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Dentro del mundo delacienciayen laclonaciéon del ADN,
también llamada clonacion genética, la ligacién es un pro-
ceso muy importante. En este momento, te estaras pre-
guntando, ;qué es la ligacion? y spor qué tenemos que
ligar para clonar?, estas mismas preguntas me surgieron
cuando llegué al laboratorio de biologia moleculary mi
asombro crecié alin mas cuando me dijeron “hay que de-
jarligandotodala noche”. Laverdad no entendia nada; mi
mente vol6 e imaginé que nuestro objetivo seria reprodu-
cirmuchas ovejas como en el famoso caso de la clonacién
de la ovejita Dolly. Pronto entendi que la clonacién gené-
tica no se trata de obtener individuos idénticos.

La clonacién genética consiste en obtener copias idénti-
cas de un gen o fragmento de ADN. Todas nuestras célu-
las poseen la informacién necesaria para reproducirse y
sobrevivir; dicha informacién se encuentra contenida en
una molécula [lamada ADN que se hospeda dentro del
nicleo de la célula. EIADN esta formado por fragmentos
conocidos como genes; en cada gen se encuentra la infor-
macién que dara lugar a cada proteina como la queratina,
necesaria para el cabello, la piel y las unas.

Ahora bien, ;cémo fue posible clonar un individuo com-
pleto? Esto se logré gracias a la clonacion reproductiva,
mediante la que se reproducen individuos completos e
idénticos; la clonacion terapéutica, a través de la que se ob-
tienen células que son introducidas en otro organismo
con la finalidad de aliviar una enfermedad, y la clonacion
genética, a través de la que se obtienen multiples copias
de genes.

En este texto, conoceremos la magia que se encuentra de-
tras de la clonacién genética, asi como su impacto en la
actualidad y en el futuro. Pongamonos nuestros guantes
de laboratorio y descubramos sus secretos y, por qué no,
la magiadelauniénde los fragmentos de ADN que en el
laboratorio es conocida con el término “ligar”.

Enlabiologia molecular, la clonacién del ADN es una he-
rramienta fundamental parala manipulaciony obtencion
multiples copias de un gen o fragmento de ADN; duran-
te el proceso, es necesario unir dos fragmentos de ADN e
introducirlos en una célula que se encargara de hacer las
copias idénticas del fragmento de ADN. Al paso de unién
de los dos fragmentos es a lo que llamamos ligacion.

La clonacién genéticaimplica insertar o unir el fragmento
de ADN, Ilamado gen, en otro fragmento de ADN de for-
ma circular, el cual se conoce como vector; de esta mane-
ra, se obtienen millones de copias del gen.

Para entender dicho proceso, recurriendo a la analogia,
pensemos cuando en algiin momento de nuestravida he-
mos convivido con una persona diabética. Sabemos que,
en esta enfermedad, el azticar (glucosa) seacumulaenla
sangre porque no es capaz de entrar a la célula para ser
utilizada como energia, esto se debe a que el gen que dara
lugar a la insulina no sirve o sirve a mediasy, al no haber
insulina, el azlcar se almacena en lasangrey da lugar a
ladiabetes. Lainsulina funciona como una Illave que abre
la puerta de las células para dejar entrar el aztcar; por lo
tanto, una persona con diabetes debe inyectarse insulina
para poder vivir.

Con el propésito de explicar lo anterior, podriamos decir
que para lograr una clonacién exitosa son necesarios una
serie de pasos, sin omitir ningn detalle:

1. Aislamiento del ADN de interés:

El primer paso consiste en separar el gende lainsulina del
resto del ADN de la célula. Podriamos comparar el ADN
de una célula con un pequeno pedazo de cuerda muy lar-
ga, en cuya superficie se extiende toda la informacion
que ayuda a que los seres vivos funcionen; imagina que el
ADN es el cddigo de un programa de computadora, don-
de un pequeno fragmento (gen) constituye una parte es-
pecifica del codigo encargado de realizar una funcién en
particular,como el gen de lainsulina. Asi como los progra-
madores pueden examinary modificar partes especificas
del cédigo para mejorar o cambiar un programa. Actual-
mente, los cientificos son capaces de estudiary trabajar
con fragmentos de ADN para entendery manipular fun-
ciones biologicas.

El codigo del ADN esta formado por cuatro moléculas que
se conocen como nucleétidos: guanina (G), citosina (C),
adenina (A) y timina (T). Como el ADN es una molécula
de doble cadena, al unirse una G de una cadenaconlaC
delaotraylaAdeunacadenaconlaTdelaotra, forman
unaescalera que simula un caracol, donde las uniones de
los nucleétidos forman una especie de peldanos en la mo-
l[éculade ADN (Figura1).
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Figura1. El ADN tiene forma de una escalera de caracol, donde cada
unién de bases nitrogenas es un peldano de la escalera. Fuente: Crea-
cién propia, usando https://BioRender.com

2. Corte del ADN con enzimas de restriccion:

Una vez aislado el fragmento de ADN, se corta en luga-
res especificos, utilizando enzimas de restriccién que fun-
cionan como tijeras, reconociendo y cortando el ADN en
lugares especificos; las enzimas de restricciéon pueden ge-
nerar diferentes tipos de extremos, principalmente extre-
mos cohesivos o pegajosos, llamados asi porque es muy
facil que se vuelvan a unir (Figura 2).
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Figura2.El ADN que se quiera clonar es cortado con enzimas de res-
triccién ensitios especificos, generando extremos llamados cohesivos
0 “pegajosos”. Fuente: Creacidn propia, usando https://BioRender.co

3. Corte del vector con enzimas de restriccion:

Durante este paso, el ADN, que se ha cortado con las en-
zimas, se introduce dentro de un vector. El vector es una
molécula de ADN circulary a las moléculas circulares se
les conoce como plasmidos; estos actilan como vehicu-
los, ya que sirven como medio para transportar el ADN
de interés a las células que se quieran modificar. Los vec-
tores también deben cortarse con las mismas enzimas de
restricion con las que se corta el ADN a clonar,de manera
que sean compatibles; este proceso es como cortar una
liga. Asi, enlazona donde se cort6 el vector se une el frag-
mento de ADN dando lugar a un vector recombinante.
Los vectores cuentan con marcadores o secuencias que
nos permiten identificar facilmente a las células que han
aceptado eincorporado el ADN clonado; estos marcado-
res suelen ser genes que inducen resistencia a ciertos an-
tibidticos, lo que provoca que las bacterias que incorporen
el vector podran crecer en medios de cultivo con presen-
cia de antibiéticos.

4.Union o ligacion del vector con el fragmento de ADN:
Es en este momento cuando entraenjuego lamagiadela
ligacion. Los fragmentos de ADN, cortados previamente,
se unen con el vector por medio de una enzima llamada
ADN ligasa. La ligasa actlla como una especie de pega-
mento, uniendo de esta manera el fragmento de ADN con
el vector. Aunque los nucleétidos tienden a tener atrac-
ciény la adenina se unird a la timina por medio de dos
puentes de hidrégeno, mientras que la guanina se unira
alacitosinaatravés de tres puentes de hidrégeno, la liga-
sa formara otro enlace Ilamado fosfodiéster que ayudara a
que se mantengan unidos de manera estable. Esta etapa
escrucial, yaque laligaciéon determina el éxito del proce-
so de clonacion.

5. Insertar el vector recombinante en una bacteria:
Durante el altimo paso, el vector, con el ADN insertado
(vector recombinante), se introduce en células bacteria-
nas (generalmente E. coli), proceso identificado como
transformacion. Las bacterias se colocan en un medio de
cultivo que contenga antibidtico, considerando que las
bacterias puedan crecer en presencia de antibiéticos. De
esta manera, solo las bacterias que han insertado o acep-
tado el vector recombinante, podran sobreviviry crecer
en el medio de cultivo gracias al gen de resistencia para
el antibidtico que se encuentra en el vector.



Aproximadamente 16 horas después, podemos obser-
var dicho crecimiento, descubriendo pequefias colonias
dentro del medio de siembra. Cada colonia (circulo blan-
co) correspondera a una clona que posee el fragmento de
ADN. Ahora podemos decir que estamos clonando el gen
que dara lugar a lainsulina; a este proceso se le conoce
como transformacion, lo cual es posible gracias a que las
células bacterianas tienen la capacidad de tomarel ADN
externoy multiplicarlo para generar miles de copias.
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El gen o fragmento de ADN que fue introducido median-
te el vector dentro de la bacteria es multiplicado, la bac-
terfa actiia como una fabrica de proteinas, puesto que la
bacteria utiliza los procesos de replicacion para sintetizar
muchas copias del geny, por medio de la transcripcién
y latraduccién, el ADN del gen se transforma en ARN y
dando lugar a una proteina, que como es producida en
una bacteria se le llama proteina recombinante. De esa
forma podemos producir grandes cantidades de insuli-
na humana (Figura 3).
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Figura3. La magiadelaligacion permite ligar o pegar el vector (vehiculo) con el fragmento
de ADN. Las bacterias. Fuente: Creacion propia, usando https://BioRender.com



Las moléculas de ADN, construidas por métodos de clo-
nacion genética pueden tener diversos usos. A continua-
cion, exploramos cémo la ligacién de fragmentos de Partiendo de que en los genes se encuentra toda la in-
ADN puede influiren futuros desarrollos, : formacioén para que una célula o un individuo
aunados a > - 3 funcione adecuadamente y que exis-
desafios éticos. ) 4 T m '\Qﬁ ten enfermedades genéticas, que

derivan en enfermedades, la te-
rapia génica proporciona al pa-
ciente una copia normal del
A\ gen que esta fallando; por
B ciemplo, enlahemofilia A,
enfermedad donde el gen
del factor VIl de la coagu-
) lacion no funciona, porlo
que las personas corren el
riesgo de sufrir grandes he-
morragias por un simple ras-
pon. Actualmente la hemofilia
puede ser curada si a los pacien-
tes se les proporciona un vector o
plasmido que contenga un gen nor-
mal del factor VIII, el cual da lugar a una
correcta coagulacion de la sangre.

La clonacién nos abre un
abanico de posibilida-
des para contribuir en los
avances de medicina per-
sonalizada en el futuro; con
esta tecnologia podemos produ-
cir proteinas recombinantes con
aplicaciones médicas, es decir, uti-
lizarlas como medicamentos. Un ejemplo
clasico es la produccién de insulina recombi-
nante humana. Antes de 1978, lainsulina que
se usaba paratratara las personas con diabe-
tes provenia del pancreas de los cerdos, lo
que implicaba numerosos sacrificios de
los animales. Otro uso de las proteinas
recombinantes es la produccién de va-
cunas, ;qué hubiera pasado si no hu-
biéramos contado con esta herramienta
durante la pandemia de la COVID-19?, el
virus SARS-CoV-2 hubiera cobrado mas
vidas de las que cobré. Las vacunas, hoy
por hoy, han salvado muchas vidas al
protegernos contra enfermedades pro-
ducidas por patégenos. Las vacunas ba-
sadas en proteinas recombinantes han
probado ser mas seguras que las que
parten de virus atenuados o inactiva-
dos, pues en estas tltimas se ha obser-
vado reactivacion de los virus o bacterias,
provocando infecciones, principalmente
en personas, cCuyo sistema inmune se en-
cuentra debilitado.

La clonacién de genes mediante una li-
gacion exitosa nos abre muchas posi-
bilidades para una investigacion mas
profunda de enfermedades comple-
jas, muy dificiles de manejary, hastael
momento, incurables, tales como can-
cerylasenfermedades neurodegene-
rativas. Con ayuda de la clonacién, es
posible crear modelos experimenta-
les que nos muestren cémo actdan las
bacterias, virus o parasitos, que provo-
can estas enfermedades.

Ejemplo de lo anterior es el VIH (Vi-
rus de Inmunodeficiencia Humana)
de gran importancia durante los afios
A ochenta, cuando se descubrié que
4 provocaba en las personas el Sindro-
me de Inmunodeficiencia Adquiri-
da (sida), un virus que ocasiona que
nos volvamos susceptibles a muchas
otras enfermedades porque nuestro
sistema inmune se deprime.

No obstante, existen controversias al

respecto, en teoria para que una vacuna

obtenga la autorizacién oficial para ser
administrada debe pasar por anos de in-
vestigacion, a fin de evaluar suseguridad y
eficacia. Hoy, los investigadores han puesto Durante aquella década, las perso-
todo su esfuerzo en el desarrollo de proto- nas con VIH inevitablemente morian
colos y procedimientos éticos a fin de pro- de sida, pero después de afios y afnos de
porcionar mas beneficios que efectos daninosala poblacién.  investigacion utilizando la clonacién, se obtuvieron unas



proteinas, llamadas “interferones”, cuya funcién es acti-
var el propio sistema inmune para atacar al virus; ahora
sabemos que quien tenga VIH no forzosamente morira
desida.

En laagricultura, los genes clonados o productos de la li-
gacion pueden producir cultivos transgénicos para que,
de esta manera, sean mas resistentes a enfermedades,
plagas o a los diferentes cambios climaticos. Si bien este
avance ayuda a enfrentar desafios alimentarios, ademas
de favorecer la economia de muchos agricultores, esto ha
generado muchas interrogantesy posturas opuestas, de-
bido a que surge la preocupacion de si estos alimentos
son aptos para el consumo o hasta qué punto podrian al-
teraral medioambiente, pues al modificar genes que im-
piden que las plantas tengan plagas, también se puede
afectar a insectos que son beneficiosos. Al respecto, sur-
gen otras inquietudes como qué tan justo seria que solo
algunas empresas tuvieran el control de ciertos produc-
tosy qué tan saludables serian los alimentos modifica-
dos (Figura 4).
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Figura 4. Modificacion genética aplicada en la agricultura.
Fuente: Creacion propia, usando https://BioRender.com

Si bien las técnicas de clonacién nos brindan muchas
oportunidades para mejorar situaciones que, por ahora,
no son posibles de controlar, también presentan fuertes
desafios éticos que deben ser consideradosy resueltos. La
capacidad de manipularel ADNy crear organismos gené-
ticamente modificados ha sido motivo de grandes deba-
tessobre la seguridady la responsabilidad que conlleva su
uso. De ahi la urgencia de establecer protocolos y normas
dirigidos a proteger laseguridad y a mitigar las inquietu-
des que este tipo de técnicas puedan causar. Es necesario
asegurar que todos aquellos que se encargaran de la clo-
nacion molecular, hagan un uso responsable y ético.

En conclusion, la ligacién en biologia molecular es una
etapa importante en el proceso de clonacion del ADN,
al permitir la unién de fragmentos de ADN con el vector,
armando una especie de rompecabezas para obtener ge-
nes que funcionen adecuadamente y pueden eliminar o
controlarenfermedades. Los avances en la produccién de
biofarmacos, terapia génica, investigacion genéticay bio-
tecnologia agricola deben irsiempre de la mano de la éti-
ca, siempre pensando en el beneficio de la sociedad.

Sibienla clonacién nos brinda grandes oportunidades en
el campo de la medicinay la biotecnologia, también con-
lleva a unainmensa responsabilidad de caracter ético, de
ahi que todos los interrogantes deberan ser seriamente
considerados. Asimismo, es necesario establecer protoco-
los éticos que garanticen un uso responsable de las técni-
cas de clonacién, donde el proceso de ligacién es la magia
que los investigadores siempre desearan ver como medio
paralograr la satisfaccién de ayudar a controlar una enfer-
medad, sea en humanos, animales o plantas.




