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Biología sintética

La biología sintética es un campo científico que involucra el diseño de
nuevas funciones biológicas, o el rediseño de vías existentes, para
concretar aplicaciones para el ser humano.

Su organización y armado requiere de definir la función y la materia vivaSu organización y armado requiere de definir la función y la materia viva
donde se anidará.

También, es importante conceptualizar que se necesitan partes
ó ( )biológicas (biobricks), las cuales deben conectarse ordenadamente para

definir dispositivos, los cuales a su vez deben conectarse para construir
circuitos complejos o sistemas.

En vistas de ello, y dado que toda función biológica tiene su biogénesis
en el DNA, se requieren de herramientas que faciliten su construcción.



Biología sintética
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Biología sintética

La construcción de nuevos sistemas biológicos requiere de etapas de
clonado molecular para el armado de las secuencias codificantes.

También, luego es necesario incorporar tales clusters génicos sobre
materia vivamateria viva.

Para optimizar las aplicaciones de biología sintética en materia viva
existen dos aproximaciones centrales: delecionar la información

ógenómica natural que no es vital, o sintetizar de novo genomas y a
través de ellos, a los organismos.



¿Cuáles procedimientos de 
clonado molecular se utilizan para 

construir los circuitos génicos?



Biología sintética
Cl d l l i itClonado molecular circuitos

Una vez definido el diseño del circuito genético, debe decirse el
procedimiento de clonado molecular apropiado para su constitución.

Estos procedimientos también se denominan como tecnologías de
ensamblado y requiere de contar con todos los biobricks en dsDNAensamblado y requiere de contar con todos los biobricks en dsDNA.

Existen diferentes aproximaciones metodológicas, entre las cuales
destacan:

Ensamblado estándar con ER y DNA ligasas

Ensamblado in-fusion

Clonado independiente de secuencia y ligasa (SLIC)

Ensamblado Gibson

Clonado 
molecular 
recombinogénico Ensamblado Gibson

Ensamblado Golden Gate
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Biología sintética
Cl d l l i itClonado molecular circuitos

E bl d tá dEnsamblado estándar

Fragmentación con ER.

Ligación con DNA
ligasa de fragmentos
con extremos compa-
tibles

Lee et al.Emerging Tools for Synthetic Genome Design. Mol. Cells 35, 359-370, May 31, 2013
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Biología sintética
Cl d l l i itClonado molecular circuitos

E bl d i f iEnsamblado in-fusion

Amplificación por PCR
(15 nt de homología).

Tratamiento con mezcla
In-fusion.

Lee et al.Emerging Tools for Synthetic Genome Design. Mol. Cells 35, 359-370, May 31, 2013
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Biología sintética
Cl d l l i itClonado molecular circuitos

E bl d SLICEnsamblado SLIC

Amplificación por PCR
(25 nt de homología).

Tratamiento con T4
DNA polimerasa.

Annealing y reparación

Lee et al.Emerging Tools for Synthetic Genome Design. Mol. Cells 35, 359-370, May 31, 2013
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Biología sintética
Cl d l l i itClonado molecular circuitos

Ensamblado GibsonEnsamblado Gibson

Amplificación por PCR
(15 nt de homología).

Tratamiento con Gibson
mix (.Exonucleasa T5,
DNA pol y DNA ligasa)

Lee et al.Emerging Tools for Synthetic Genome Design. Mol. Cells 35, 359-370, May 31, 2013
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Cl d l l i itClonado molecular circuitos

New England Biolabs
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Cl d l l i itClonado molecular circuitos

Ensamblado Golden Gate

Amplificación por PCR
(15 nt de homología).

Tratamiento ERIIS 
(BsaI) y DNA ligasa

Lee et al.Emerging Tools for Synthetic Genome Design. Mol. Cells 35, 359-370, May 31, 2013
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Cl d l l i itClonado molecular circuitos

New England Biolabs
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Cl d l l i itClonado molecular circuitos

IGEM



Biología sintética
Cl d l l i itClonado molecular circuitos

Los procedimientos anteriores pueden utilizarse combinados.

Actualmente, existen bibliotecas de biobricks con diferentes sintaxis
(promotores, RBS, UTRs varios, operadores, ORFs de reguladores o de
actuadores y sensores etc ) a partir de las cuales pueden ensamblarseactuadores y sensores, etc.) a partir de las cuales pueden ensamblarse
circuitos genéticos.

Algunos de estos biobricks son universales, mientras que otros son
f íffacultativos y algunos, específicos de hospedador.

Una vez confeccionados los circuitos genéticos, éstos se pueden evaluar
en formato de plásmidos dentro de la materia viva elegida para laen formato de plásmidos dentro de la materia viva elegida para la
función.

Finalmente, validada la función, pueden insertarse dentro del genoma
d l t i i tióde la materia viva en cuestión



¿Cuáles procedimientos existen 
para delecionar fragmentos de 

genomas naturales?



Biología sintética
Edi ió d t lEdición de genomas naturales 

Los genomas naturales presentan información redundante, entre la
que se encuentran numerosos puntos de control para la diferente
expresión de los fenotipos. En tanto, los transposones también podrían
ser eliminados.

Dado que los organismos evolucionan sin un plan (acumulan cambios
genómicos por procesos de selección y deriva génica gracias a conseguir
un éxito reproductivo diferencial), las secuencias de los genomas
muestran vías muertas, otras en elaboración o regiones poco relevantes.

En función de lo anterior, sería plausible editar la información contenida
en un genoma, eliminando lo irrelevante o auxiliar, y dejando sólo loen un genoma, eliminando lo irrelevante o auxiliar, y dejando sólo lo
esencial.

Si bien es cierto que aún no sabemos el rol que cumple cada secuencia
i í b t t b l t id ten un ser vivo, sí conocemos bastante sobre el contenido presente en

ciertos organismos modelo.



Biología sintética
Edi ió d t lEdición de genomas naturales 

La idea de reducir genomas dejando lo mínimo esencial requiere de
procedimientos experimentales de edición, y de un conocimiento acabado
del rol de cada locus.

Por ello, es necesario revisar toda la literatura científica para integrar el
conocimiento genómico funcional que se tiene sobre distintos organismos.

Por ejemplo, EcoCyc es una base de datos sobre el contenido
informacional de Escherichia coli K12.
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Biología sintética
Edi ió d t lEdición de genomas naturales 

La deleción de secuencias puede realizarse de una manera dirigida
utilizándose actividad endonucleasa sitio específica.

La introducción de DSB (Double Strand Breacks) por estas enzimas,
estimula a la maquinaria de reparación, pudiéndose realizar un
mecanismo HDR (Homologous DNA Repair) con un DNA donor
suministrado ad hocsuministrado ad hoc.

De este modo, pueden controlarse deleciones precisas. También es
oportuno valerse de la integrasa Cre y su secuencia diana loxp para la
misma tarea.



Biología sintética
Edi ió d t lEdición de genomas naturales 

Nucleasa
Zinc Finger

Lee et al.Emerging Tools for Synthetic Genome Design. Mol. Cells 35, 359-370, May 31, 2013
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Edi ió d t lEdición de genomas naturales 

TALENTALEN

Lee et al.Emerging Tools for Synthetic Genome Design. Mol. Cells 35, 359-370, May 31, 2013
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Edi ió d t lEdición de genomas naturales 

CRISPR/
Cas 9

Lee et al.Emerging Tools for Synthetic Genome Design. Mol. Cells 35, 359-370, May 31, 2013



Biología sintética
Edi ió d t lEdición de genomas naturales 

La deleción de secuencias también puede realizarse de una manera
azarosa.

Para este fin, se han desarrollado procedimientos experimentales que
posibilitan reducir un genoma.

Y para una mayor tasa de éxito pueden combinarse procedimientosY para una mayor tasa de éxito, pueden combinarse procedimientos
dirigidos y otros al azar para lograr genomas mínimos.

Los genomas mínimos son una base ideal para utilizar como plataformas
para circuitos genéticos de diseño, previamente ensamblados a partir
de biobricks.
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Biología sintética
Edi ió d t lEdición de genomas naturales 

Reducción del genoma de Escherichia coli



¿Cuáles procedimientos existen 
para sintetizar genomas 

artificiales?



Biología sintética
C t ió d tifi i lConstrucción de genomas artificiales 

Los circuitos genéticos para generar aplicaciones de biología sintética
se pueden introducir en genomas naturales (silvestres o mínimos) ose pueden introducir en genomas naturales (silvestres o mínimos),o
bien, en moléculas genómicas artificiales (ya sean segmentos o genomas
enteros).

La construcción de genomas artificiales se inició con la síntesis del
genoma del virus de la Polio en el año 2002*.

En el año 2008 se sintetizó el primer gemoma de un organismoEn el año 2008 se sintetizó el primer gemoma de un organismo
(Mycoplasma genitalium JCVI-syn 1.0, 582.970 pb).

En el año 2010, se hizo el reporte de la síntesis completa del genoma de
b t i (1 08 Mb M l id JCVI 1 0) ti d luna bacteria (1,08 Mb; Mycoplasma mycoides JCVI-syn 1.0), a partir del

cual se generaron células vivas***.

*Cello, J., Paul, A.V., and Wimmer, E. (2002). Chemical synthesis of poliovirus cDNA: generation of infectious virus in the absence of natural template. Science 
297, 1016-1018.

** Gibson et al. (2008). Complete Chemical Synthesis, Assembly,and Cloning of a Mycoplasma genitalium Genome., 1215 (2008);319 Science

*** Gibson, D.G., Glass, J.I., Lartigue, C., Noskov, V.N., Chuang, R.Y.,Algire, M.A., Benders, G.A., Montague, M.G., Ma, L., Moodie, M.M., et al. (2010). 
Creation of a bacterial cell controlled by a chemically synthesized genome. Science 329, 52-56. 
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C t ió d tifi i lConstrucción de genomas artificiales 

Casetes sintetizados conteniendo la información genómica de Mycoplasma genitalium
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Casetes sintetizados 
conteniendo la información 
genómica de Mycoplasma 
genitaliumgenitalium
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C t ió d tifi i lConstrucción de genomas artificiales 

Estrategia de 
ensamblado de los 
casetes.
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C t ió d tifi i lConstrucción de genomas artificiales 

El ensamblado final se hizo porEl ensamblado final se hizo por 
recombinación in vivo en levaduras.

Dicho procedimiento se denomina TAR 
Cloning (Transformation-associated 
recombination)
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C t ió d tifi i lConstrucción de genomas artificiales 

Genoma sintetizado como el de Mycoplasma genitalium
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C t ió d tifi i lConstrucción de genomas artificiales 

El genoma sintetizado luego fue trasplantado a una célula, 
procedimiento que habían puesto a punto previamente



Biología sintética
C t ió d tifi i lConstrucción de genomas artificiales 

Mycoplasma capricolum antR

Genoma sintético
Mycoplasma mycoides

Transplante

ant

Mycoplasma mycoides



Biología sintética
C t ió d tifi i lConstrucción de genomas artificiales 

Las bacterias sintéticas son resistentes a antibióticos y presentan 
el gen lacZ.

Mycoplasma mycoides sintética
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Análisis proteómico para corroborar la identidad.
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C t ió d tifi i lConstrucción de genomas artificiales 

Sacharomyces cerevisiae tiene un genoma de alrededor de 12 Mb,Sacharomyces cerevisiae tiene un genoma de alrededor de 12 Mb,
distribuido en 16 cromosomas.

Se ha descripto que esta levadura posee alrededor de 6000 genes
codificantes de proteínascodificantes de proteínas.

5000 de esos genes, se cree que son individualmente no esenciales.

Lo que aún no se sabe es cuántos de esos genes pueden ser
simultáneamente eliminados para propender a un organismo eucariota
con genoma mínimo.

Con vistas a conseguir el objetivo anterior, se evaluó la posibilidad de
diseñar y sintetizar un cromosoma para levaduras.
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¿Qué hay sobre el diseño de 
nuevas moléculas informativas 

que reemplacen el DNA en biología 
sintética?sintética?
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C t ió d tifi i lConstrucción de genomas artificiales 

Dado que la síntesis de células con genomas de diseño parece ser unDado que la síntesis de células con genomas de diseño parece ser un
futuro relativamente cercano, generándose así nueva materia viva, se
está estudiando la posibilidad de que la información se almacene en
polímeros diferentes al DNA.

De este modo, podría evitarse un flujo horizontal de información entre la
materia viva natural y la sintética.

Así es que ha surgido el campo de investigación que tiene como
objetivo generar ácidos nucleicos no-naturales para biología sintética.

En general estos ácidos nucleicos se denominan XNA por xeno nucleicEn general, estos ácidos nucleicos se denominan XNA, por xeno-nucleic
acid.
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