguido por las leyes de la mecanica del modelo
Newtoniano que hoy en dia, constituyen la base de
la ingenieria moderna (2). Puntualizando los hitos
cientificos relevantes a través del tiempo, destacan
Darwin y Wallace con la teoria de la evolucion por
seleccion natural, Mendel con las leyes de la heren-
cia, Avery y MaclLeod con el descubrimiento de la
molécula del DNA, Watson y Crick con la descripcidon
de la estructura de doble hélice, Sanger al lograr
la secuenciacion de la insulina bovina, Paul Berg al
marcar el inicio de la ingenieria genética creando la
primera molécula de DNA recombinante, Southern
al localizar secuencias especificas de DNA. En este
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punto damos un salto para abordar la creacion de
los primeros animales clénicos, desde Briggs y King
al clonar la rana americana comun, y Gurdon con la
clonacion de la rana africana Xenopus laevis hasta
llegar a la clonacién del primer mamifero, la oveja
Dolly, por Steen Willadsen (3).

EL DESARROLLO DE LA CELULA SINTETICA

Estos avances permitieron crear los primeros ani-
males transgénicos, asi como el cultivo de células
madre para el desarrollo de tejidos humanos aptos
para trasplantes; grandes logros que dieron la pau-
ta para concretar la creacion de la primera célula
sintética por J.C. Venter, publicado en Science
2010, “Creation of a bacterial cell controlled by a
chemically synthesized genome”, con la combina-
cion de la ingenieria y la genética, de tal manera
que surge la biologia sintética.

Los esfuerzos encomiables de este grupo cien-
tifico, en la busqueda de herramientas para poder
manipular y utilizar “la vida”, iniciaron con la publi-
cacion en 1999 (4), de la secuenciacion del geno-
ma celular bacteriano mas pequefio, Mycoplasma
genitalium, constituido por solo 517 genes, hecho
que suscitod una saga de experimentos que culmi-
naron en la creacion de la primera célula sintética
(Fig. 1).

Si bien la culminacién de estos experimentos
necesitoé un lapso de quince afios, el compendio del
esfuerzo de Venter y su grupo, segun lo acotado
anteriormente, se inicio con la secuenciacion del
genoma de M. genitalium (4), un parasito obliga-
do que requiere poca capacidad de adaptacion.
Se consider6 que este microorganismo seria una
buena aproximacion para buscar el minimo de ge-
nes necesarios para mantener la vida bacteriana.
Mediante mutagénesis global de transposones,
determinaron los genes no esenciales y los genes
minimos indispensables para la duplicacién de la
bacteria, el analisis de la secuencia revel6 480
genes codificantes para proteinas, sugiriendo que
cerca de 350 genes son esenciales en condicio-
nes de crecimiento en el laboratorio, incluyendo
entre éstos a cien genes con funcién desconoci-
da, sin embargo, no se sabe cual de estos cien
genes son a la vez prescindibles. La presencia de
genes con funcién desconocida entre los genes
esenciales, sugiere que todos los mecanismos
basicos moleculares que subyacen a la funcion
celular aun no se han descrito. La interrogante
planteada los llev6 al siguiente experimento: crear
y probar un cromosoma artificial, durante esta
ruta consiguieron en 2002, sintetizar de novo, el
poliovirus infeccioso, siguiendo la secuencia viral
ya conocida (5).
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Secuenciacion del genoma bacteriano
mas pequeno: Mycoplasma genitalium,
por mutagénesis global de transposones

l_l

Determinacion de los genes no
esenciales y de los genes minimos
indispensables para la duplicacion

bacteriana.
|

]
Trasplante de cromosomas

naturales de Mycopiasma
mycoides a Mycoplasma
capricolum
I—l
Creacion de un cromosoma artificial
coincidente con Mycoplasma genitalium,
aplicando “marcas de agua” para tolerar la
insercion de transposones. Observando que
M. genitalium presentaba una tasa de
crecimiento lento

—

Secuenciacion del genoma de Mycoplasma
mycoides, por surapida tasa de crecimiento.
Clonado en levadura y transferido al receptor M.
capricolum

—

Diseno, sintesis y montaje del genoma de
M. mycoides a partir de informacion
digitalizada y posterior trasplante al

receptor: M. capricolum

Creacion de la primera célula sintética:
“Mycoplasmalaboratorium®

Figura 1. Cronologia de los experimentos realizados
para la creacion de la primera célula sintética. Abar-
cando la secuenciacion del genoma mas pequefio, el
trasplante de un genoma natural a otra célula, la gene-
racion de un cromosoma artificial, hasta el disefio,
sintesis y montaje de la célula sintética “Mycoplasma
laboratorium”.
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En 2007 demostraron que podia realizarse un
“trasplante” de cromosomas naturales de una
especie microbiana a otra, trabajo publicado con
el titulo “Genome Transplantation in Bacteria:
Changing One Species to Another” trasplantando
el DNA de M. mycoides, a M. capricolum, las cé-
lulas resultantes fueron fenotipicamente idénticas
a la cepa de M. mycoides, realizado como un paso
previo para la fabricacion de la célula sintética
puesto que se requiere de la introduccion del
genoma sintético a un citoplasma receptivo (6).

En 2008 crearon un cromosoma artificial coin-
cidente con M. genitalium, sintetizando 582.970
pares de bases. Este genoma sintético contenia
todos los genes silvestres excepto el MG408 que
fue interrumpido para bloquear su patogenicidad,
ademas se aplicaron “marcas de agua” en sitios
intergénicos conocidos para tolerar la insercion
de transposones (7). El genoma fue clonado en
la levadura Saccharomyces cerevisiae, teniendo
un primer tropiezo al observar que M. genitalium
crecia lentamente y el experimento podria tardar
meses en completarse. De tal manera que en
2009 procedieron a secuenciar el genoma de M.
mycoides, debido a su rapida tasa de crecimiento.
Los cromosomas nativos de M. mycoides, fueron
clonados en la levadura y luego transferidos al
receptor, M. capricolum, un pariente microbiano
cercano, modificando el genoma de esta ultima
bacteria (8). El siguiente paso fue mostrar que la
copia de sintesis del DNA bacteriano podria ser
manejada de la misma manera.

En mayo de 2010 vieron coronados sus es-
fuerzos, reportando el disefio, sintesis y montaje
del genoma de M. mycoides a partir de infor-
macion digitalizada de la secuencia del genoma,
y su posterior trasplante a la célula receptora
M. capricolum para crear una célula controlada
solo por el cromosoma sintético, que llamaron
“Mycoplasma laboratorium”. Se trataba de una
célula controlada por un genoma ensamblado
por piezas de sintesis quimica del DNA (Fig. 2).
Los casetes fueron disefiados con 1,080 pb, para
facilitar el correcto ensamblaje, la terminacion de
cada secuencia tenia 80 pb que se superponia a
los casetes adyacentes. La totalidad del genoma
sintético (582,970 pb) se cultivd como un plasmi-
do de levadura centromérica. Inicialmente hubo
dificultad para extraer el genoma de M. mycoides
de la levadura y trasplantarlo en M. capricolum
debido a la presencia de un sistema de restriccion
comun, que fue superado por la metilacién de DNA
de los donantes con metilasas. Como en el trabajo
predecesor (7), también se aplicaron “marcas de
agua” para distinguirlo del DNA nativo. Cuando
el genoma sintético se puso inicialmente en M.
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Figura 1. Modificado de Gibson et al (2010). Creation of a bacterial cell controlled by a chemically synthesized
genome (9). Montaje del genoma sintético de Mycoplasma mycoides. El montaje se realizé en 3 pasos a partir de
casetes de ADN de 1,078 pb (flechas discontinuas). Casetes de 1,080 pb producidos a partir de superposicion de
oligonucledtidos sintéticos, se recombinaron en series de 10 para producir 109 ensambles (~10kb) (flechas blan-
cas) que posteriormente se recombinaron en series de 10 para obtener 11 ensambles de ~100kb (flechas negras).
En la etapa final del ensamble los 11 fragmentos fueron recombinados en el genoma completo (circulo mayor, en
claro), el ensamblaje se llevd a cabo en vivo por recombinacion homdloga en levadura. Variaciones en el genoma
natural incluyen marcas de agua (WM1-WM4) (circulos negro) y 20 regiones con polimorfismos de nucleétidos para
monitorear el ensamblaje (asteriscos). Las coordenadas del genoma estan en relacion con el primer nucledtido de
la secuencia natural de M. mycoides, los casetes 1 y 800-810 eran innecesarios y se retiraron del ensamblaje, el
casete 2 fue superpuestos con el 1104 y el casete 799 superpuesto con el 811.

capricolum, no sucedi6é nada, encontrando en el
genoma sintético una delecidon de pares de bases
individuales en el gen esencial dnaA, que retraso

IMPLICACIONES DE LA CELULA SINTETICA

Evidentemente se ha logrado avanzar en la secuen-

el proyecto 3 meses; mientras que las inserciones
y deleciones en el genoma de las partes no esen-
ciales no tuvo un impacto en la viabilidad celular

(9).

ciacion y analisis del genoma, pero queda aiun mu-
chisimo camino por recorrer para lograr entender
como interactlan entre si los genes que controlan
el funcionamiento de la vida. Argumentar que se ha
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creado vida artificial es demasiado arrogante. Sin
duda se ha logrado sintetizar el contenido genético
de una célula receptora, e insertandole el geno-
ma conocido de otra célula, que previamente fue
ensamblando en el laboratorio. Dicho de manera
llana, la informacion solamente ha sido copiada,
se ha creado un genoma sintético, introducido en
una célula huésped para aprovechar su maquinaria
y lograr su autoreplicacidon. De ninguna manera se
ha creado de la nada la informacién genética, y
llamarla “célula sintética” podria no ser adecuado,
puesto que el citoplasma de la célula receptora no
es sintético, no obstante, reconocemos la encomia-
ble labor de Venter en crear un genoma sintético,
un hito que marca la pauta hacia un largo viaje
para intentar crear vida artificial, que culmine en
la creacién de organismos completos.

Sin duda podria considerarse el inicio de una
nueva revolucion cientifica que tendra connotacio-
nes éticas y religiosas, es menester enfatizar que
el cientifico moderno, suprime las explicaciones
prenaturales, tornandose un acérrimo buscador de
las causas inherentes a un fendmeno. Aunque la
religién y la ciencia han estado en conflicto, gene-
rando debates sobre los limites en las ciencias de
la vida, la opinion predominante vertida en “Ethical
Considerations in Synthesizing a Minimal Geno-
me”, es avanzar con precauciéon, ya que no existe
prohibicién por consideraciones religiosas validas,
pero se insta a mantener a la sociedad informada
para abordar las consideraciones éticas y religio-
sas, permaneciendo hasta ahora a la expectativa,
considerando que la célula sintética es “un buen
motor, pero no es la vida”.

La culminacién del proyecto Genoma Humano
ha puesto en debate nuevos y viejos temas, uno de
ellos es la eugenesia. Dicho término fue acunado
en 1883 por Francis Galton, y es definida como “la
ciencia que trata todos los factores que mejoran
las cualidades genéticas propias de la raza” (10).
El diagndstico genético preimplantacién es proce-
dimiento sustentado en el paradigma de la euge-
nesia ya que busca detectar si en el genoma de
un embrién producido por fertilizacion in vitro esta
presente una determinada alteraciéon de secuencia
génica o cromosémica, para asi tratar de corregir
los defectos genéticos o eliminar los genes defec-
tuosos, evitando el desarrollo de los embriones
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portadores. Esto Ultimo estrictamente es un acto
de eugenesia (11). Con la manipulacién de genes,
mediante clonacién e ingenieria genética, surge el
riesgo de una eugenesia moderna. La neoeuge-
nesia, busca forzar un criterio de seleccion, para
mejorar las cualidades de la raza, sin embargo, adn
es inasequible porque se desconoce la totalidad de
los genes humanos (12).

A futuro, el grupo cientifico encabezado por
Venter, pretende sintetizar una célula que contenga
solo los genes necesarios para mantener vivo a un
organismo en su forma mas simple, argumentando
que este logro ayudaria a aumentar la comprensiéon
basica de la vida, proporcionando una idea de sus
origenes, la evolucién bacteriana, o el control del
metabolismo bacteriano. Dentro de los usos ulte-
riores de las especies sintéticas y de ingenieria,
se pretende sustituir la industria petroquimica,
disefiando un nuevo tipo de algas que atrapen al
dioxido de carbono para transformarlas en hidro-
carburos, una importante fuente de energia a gran
escala, ademas podrian acelerar el desarrollo de
antibiéticos y vacunas acortando el tiempo en el
proceso de la produccién (13).

La creacion de la primera célula sintética impli-
ca un giro copernicano a la comunidad cientifica,
creando un nuevo paradigma sobre la vida artifi-
cial, que abre las puertas a un horizonte que esta
aun por definirse. Manipular el genoma completo
de un patdégeno implicaria un gran peligro para la
salud, quizas superando el riesgo al beneficio. Los
alcances de esta nueva era en la ingenieria genética
podrian ser tanto una fuente util, o una forma de
crear organismos para ser utilizados como armas
bioldgicas. No debemos perder de vista el enorme
potencial de uso de las células de laboratorio, este
avance cientifico representa un gran desafio, y se
debe abogar en la regulacion y supervisiéon de los
disefios de genomas, para asegurar que la creaciéon
de la verdadera vida sintética se haga con ética y
responsabilidad (1).
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