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Resum o abstract

La transgeénesi és un tema d’actualitat que consta de moltes vessants i que sol protagonitzar situacions
polemiques. Concretament, s’investiguen tres d’elles: la cientifica, 'economica i la social. Des del punt de
vista cientific, es realitza una analisi exhaustiva sobre les tecniques d’enginyeria genética que poden ser
aplicades segons el tipus d’organisme que es tracta. Per a entrar en contacte amb l'aplicaci6 fisica de la
transgenesi, es descriu la situacio economica que en deriva juntament amb les diverses conseqliencies de
la comercialitzacio dels transgenics. Amb 'objectiu de comprendre la visio social, s’examina I'opinié publica
i la percepcio occidental, la qual es complementa amb la difusié d’'una enquesta que engloba diversos
aspectes. Simultaniament, s’avaluen experimentalment els passos previs a la creacié d’un organisme
transgenic mitjangant I'exploracioé de la incapacitat de fermentar maltosa d’una de les seglients espécies de

llevat Saccharomyces cerevisiae: RMI |-1A i BY4741.

La transgénesis es un tema de actualidad que consta de muchas vertientes y que suele protagonizar situaciones
polémicas. Concretamente, se investigan tres de ellas: la cientifica, la econdmica y la social. Desde el punto de vista
cientifico, se realiza un exhaustivo andlisis sobre las técnicas de ingenieria genética que pueden ser aplicadas segiin
el tipo de organismo que se trata. Para entrar en contacto con la aplicacién fisica de la transgénesis, se describe
la situacién econémica que deriva junto con las diversas consecuencias de la comercializacion de los transgénicos.
Con el objetivo de comprender la visién social, se examina la opinién publica y la percepcién occidental, que se
complementa con la difusién de una encuesta que engloba varios aspectos. Simultdneamente, se evalian
experimentalmente los pasos previos a la creacion de un organismo transgénico mediante la exploracion de la
incapacidad de fermentar maltosa de una de las siguientes especies de levadura Saccharomyces cerevisiae: RM [ |-

IAy BY4741.

Transgenesis is a topical issue that has many facets and is often responsible for controversial situations. Specifically,
three of them are investigated: the scientific, the economic and the social one. From a scientific point of view, a
thorough analysis is performed on the genetic engineering techniques that can be applied depending on the type
of organism being treated. To get in touch with the physical application of transgenesis, the economic situation that
derives from it is described with the consequences of the commercialization of transgenics. In order to understand
the social vision, public opinion and Western perception are examined, which is complemented by the dissemination
of a questionnaire that encompasses several aspects. Simultaneously, the previous steps to the creation of a
transgenic organism are evaluated experimentally by exploring the inability to ferment maltose from one of the

following species of yeast Saccharomyces cerevisiae: RM | |-1A and BY4741.
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I. PROJECTE DE RECERCA



I.1. Objecte d’estudi

Tecniques Innovacioé Etica Visio social Economia

Proposits del treball de recerca

El treball de recerca que s’efectua centra els seus proposits en diferents objectes d’estudi: les técniques
de transgenesi aplicades a éssers vius, innovacions que en podran derivar, I'ética metodologica, la visio

social i la relacié amb I'’economia.

En primer lloc, es vol observar i plasmar en la recerca la manera en qué la metodologia i els avencos
cientifics han progressat. Alhora, es pretén realitzar una comparacié de caire cronologic, que projecti
com han millorat les tecniques amb el pas del temps. Mitjangant la lectura d’articles i de llibres, I'assisténcia
a laboratoris i les entrevistes a professionals que s’efectuaran durant els propers mesos es podra,
probablement, satisfer el primer dels anhels. Es sovint recurrent que en els estudis cientifics en qué es
basa el treball s’expliquin les metodologies més arcaiques per a contrastar-les amb les més recents i aixi
ressaltar els seus beneficis. Entre d’altres, la recerca es centrara en aspectes relacionats amb la medicina,
com ara la utilitzacié de vectors virals per la cura de certes malalties com la Sindrome d’Immunodeficiencia

Combinada Severa (SCID o severe combined immunodeficiency).

En segon lloc, s’aspira a aconseguir visualitzar possibles innovacions futures, establir hipotesis de
treball i qliestions que siguin resoltes quan es finalitzi el projecte. La intencié és poder desenvolupar una
mirada més curiosa i oberta al mén de la ciéncia, que mostri el ventall de possibilitats en qué centrar-se i
establir projeccions que, posteriorment, podran ser acceptades o desmentides. Es a dir, després de

realitzar la recerca pertinent, es veura la viabilitat dels plantejaments inicials.

En tercer lloc, s’expecta fer una analisi exhaustiva i des de I'objectivitat de I'acceptacio social i I'ética

respecte els processos i les finalitats amb que es posen en practica els coneixements actuals sobre la



transgeénesi. Malgrat la intencié de seleccionar la informacid proporcionada des de la neutralitat, és
necessari detenir-se més en algunes postures que han sigut més problematiques i han despertat més

interes dins del col lectiu de professionals en I'ambit.

En quart lloc, i intimament relacionat amb I'aspecte anterior, es vol tractar la visio social, la desinformacio
i els problemes que, des dels inicis de la transgénesi, han conduit a un rebuig desinteressat per part de la
societat. L’ésser huma es caracteritza, per naturalesa, per la seva curiositat insaciable, pero alhora per la
por respecte el desconegut. Els qui neguen la remota consequéncia positiva per part de la ciéncia ho fan
per desconfianga, per la sensacié que el mon hermétic i privat els transmet. Si, en canvi, es tractés amb
més normalitat i les eines propagandistiques no s’aprofitessin de I'atraccié del public amb titulars confusos
siné que prioritzessin la cultura i el coneixement fiable, es podrien entreveure els grans beneficis que

s’estudiaran en el projecte.

En cinque lloc, és extremadament rellevant considerar qualsevol impacte que els transgénics puguin tenir
sobre 'economia i l'estabilitat d’'un pais. Una de les consequéncies positives més conegudes de la
transgenesi és la disposicié de productes a un cost més assequible. De la mateixa manera que els productes
electronics s’abarateixen a mida que passen de ser un luxe a ser una necessitat, és possible que I'is extensiu
de transgénics proporcioni un accés més facilitat a les necessitats, que seran molt més abundants i,
consequientment, menys restringides. Cal considerar que, presumiblement, s’alteraria radicalment el balang
social que coneixem avui en dia. Si la tendéncia economica deixa de trobar-se en equilibri i les posicions
centrals augmenten, deixara d’existir I'opuléncia i la sumptuositat alhora que la pobresa i la miséria per a
donar pas a un nou estament caracteritzat per I'equitat. A més, el facil accés a la medicina tindria impactes
beneficiosos en poblacions tercermundistes, principalment, en qué actualment hi ha un limitat abast de
vacunes, medicaments i personal sanitari. Si es trobessin alternatives més resistents i adequades per les
condicions menys favorables, la desigualtat sobre la salut s’alleugeriria, entre moltes altres aplicacions i

impactes de la transgenesi sobre la societat i la seva economia.

Els objectius redactats anteriorment representen els proposits inicials del treball de recerca.



I.2. Preguntes metodologiques

Per a endinsar-se en la tematica del treball, és pertinent plantejar-se qiiestions inicials i prévies a la recerca
d’informacié més concisa. Realitzant preguntes superficials sobre el tema, es pot adquirir un coneixement

basic que permetra comprendre el sentit global de 'ambit.

Seguidament, es mostren les interrogacions al {udides amb anterioritat.

Que es considera com
a organisme
transgenic?

La transgenesi sera En que es diferencia la
facilment accessible transgenesi de la
per a qualsevol seleccio? | de la

personal modificacio genética?

En un futur, els
aliments transgenics
eclipsaran els que no
ho sén? Quin creus

que és 'impacte sobre
I’economia?

Esquema de les preguntes metodologiques

I. Qué es considera com a organisme transgeénic?

Sovint es sent a parlar d’organismes transgenics, pero molts cops es fa des del desconeixement. Per

tant, és necessari establir-ne el significat.

Hi trobem controversia per saber com distingir un aliment transgenic perque, qué comporta que ho

sigui? Quin factor és el que ho determina?



Per exemple, la confusio es podria relacionar amb la seva identificacié en els supermercats, en els
quals es mostra publicament quins aliments ho sén amb una etiqueta. Malgrat aixo, se’n desconeix

I'origen del rebuig cap a la transgenesi.

2. En que es diferencia la transgénesi de la seleccio? | de la modificacié genética?
De nou, conéixer-ne la dissimilitud entre ambdés conceptes resulta fonamental per la comprensio

optima dels diversos termes que engloba I'assumpte que es tracta al llarg del treball.

3. En un futur, els aliments transgénics eclipsaran els que no ho s6n? Quin creus que és
limpacte sobre I’economia?

No només és insigne discernir les definicions dels mots, sind que també és rellevant determinar les

possibles conseqiiéncies que podrien derivar-ne de I'Us en un futur. Els impactes socioeconomics sén

dels més significatius a tenir en compte deguda la seva implicacio en el dia a dia.

4. La transgeénesi sera facilment accessible per a qualsevol persona?
Després d’efectuar I'estudi necessari sobre les implicacions en I'economia, se’'n podra predir amb
exactitud I'accessibilitat del producte. Alhora, pero, calen ser considerats els diversos canvis socials

com ara grups reivindicatius emergents.



I.3. Hipotesis de treball

Un organisme transgeénic és el que ha estat sotmés a manipulacions per part de ’lhuma
mitjancant eines genétiques propies dels laboratoris.
A l'organisme se li incorpora un fragment de DNA ali¢ al seu genoma que sera transmes a les seglients

generacions de forma hereditaria.

La transgénesi i la selecci6 es diferencien per I’origen de la qualitat fenotipica desitjada.
Per tant, la transgénesi és un tipus de modificacié genética.
La seleccid és el resultat de I'adaptacié d’un organisme al medi i les condicions ambientals que

comporta. Se’n poden diferenciar dos tipus, la natural i I'artificial.

Mentre en la natural la transcendéncia d’'una espécie ve regida per la naturalesa, l'artificial és
determinada per I'accié de I'home. Per tant, I'aparici6 de nous factors genetics i fenotipics és
consequéncia de mutacions que el progenitor presenta a 'atzar i la seva preservacio, en el cas de la

seleccio artificial, depen dels encreuaments realitzats per I'ésser huma.

En canvi, la transgenesi abasteix un ventall de possibilitats més ampli pel fet que pot introduir
modificacions d’altres éssers que no pertanyen a I'organisme de manera natural. Per aixo, cal no
confondre-la amb la modificacié genética ja que, tot i que n’és un tipus, no tots els organismes
modificats genéticament son necessariament transgenics. Per exemple, la supressié de gens d’un

organisme no es considera propia de la metodologia transgenica.

Els aliments transgénics sobrepassaran als tradicionals a mida que els seus beneficis
s’evidenciin. A causa de I’extensi6 de la transgénesi, ’economia té tendéncia a centrar la

mediana social al centre, a una condicié estandard.



L'exit dels aliments modificats genéticament dependra de diversos factors.

En primer lloc, la visi6 social sobre els organismes esmentats sera clau per aconseguir que puguin
arribar a ser més consumits que els aliments no modificats genéticament. Per tant, sera necessari que
els consumidors deixin de tenir una imatge negativa sobre ells, sovint lligada al concepte de perillositat.
Alhora, la visidé que algunes persones tenen sobre els OMG és contradictoria, ja que opinen que es

tracten d'aliments artificials, quan tot el que ingereixen mai ha sigut completament natural.

En segon lloc, perque els aliments transgenics tinguin exit caldria que els processos que, per exemple,
la Uni6 Europea duu a terme per a garantir la seguretat del consum d'OMG esdevinguessin més rapids

i tinguessin més facilitats legislatives, que haurien de ser controlades des de I'ambit politic.

Malgrat els canvis que caldria fer, cal esmentar altres aspectes que podrien ser causes del succés dels
OMG de forma immediata. El fet que es tractin d'aliments modificats genéticament fa que puguin
adaptar-se a qualsevol tipus de clima i d'ambient a partir de la introduccié de gens al seu genoma que
els atorguin determinades propietats. Aixi, els OMG oferirien la possibilitat de diversificar els aliments
disponibles en diversos llocs del moén, fet que podria donar peu a la seva reeixida. A més, les
transferéncies genétiques podrien fer que els agricultors estalviessin diners en la compra de productes
com per exemple els pesticides, ja que els cultius haurien estat modificats geneticament, esdevenint
organismes resistents a les plagues, a insectes o a virus, entre d’altres. Aixo alhora faria que hi hagués
menys perdues en la produccié i una major qualitat del producte. A més, el menor Us de pesticides
faria que menys ma d'obra fos necessaria i reduiria I'impacte de productes agroquimics al medi
ambient, ja que els herbicides associats als cultius transgenics son més facilment degradables. D'altra
banda, els cultius transgenics suposarien menys costos en I'is de maquines i en el control mecanic de
males herbes. Per tant, els cultius transgenics tindrien un rendiment més elevat i serien més rentables
que els convencionals. Per ultim, logicament, es produiria una major inversid en investigacio i
desenvolupament cientific i en corporacions de |'ambit biotecnologic. A més, si es pogués aconseguir
un accés més inclusiu als aliments saludables, es solucionaria un dels actuals problemes de I'economia
i 'alimentacio: I'excessiva ingesta de productes processats deguda la seva accessibilitat a causa del seu

baix cost. Si s’aconseguis, es podria garantir una notable millora en la qualitat dels productes.



Tots els avantatges economics i mediambientals també contribuirien a I'éxit dels OMG.

Pobresa Normalitat Riquesa Pobresa Normalitat Riquesa

Abans Després

Representacié esquematica de la inversié econdmica i I'abastiment de productes

4. Com ha succeit amb altres productes, la transgenesi passara de ser un concepte alié a
ser una necessitat.
Des de fa pocs anys, biohackers com el Josiah Zayner, treballen amb I|'objectiu d'apropar
I'experimentacio cientifica a la societat, sobretot en I'ambit de la genética. De fet, ell, a través de la
seva empresa The Odin, ven el que ell defineix com a kits educatius, és a dir, caixes amb el material
necessari per portar a la practica diferents experiments en I'ambit de I'enginyeria genética, com per
exemple I'edicié de cél fules humanes o la creacié de Repeticions Palindromiques Curtes Agrupades i
Regularment Espaiades (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats o CRISPR). EI CRISPR
son sequiéncies repetitives presents en el DNA bacteria que contenen material genétic dels virus que
han atacat el bacteri al qual pertanyen, permetent que el bacteri pugui reconéixer nous virus similars
i destrueixi el seu material genétic. Es podria dir que el CRISPR sén unes tisores genétiques que sovint
es fan servir en desenvolupaments terapeéutics per tractar diferents tipus de cancer, malalties de la
sang i altres patologies que es presenten durant el periode de gestacio i que poden ser hereditaries o
no, com la ceguera congenita. El CRISPR també permet atacar tumors a partir de I'edicié de cel fules
immunitaries, que ajuda al cos a combatre infeccions i altres malalties, detectar virus en mostres
cliniques, modificar mosquits transmissors de malalties per tal que deixin de ser-ho i, de forma
polémica, manipular embrions humans. En 'ambit de I'agricultura, es fa servir per a eliminar plagues,

augmentar ['eficiencia dels nutrients i fer les plantes més resistents a la sequera, per exemple.
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Finalment, el CRISPR també serveix per generar models cel lulars o animals de malalties humanes als
laboratoris i crear animals lliures de virus perque puguin ser donants d’organs en transplantaments

humans.

Els kits del Josiah Zayner encara no permeten modificar-se genéticament a un mateix, pero es poden
comprar de forma molt facil en linia i, per tant, representen el primer pas perque, en un futur, la

modificacié genética acabi sent totalment accessible per a qualsevol persona.

Com ha passat amb altres productes també, I'is normalitzat causa que, amb el pas del temps, sigui
més assequible la seva disposicié. Per aixo, els aparells electronics com els mobils i els ordinadors o
els electrodomestics de la llar com els rentavaixelles i les aspiradores sense fil, entre d’altres, han
mostrat una clara i progressiva tendéncia de descendiment. Com més alta és la seva sol licitud i
disposicio, el producte perd qualitat i riquesa, ja que passa a ser un abastiment rutinari. De la mateixa
manera, s’expecta poder gaudir de procediments ambientats a la cura de malalties i d’aliments amb

propietats més beneficioses de manera més inclusiva en un futur.

El que realment marcara el futur accés universal a la modificacié genética seran els limits étics que
decidim establir que, segons Josiah Zayner, els seus kits inclouen, ja que permeten que la gent gaudeixi

de les técniques i eviten que cometin errors.



I.4. Metodologia de contrastacio

Amb I'objectiu de verificar les hipotesis, es duran a terme un seguit d’experiéncies practiques que serviran

per recollir informacio i dades utils per fer el treball.

En primer lloc, es preveia la realitzacié d’una practica amb I’Aaron New al Centre for Genomic Regulation al
llarg de dues setmanes del mes de juliol. L’objectiu de I'experiment en qiestid era elaborar una analisi
sobre la capacitat de fermentacio de la maltosa del llevat en funcié de la mutacié a qué hagi estat sotmes.
Per saber-ne més, s’enllaga el document que ha realitzat. No obstant aixo, la situacid de pandémia i les
mesures del centre han canviat la metodologia de la practica, la qual ha estat finalment elaborada de manera
telematica i amb un parell de reunions presencials amb I'’Aaron New. La part practica, per tant, és
computacional, pero els conceptes teorics es mantenen perqué s’estudia la capacitat de fermentacié de
maltosa en I'ambit de la genética i les mutacions mitjangant diversos programes proporcionats per

linvestigador. Els procediments s’expliciten en I'apartat 3.1. del treball de recerca.

En segon lloc, per aprofundir més en el coneixement cientific sobre el tema principal del treball, es preveia
la realitzaci6 d’'una entrevista a 'Alba Hernandez Bonilla, secretaria del departament de Genética i
Microbiologia pertanyent a la Facultat de Biociéncies de Bellaterra, qui hauria pogut proporcionar accés
als laboratoris, on s’hauria dut a terme una altra part practica que hauria calgut concretar. El seu contacte
ha sigut proporcionat per la Rosa Bartolomé Comas, metgessa adjunta del servei de Microbiologia i
Parasitologia pertanyent a I'Hospital Vall d’Hebron, a qui també es preveia realitzar una entrevista,
presumiblement, al setembre. En canvi, per causes personals, cap de les activitats amb els contactes
esmentats ha sigut possible finalment. Per aixo, s’han reforgat els ambits que s’anaven a tractar amb les

practiques amb I'’Aaron New i una enquesta, la qual s’explica en els apartats segiients.

En tercer lloc, centrant-se més en la part social, cultural i economica, la tutora del treball, doctorada en
educacié biomedica, professora i dissenyadora de materials educatius, ens podria fer arribar el contacte

d’una experta en el camp, a qui s’hauria pogut realitzar una entrevista, la qual no ha estat factible finalment.
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Finalment, també en la linia social, cultural i economica, s’expecta elaborar una enquesta de caire
informatiu, educatiu, qualitatiu i quantitatiu per a donar suport a les hipotesis i per a tenir un recull d’'una
representacio que estimaria el pensament de la societat en general. Cal respectar, per tant, 'anonimat
dels participants i garantir que es té el consentiment per a utilitzar les dades obtingudes en el treball.
L’enquesta, per tant, té un gran pes per a corroborar els aspectes que es tracten sobre la visid social en
apartat 2.3. i es troba la seva analisi a I'apartat 3.2, tot i que I'enquesta s’ha adjuntat a I'annex de

documents del treball de recerca.

Amb aixo, es poden complementar tots els ambits que abastira la teoria del treball de forma practica.



2. MARC TEORIC



2.1. Técniques de transgénesi

2.1.1. Animals

L’element clau en qualsevol tipus de procés de transgénesi és el transgen, el gen que es desitja introduir
en un organisme que és I'objecte d’estudi (Felmer, 2004). No obstant aixo, s’ha de tenir en compte que
la construcci6 i 'expressio d’un transgen no només involucren el gen d’interes, els elements de codificacio
i estructurals per a la proteina d’interes, sin6 que també el fet que el DNA transgenic inclogui elements
de control, com per exemple promotors (Gibbons et al., 2014). Les regions promotores o les regions
reguladores de la regid promotora dirigeixen la localitzacid de I'expressié dels gens d’interes cap a un
teixit especific i determinen el moment d’expressio del transgen (Albareda, 1982; Felmer, 2004; Gibbons

etal., 2014).

A més, els promotors, seqiiéncies de DNA que reconeixen els factors de transcripcié i les RNA
polimerases |l que participen en el procés de transcripcio, son un dels mecanismes emprats per facilitar la
integracio optima del transgen, aixi com dels vectors virals, un concepte que s’explicara més endavant.
Concretament, els promotors faciliten el transport del DNA transgénic al nucli, ja que uneixen factors de
transcripcid que afavoreixen que els mecanismes de la cél lula reconeguin el transgen com una molécula
nuclear, facilitant la seva entrada al nucli. Els promotors que es fan servir en la transgeénesi es classifiquen

en promotors constitutius i regulables, o bé en promotors de teixit inespecific o de teixit especific.

Els promotors constitutius o de teixit inespecific produeixen elevats i constants nivells d’expressio dels
transgens en diferents tipus de cél lules eucariotes, les quals, mitjangant mecanismes de defensa, poden
inactivar els promotors a causa del seu origen viral. (Legorreta-herrera et al., 2012) Dos exemples dels
promotors més utilitzats sén el del citomegalovirus (CMV), un tipus de virus de I'herpes, i el del virus
simio 40 (SV-40), el DNA viral del qual es va microinjectar en el blastocel d’un blastocist, és a dir, en la
regio central plena de fluid d’'un embrié en una etapa primerenca del seu desenvolupament, per generar

els primers ratolins transgenics (Legorreta-herrera et al., 2012; Palmiter & Brinstert, 1985).

Els promotors especifics d’un teixit produeixen baixos o moderats nivells d’expressié del transgen, en

comparacio als anteriors ja que només responen a factors de transcripcid que s’expressen en teixit blanc,



és a dir, en teixit adips, el greix corporal. Els promotors regulables regulen I'expressio del transgen en
funcio de la concentracié d’alguna molécula biologica, com les hormones, per exemple. (Legorreta-herrera

etal, 2012)

Cal destacar que la construccié completa pot ser utilitzada per estudiar |'efecte del transgen en cél ules
o organismes sencers. Es pot aconseguir a través de la introduccio, en la regié de codificacio de la
construccio del transgen, d’un gen reporter que codifica per una proteina facilment visible o quantificable
a causa de la seva activitat enzimatica. (Houdebine, 2003) Per tant, els gens reporters es fan servir per
identificar la transgénesi fent un seguiment de I'expressio de la proteina ja esmentada, 'activitat de la qual
ha de ser facilment diferenciable de I'activitat endogena de la cél {ula. El gen reporter que s’esculli no pot
ser toxic per a la cél lula, ha de ser d’una deteccid no invasiva, no ha de destruir teixits i se n’ha de poder
fer un seguiment sense impedir que la cél {ula sigui utilitzada amb altres objectius de forma posterior.
D’altra banda, tots els gens reporters es poden fer servir com a vectors virals, un concepte que s’explicara

més endavant. (Legorreta-herrera et al.,, 2012)

El transgen pot provenir d’un altre animal de la mateixa espécie, d’'un bacteri o bé d’una planta i,
normalment, esta format per diverses sequiencies amb diferents origens, com per exemple en el cas que
es tracta, en que es disposa, d’una banda, del gen que codifica la proteina d’intereés i, de I'altra, del promotor
que dirigeix 'expressio a un teixit determinat (Felmer, 2004; Gibbons et al., 2014). En general, els elements
que formen I'estructura final del transgen soén escollits segons I'objectiu de I'experiment i, particularment,

segons el tipus de cél lula en la qual es té previst que s’expressi el transgen (Houdebine, 2003).

Com es veura a continuacio, la construccié experimental d’un transgen suposa la realitzacid de diversos
passos, comengant amb ['aillament d’'una molécula complexa de DNA i passant per I'Us d’enzims de
restriccio, que divideixen el DNA en localitzacions especifiques, d’oligonucleotids, els quals son sintetitzats
quimicament, del métode de la PCR, que es fa servir per amplificar, és a dir, incrementar el nombre de
copies de fragments de DNA in vitro, i d’una ligasa per associar de manera covalent els fragments de DNA
(Gibbons et al., 2014; Houdebine, 2003). A més, sovint i com també s’especificara més endavant, els
fragments de DNA esmentats s’afegeixen a plasmidis, que son transferits a bacteris de tal manera que els

clons bacterians resultants sén seleccionats i amplificats (Houdebine, 2003).

Actualment, la creacié d’un transgen ha esdevingut molt més facil, ja que existeixen empreses que

sintetitzen molécules de DNA d’una seqiiéncia donada (Gibbons et al., 2014).

Abans d’aprofundir en el procés de construccié d’un transgen, cal establir un dltim concepte, el DNA
complementari (cDNA). Es tracta d’un tipus de DNA artificial produit al laboratori a partir de gens de

cél fules eucariotes. EIl cDNA esta format per seqiiéncies que corresponen Unicament als exons, ja que
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se’ls ha eliminat els introns. Els introns sén regions del DNA que no codifiquen, mentre que els exons sén

les regions que s’expressen i permeten produir proteines.

De forma resumida, el cDNA és important en la transgenesi, ja que permet que els organismes procariotics
(bacteris i cianobacteris) puguin expressar de forma funcional gens provinents d’organismes eucariotics
(animals, plantes, algues, llevats i fongs), que inicialment era impossible a causa de la manca de mecanismes
d’eliminacié d’introns en el DNA dels organismes procariotics. Per tant, el cDNA permet que es pugui
produir un intercanvi de material genétic entre organismes procariotics i eucariotics. (Vigara Fernandez,

Javier; Vega Piqueres, 2016)

P r°ml:t:r 0‘?:‘0_ dela cDNA de  slantitripsina
Felacgmiuting humano
Indicara que la expresion del gen Sera la proteina gue se exprese y
tendra lugar en glandula mamaria excrete en glandula mamaria.

Representacio del funcionament del cDNA

Amb l'objectiu de generar un Organisme Modificat Genéticament (OMG), primerament, és necessari
identificar el gen d’interés i la seqliéncia reguladora a través del Projecte Genoma o bé fent una analisi
genetica d’una caracteristica determinada. El Projecte Genoma Huma va ser un projecte internacional
d’investigacio cientifica dut a terme per determinar els parells de bases quimiques que constitueixen el

DNA huma i per identificar fisicament i funcionalment la mitjana de gens que el formen.

Per tal d’identificar el gen d’interés és clau realitzar diverses proves bioquimiques, aixi com analisis sobre
la funcionalitat de diversos enzims per determinar els més adequats i seqlienciar els seus gens. Com a
resultat, s’obté el gen o els gens que expressen la informacié necessaria per sintetitzar els enzims que
produeixen el fenotip de la caracteristica que s’estudia. Cal remarcar que sovint s’aconsegueix mitjangant
I'estudi de la ruta metabolica del fenotip en qliestio, és a dir, I'estudi del conjunt de reaccions quimiques

consecutives que sén provocades per enzims programats per la cél lula.

D’altra banda, per identificar la seqliéncia reguladora adequada és necessari estudiar les zones reguladores

de diversos gens de I'organisme, els quals s’expressen naturalment i inicament en la zona d’estudi.

Un cop identificada la seqiiéncia reguladora i el gen d’intereés, és necessari separar ambdues estructures

genetiques dels seus genomes respectius mitjangant unes proteines anomenades enzims de restriccié o
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endonucleases de restriccié per poder-les unir entre si. (Bueno i Torrens, 201 1) Els enzims de restriccio
reconeixen seqiéncies de DNA curtes normalment de 6 a 8 nucleotids de forma molt especifica i les
hidrolitzen, és a dir les tallen i divideixen trencant els seus enllagos, de tal manera que deixen extrems
cohesius als fragments de DNA produits. Concretament, ho fan de manera inclinada, de tal manera que
els extrems esdevenen protuberants, és a dir que sobresurten en les cadenes de DNA que formen la

doble helix, anomenades palindromiques.

Els extrems protuberants simétrics generats pels talls del DNA produits pels enzims de restriccio es
poden unir molt facilment en cas que s’estigui experimentant in vitro, ja que si s’inactiven els enzims de
restriccidé per xoc térmic per exemple, té lloc la reassociacio dels fragments de DNA, els extrems dels
quals s’atrauen entre si. Tallant la sequiéncia reguladora i el gen d’interés in vitro, dos DNA de diferent
origen, a través del mateix enzim de restriccio, s’aconsegueix que quan entrin en contacte només tendeixin
a unir-se, ja que el procés deixa fragments de DNA amb extrems cohesius i complementaris. Per realitzar
la unié esmentada i lligar els extrems es fa servir un enzim anomenat DNA ligasa, donant peu a la formacio

del DNA recombinant, un element clau en la clonacié molecular.

A més, els enzims de restriccié son un tipus de defensa molecular dels bacteris davant les invasions virals
que els poden afectar. Quan un bacteri es veu afectat per un virus, els enzims de restriccid que conté
reconeixen el DNA viric i el tallen evitant que es reprodueixi. Els diferents tipus d’enzims de restriccio es
diferencien pel tipus de DNA que reconeixen i la forma en la qual el fragmenten. Actualment existeixen
comercialitzats 600 enzims de restriccio diferents. (Bueno i Torrens, 201 |; Vigara Fernandez, Javier; Vega

Piqueres, 2016)

A continuacio, és necessaria I'obtencié d’'un nimero considerable de copies de DNA recombinant per tal
de poder-lo analitzar i utilitzar. Per poder-ho aconseguir, és necessari inserir el DNA recombinant en un
vector bacteria per poder donar peu a la seva clonacié. Els diferents vectors que poden ser utilitzats es
dissenyen per transportar i allotjar construccions geniques de diferents magnituds. (Bueno i Torrens, 201 |;
Houdebine, 2003) Alguns exemples son els plasmidis, els cosmidis, els bacteriofags Pl, els cromosomes
bacterians artificials (bacterial artificial chromosomes - BACs) o els cromosomes artificials dels llevats
(yeast artificial chromosomes - YACs), els quals poden allotjar fins a 20 kb, 40 kb, 90 kb, 200 kb i 1000 kb
de DNA, respectivament. Cal destacar que el terme “kb” fa referéncia a la mesura de longitud biologica

de la kilobase, una unitat la qual equival a 1000 parells de bases de DNA o RNA. (Houdebine, 2003)

Molt sovint es fa referéncia als plasmidis, molécules de DNA circular que es repliquen de manera
autonoma, o bé a virus com els bacteriofags, un tipus de bacteris que infecten exclusivament organismes

procariotes, quan es parla de vectors en la transgénesi. Tant els plasmidis com els bacteriofags tenen un
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origen natural, pero els que es fan servir en enginyeria genética han estat modificats al laboratori per

poder acollir grans construccions géniques i per fer-les funcionar.

. Gen

ADN
—_— recombinante

AN
Pldemide

Representacié de 'obtencié d’'un plasmidi amb DNA recombinant

Un cop introduit el DNA recombinant en una de les dues estructures esmentades, s’introdueix tot el
complex en un microorganisme (bacteris o llevats) i de forma natural el seu mecanisme biologic
s’encarrega de fer el nombre de copies necessari, clonant el transgen. (Bueno i Torrens, 201 |; Jouve,
2000) Normalment, es fa servir Escherichia coli, un bacteri intestinal, com a hoste del procés de clonacié.
Finalment, s’extrauen els plasmidis dels bacteris o es recuperen els bacteriofags, els quals trenquen
directament el bacteri i surten. A més, fent servir enzims de restriccié adequats, es recupera el DNA

recombinant, la sequiéncia reguladora i el gen d’interés.

Una altra manera d’obtenir moltes copies d’'un DNA determinat és mitjangant la reaccio de la polimerasa
en cadena, la PCR (Polymerase Chain Reaction). (Bueno i Torrens, 2011) Concretament, la DNA
polimerasa sintetitza la cadena complementaria a una regié d’una de les cadenes de la doble helix de DNA,
estructura que ha sigut préviament escalfada a una temperatura d’entre 90 °C i 95 °C durant | minut per
separar els seus dos filaments, un procés anomenat desnaturalitzacio, i refredada a 55 °C per permetre la
hibridacio de dos encebadors a les cadenes de DNA impedint la seva uni6, un procés anomenat alineament.
Els dos encebadors son dues seqiiencies curtes d’entre 15 i 20 oligonucleotids de RNA, cadascuna
complementaria a una sequiéncia d’'una cadena de la doble helix de DNA diferent, que s’associen als
filaments de DNA delimitant la zona de material genétic d’interés. El fet de tenir dos encebadors

simultaniament porta a la sintesi d’'una doble hélix de DNA.

Finalment, per tal de produir copies complementaries al fragment de DNA seleccionat, és necessari
escalfar tot el complex fins a 75 °C perqué un tipus concret de DNA polimerasa, la Taq polimerasa, pugui
generar un filament de DNA complementari a la seqliéncia seleccionada a partir dels encebadors, procés

anomenat extensio. Es tracta d’'una polimerasa provinent d’un bacteri termofil, el Thermus aquaticus, és a
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dir, que requereix temperatures elevades per poder funcionar amb normalitat, contrariament a la majoria
de DNA polimerases, els enzims de les quals queden inactivats a causa de I'escalfament inicial de la doble

helix de DNA.
Els substrats de la reaccio de la PCR sén dATP, dTTP, dGTP i dCTP.

Gracies a un aparell de laboratori anomenat termociclador és possible programar la reaccié de la PCR el
temps que sigui necessari, donant peu a la realitzacié de molts cicles d’'amplificacié amb una autoregulacio
de les temperatures adients en cada moment. Al cap de 30 cicles, el fragment de DNA s’ha arribat a
duplicar fins a 10° vegades. La PCR finalitza a causa d’un esgotament dels substrats. La técnica de la PCR
es fa servir per classificar diferents tipus de genomes, per modificar fragments de DNA in vitro, per
construir gens funcionals a partir de diversos fragments de DNA o per identificar individus en concret,

per exemple, progenitors o assassins.

Cal esmentar que existeixen diverses variacions de la PCR, com per exemple, la RT-PCR, una técnica que
serveix, per exemple, per amplificar el MRNA i detectar agents infecciosos. No obstant aixo, és necessari,
primer, generar una copia del filament del mRNA en cDNA fent servir el primer com a motlle a través de
enzim transcriptasa inversa (Reverse Transcriptase - RT). (Houdebine, 2003; Vigara Fernandez, Javier;

Vega Piqueres, 2016)

Representacioé del funcionament de la PCR
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Representacio del funcionament de la PCR

Per finalitzar la creacié d’'un OMG, només cal introduir el DNA recombinant a la cél {ula hoste mitjangant
la técnica adequada depenent del tipus d’organisme que s’esta modificant, és a dir, si es tracta d’'un

microorganisme, una planta o bé d’un animal.

Independentment d’aixo, existeixen recursos Utils per facilitar la introduccié del transgen en la cél fula
com els vectors, ja esmentats anteriorment, els quals es fan servir com una técnica en si mateixos i com
un complement a altres técniques de transgenesi ja existents. En ambdos casos, es parla de transfeccio, ja
que es fa referencia a la introduccié del DNA d’interes a cél lules eucariotes mitjangant plasmidis i virus,
entre d’altres. De fet, els vectors es poden classificar en vectors virals, com I'adenovirus o el retrovirus, i
en vectors no virals, com els plasmidis, els liposomes, que son vesicules esfériques, o els cromosomes
artificials, que son cromosomes copiats dels originals de I'organisme pero que contenen el gen d’interes.

(Bueno i Torrens, 201 |; Gibbons et al., 2014; Jouve, 2000)

Per Ultim, cal tenir en compte que la introduccioé de seqiiencies de DNA que aillen el transgen, anomenades
insulators o aillants, en la construccié del vector pot evitar que I'expressio del transgen es perdi a curt
termini. A més, el transgen pot desaparéixer per destruccié o a causa de la seva desaparicio en la
descendeéncia, ja que el gen pot romandre en forma episomica, és a dir, en constant replicacio i lliure al
nucli cel {ular. Per tal de millorar 'expressi6 del transgen, es poden incorporar introns artificials al final de
la seva seqiiencia, o inserir el gen al lloc desitjat sense interrompre la funcié de cap gen clau per a la
supervivencia cel fular utilitzant técniques de transgenesi precises. (Legorreta-herrera et al., 2012) El fet
que a vegades el transgen no s’expressi en un organisme, s’observi en teixits on normalment no s’expressa
(expressio ectopica) o en moments del desenvolupament de I'organisme no especifics, pot tenir lloc com
a conseqiiéncia del fenomen del mosaicisme en les cel {ules de la linia germinal dels progenitors de
Pindividu en qliestio, per molt que siguin organismes transgenics. El mosaicisme és el trastorn pel qual un

individu té dos o més poblacions de cél lules amb informacié geneética diferent. (Albareda, 1982)
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A part d’afegir caracteristiques biologiques, com s’ha vist fins ara, també se’n poden suprimir mitjangant la
manipulacié de gens determinats del genoma, interferint la funcionalitat del RNA o substituint el gen.

Llavors, sovint, es parla del concepte de terapia geénica. (Bueno i Torrens, 201 1)
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En I'ambit de la transgénesi animal, en primer lloc, trobem les técniques de transferéncia del gen d’intereés
als gametes, és a dir, directament a les cél {ules sexuals, que sén els ovuls en el cas de les femelles i els
espermatozoides en el cas dels mascles. El tipus de métode en qliestié permet que, un cop hagi tingut lloc
la fecundacio, el DNA fora arribi a totes les cél lules de 'embrid i que, per tant, estigui present en totes
les cel fules de I'individu que n’evolucionara. Es divideix en dos ambits, la transferéncia genética a 'esperma

i els seus precursors i la transferéencia genética als oocits, els precursors immadurs de I'ovul. (Houdebine,

2003)

2.1.1.2.1. A LESPERMA 1 ELS SEUS PRECURSORS

2.1.1.2.1.1. DIRECTAMENT A L’ESPERMA

2.1.1.2.1.1.1. MITJANCANT SMGT

Per comencgar, es tractara un desenvolupament que va provocar molts dubtes respecte el seu
funcionament quan va ser publicat per primer cop, anomenat la transferéncia genética mediada per
'esperma o semen, i, conseqiientment, pels espermatozoides (Sperm Mediated Gene Transfer - SMGT)
(Clark & Whitelaw, 2003). Cal establir que I'esperma madur té un genoma inactiu, és a dir, que no es
replica, el qual esta cobert per protamines, un tipus de proteines nuclears petites que substitueixen a les
histones, un altre tipus de proteina, al llarg de I'espermatogeénesi, la produccié d’espermatozoides. Aixi,
les protamines deixen poc accés al DNA fora en el genoma de 'esperma i, per tant, el transgen no s’hi

pot integrar, pero si que pot associar-se a I'esperma. (Houdebine, 2003)

Es per aixo que es fa servir la técnica de transfeccié d’espermatozoides per tal d’inserir el DNA exogen
al genoma de I'esperma. Es tracta de la incubacid de I'esperma en preséncia del DNA que es desitja
transferir per fer servir els espermatozoides com a vehicle del fragment de material genétic en questio i
com a responsables de la seva introduccié a I'oocit en el moment de la fecundacié in vitro. L’any 1989, es
va descriure per primer cop la generacid de ratolins transgenics mitjangant el métode d’inseminacio

artificial, fent servir els passos descrits anteriorment.
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Representacio de la transgenesi mitjangant SMGT (Fernandez-Gonzilez et al., 2012)

Com s’ha pogut observar, es tracta d’'un métode aparentment molt senzill, perd que va donar peu a una
gran polémica al voltant del fet que la seva reproductibilitat era d’un nivell baix, ja que diferents grups de
laboratori no van ser capagos de reproduir I'experiment amb ratolins. Malgrat aixo, pocs anys més tard,
el mateix grup de descobridors va aconseguir produir porcs transgénics amb el mateix métode,
aconseguint una eficiencia d’entre el 54 i 60% i demostrant que els espermatozoides d’altres espécies eren

capagos de realitzar el procés descrit per incorporar el DNA fora.

Finalment, altres problemes que presenta son les recombinacions amb el DNA genomic que pateixen els
transgens, aixi com les reordenacions o els rearranjaments que tenen lloc en el DNA fora un cop integrat,
com, per exemple, en el cas de vaques, porcs, ovelles i medakes, un tipus de peix japonés. Cal remarcar
que les reordenacions consisteixen en les ruptures i reunions incorrectes de segments cromosomics.
Totes les dificultats esmentades suposen un obstacle per a la formacio de linies d’animals transgenics amb

nivells d’expressio estables. (Albareda, |1982; Felmer, 2004; Houdebine, 2003)

Una de les possibles explicacions a la baixa reproductibilitat de I'experiment és que I'esperma conté
DNAsa, un enzim que hidrolitza el DNA, i, per tant, degrada i fragmenta el DNA fora. L’enzim DNAsa és
abundant en el plasma seminal, es troba associat a 'esperma en quantitats variables i és activat pel DNA
fora, ja que 'enzim DNAsa s’encarrega de protegir a I'esperma de qualsevol tipus de contaminacid. A més,
fenomens com l'electroporacio, és a dir, 'exposicié a un camp eléctric per augmentar la permeabilitat de
la membrana plasmatica, o la transfeccié6 amb agents quimics milloren I'absorcié del DNA d’interés en

I'esperma. (Houdebine, 2003)
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2.1.1.2.1.1.2. MITJANCANT ICSI

D’altra banda, existeix una segona tecnica, la transgénesi mitjangant la injecci®é espermatica
intracitoplasmatica (Intra-Cytoplasmic Sperm Injection — ICS| o ICSI-Tr) que permet transferir transgens
de gran mida, com per exemple de 500 kb, i produir animals transgénics de forma eficag i menys costosa
en comparacié amb altres técniques, ja que potencia la creacié d’embrions modificats geneticament en
diverses especies de mamifers (Gibbons et al., 2014). Es tracta de la injeccid directa d’esperma als oocits
que es fa servir en humans per dur a terme la fecundacio in vitro. De forma experimental, la técnica ha
estat aplicada als Xenopus, un tipus de granotes molt utilitzades pels biolegs per estudiar el
desenvolupament, a les quals no els funcionava I'aplicacié del mateix protocol que en el cas dels mamifers.
També ha resultat un métode exitds en ratolins, pero el seu rendiment no és més elevat que el de la
microinjeccié al pronucli, una técnica que es veura més endavant. La ICS| també és molt util per transferir
fragments de DNA en construccions com el BAC o el MAC (Mammalian Articial Chromosome), un

cromosoma artificial de mamifers que es fan servir com a vector i vehicle de gens nuclears. (Houdebine,

2003)
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Representacio del funcionament de I'lCSI (Fernandez-Gonzalez et al., 2012)

En el cas dels Xenopus, per millorar la integracié del DNA, es pot tractar I'esperma amb Triton, un
detergent apolar suau, o congelant-lo i descongelant-lo, per provocar la desestabilitzacié de la membrana
de I'esperma i, per tant, deixant que el DNA fora pugui entrar lliurament a I'esperma. Una alternativa és
la integraci6 mediada per I'enzim de restriccié (Restriction Enzyme Mediated Integration - REMI).
Consisteix en descondensar el DNA genomic, dividint la cromatina de I'esperma, el DNA nuclear, amb

un enzim de restriccié que reconeix unes localitzacions determinades, donant lloc al mecanisme de
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reparacio i millorant la possibilitat del DNA fora d’integrar-se al genoma de I'embrié. No obstant aixo,
s’ha de tenir en compte que els tractaments esmentats poden reduir la capacitat dels espermatozoides de

fecundar oocits. (Celebi et al., 2003; Houdebine, 2003)

Com a resposta a totes les complicacions detallades, s’ha creat un nou possible métode que es basa en
I'adhesio del DNA d’interés a un anticos monoclonal, un tipus d’anticos produit per un sol clon de limfocits
B, cél lules especialitzades en el sistema immunitari. El complex és capag d’associar-se de forma estable a
esperma a partir del reconeixement d’'una proteina a la superficie del fluid i és utilitzat per fecundar
ratolins, gallines i porcs, donant peu a recent nascuts, el 30% dels quals son animals transgenics.

(Houdebine, 2003)

Cal destacar que també és possible la combinacié de les dues técniques principals explicades, és a dir, la
transferéncia genetica mediada per espermatozoides combinada amb la injeccid intracitoplasmatica de

'esperma (SMGT-ICSI) (Marqués, Margarita M.; Baro, Marta F.; Nicolas, Silvia; Bayon, 2014).
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2.1.1.2.1.2. IN VITRO MITJANCANT CEL LULES DE PRECURSORS DE
L’ESPERMA

En segon lloc, es troba I'Gs de cél lules de precursors de I'esperma per la transferencia de gens in vitro. Per
posar en practica el protocol que es tracta, les cél lules mare (Stem Cells) sén aillades, cultivades sota
unes condicions determinades per prevenir la seva diferenciacio, transfectades pel DNA fora escollit,
seleccionades i introduides al testicle receptor, on es diferencien. L’esperma resultant hoste del DNA fora
es fa servir per fecundar oocits mitjangant el metode ICSI, entre daltres. Cal dir que les cél {ules mare
son aquelles capaces de donar lloc a una o més cel lules diferenciades, és a dir, amb unes caracteristiques
i funcions concretes. Es per aixo que s'anomenen precursors de 'esperma a aquells conjunts de cél ules

que estan parcialment diferenciades. (Celebi et al., 2003; Houdebine, 2003)

2.1.1.2.1.3. IN VIVO DIRECTA A CEL LULES DE PRECURSORS DE
L’ESPERMA

En tercer lloc, es troba la transferencia directa del gen d’interés a les cél lules de precursors de I'esperma
in vivo. Es basa en la injeccié directa d’un fragment de DNA als tubuls seminifers, uns tubs que es troben
a linterior dels testicles i s’encarreguen de produir espermatozoides i la hormona de la testosterona
masculina. Després de dur a terme el procés de fecundacio, les cél {ules que tenen el DNA fora integrat
poden generar animals transgenics, concretament s’han fet servir per obtenir ratolins transgenics amb un
grau d’eficiencia moderat i un grau d’integracié independent en diferents cél 1ules, i, per tant, diferent en

diferents animals. (Celebi et al., 2003; Houdebine, 2003)
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2.1.1.2.2. ALS OOCITS

L’altre tipus de transferéncia genética als gametes consisteix en la transferéncia als oocits. En primer lloc,
trobem la microinjecci6 als nuclis dels oocits, a l'interior dels quals, el DNA no es replica, el DNA fora té
poques possibilitats de ser integrat i no es manté al nucli fins la primera replicaci6 de DNA a I'embrio. Es

per aixo que el metode en qliestioé dona lloc a un baix grau de naixement d’animals transgenics.

En segon lloc, existeix una técnica basada en I'is dels vectors retrovirals utilitzats en terapia génica amb
algunes modificacions, I'aplicacié de la qual resulta exitosa en vaques i micos, encara que no és comparable
al grau d’éxit del métode basat en clonacié animal. Malgrat aixo, els vectors retrovirals que tenen una capa
d’un retrovirus no son capagos d’infectar oocits, ja que hi ha una abséncia de receptors de virus a la
superficie dels oocits. Per posar-hi remei, es fa servir la capa del virus de la estomatitis vesicular (Vesicular
Somatitis Virus - VSV), la qual reconeix fosfolipids de membrana en tots els tipus de cél {ules, permetent
infeccions eficients independentment de I'origen de les cél lules. A més, la zona pel lucida (ZP), la capa
que envolta els oocits dels mamifers, és impermeable als complexos moleculars tan grans com els
retrovirus. Les particules retrovirals s’injecten entre la zona pel llcida i la membrana de I'oocit quan es
troba en la metafase |l, moment en el qual la membrana nuclear és absent, deixant que els vectors
retrovirals tinguin accés lliure a la cromatina. El metode té algunes limitacions a causa dels vectors
retrovirals, com I'eficiéncia limitada, I'espai limitat per a introduir gens exogens, un baix grau d’expressio
dels transgens i la necessitat de controlar els diferents passos per evitar I'esplai dels vectors. (Houdebine,

2003)

Per dltim, és necessari ressaltar que és possible realitzar la transferéncia del gen d’interés, préviament
clonat en bacteris, als gametes mitjangant la microinjeccié de moltes copies del DNA fora dissolt en un
dels dos pronuclis, ja sigui en el del espermatozoide o en el de I'oocit de ratolins recentment fecundats,
justament abans de la fusié dels pronuclis masculi i femeni que dona lloc al nucli de I’embrié unicel ‘ular,
el zigot. Després, 'embrio obtingut s’allotja per fecundacio in vitro a I'Gter de la mare per donar peu al
desenvolupament embrionari. Aixi, el DNA exogen s’integra en la linia germinal resultant en entre un 10%
i 30% de zigots supervivents, i entre un 2% i 40% d’individus evolucionats amb preséncia del gen d’interés.

(Jouve, 2000)
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La transferéncia del DNA fora a embrions d’una unica cel lula permet transmetre el transgen a totes les
cél 1ules que formaran I'organisme que en derivara i a la seva descendéncia. A diferéncia de la microinjeccio
de DNA, les técniques de transfeccio, que es veuran més endavant, basades en vectors sén més apropiades

en el cas de transferéncia de gens en cél lules cultivades al laboratori. (Houdebine, 2003)

2.1.1.3.1. MITJANGCANT MICROINJECCIO PRONUCLEAR

La microinjeccié pronuclear consisteix en la introduccié6 del DNA recombinant en un oocit acabat de
fecundar, és a dir, en injectar una soluci6 de DNA amb una microxeringa controlada per un
micromanipulador que es basa en un equip d’optiques i bragos mecanics mobils. Es tracta d’'un procés

dirigit amb un microscopi. (Bueno i Torrens, 201 |; Gibbons et al., 2014; Houdebine, 2003)

Quan la reproduccié natural dels animals té lloc, el nucli de 'espermatozoide s’introdueix dins de 'oocit
i durant un breu periode de temps, hi coexisteixen els dos nuclis que s’anomenen pronuclis a causa de
I'estadi en el qual es troben. El nucli del zigot s’acaba formant a través de la fusio dels pronuclis. Just abans
del pas descrit és quan, mitjancant la fecundacié in vitro, s’introdueix el DNA recombinant i es
microinjecten entre 500 i 5000 copies del gen d’interes en un dels dos pronuclis. Normalment, encara que
no existeixin diferéncies significatives entre I'Gs del pronucli femeni i el del masculi en el procés de
microinjeccid, el DNA es microinjecta al pronucli masculi, ja que és més gran que el femeni. El métode en
qiestio va demostrar que era possible fer servir un plasmidi recombinant com a vector per transferir gens

forans directament a ’embrio.

Quan els pronuclis es fusionen, sovint el DNA recombinant queda incorporat al genoma, donant lloc a un
zigot transgenic que es desenvolupa al laboratori al llarg d’un parell de dies i que, posteriorment, es
transplanta a I'Gter d’una femella receptora preparada i sincronitzada hormonalment per desenvolupar
embrions a causa del seu aparellament amb un mascle amb vasectomia o de la realitzacié d’un tractament
hormonal, també anomenades pseudogestants. (Albareda, 1982; Bueno i Torrens, 201 1; Felmer, 2004;

Houdebine, 2003; Marqués, Margarita M.; Baro, Marta F.; Nicolas, Silvia; Bayén, 2014)

Si el transgen s’ha inserit amb éxit, I'individu que evolucionara a partir del zigot transgenic sera un animal
transgenic. Aleshores, 'organisme obtingut es fara servir per efectuar aparellaments selectius successius

per obtenir una soca completament transgenica. Cal recordar que una soca és un grup d’organismes d’una
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mateixa especie que comparteixen determinades caracteristiques genetiques especifiques, per exemple,

el fet de ser transgenics i contenir un mateix transgen. (Bueno i Torrens, 201 1)

Representacié de la microinjeccié pronuclear (Organo de divulgacion de la Academia Colombiana de

Ciencias, 2007)

La microinjeccid pronuclear és el métode més utilitzat per generar animals transgenics. Només s’aplica en
el cas de cél {ules individuals cultivades quan la resta de tecniques han resultat ser ineficients, de tal manera

que se’n generen clons i poden ser amplificades

Es tracta d’'un métode que es fa servir en ratolins i altres mamifers des de I'any 1980. Concretament, com
ja s’ha esmentat abans, el primer ratoli transgénic es va obtenir a partir de la microinjeccié del DNA viral
SV-40. L’eficacia de I'obtencié de ratolins transgenics mitjangant la técnica de la microinjeccid es situa
entre el 5% i el 25%, quan es microinjecten molécules lineals. De fet el seu éxit com a técnica i mitja
d’integracié d’un transgen de forma global és molt variable, es tracta d’'una de les seves principals
limitacions. Alguns el localitzen entre I'l% i el 20%, altres per sota del 5% en animals de granja, altres
consideren que entre el 10% i el 30% d’embrions contindra fins a 100 copies del DNA fora per cél fula en
tots els teixits incloent la linia germinal, altres associen un 1% d’éxit a I'ambit dels animals domestics i un
3% als animals de laboratori, o que un 3% i 5% dels animals nascuts son portadors del transgen. En el cas
dels conills i les rates, s’obtenen valors més inferiors i en el cas dels porcs, ovelles, cabres, aus i peixos un

nombre encara més inferior, sobretot en el cas de les vaques.

Cal destacar que els ratolins transgeénics es fan servir per estudiar diferents aspectes dels mamifers,
presenten un sistema de model per estudiar processos de malalties i com a eines de seguiments de canvis.
(Albareda, 1982; Clark & Whitelaw, 2003; Gibbons et al., 2014; Houdebine, 2003; Lodish H, Berk A,
Zipursky SL, 2000; Marqués, Margarita M.; Baro, Marta F.; Nicolas, Silvia; Bayon, 2014; Palmiter & Brinstert,
1985)

Els ovuls microinjectats que donaran lloc a animals transgenics fundadors s’identifiquen mitjangant la
técnica del Southern blot després del seu naixement (Clark & Whitelaw, 2003). Es tracta d’'un metode

utilitzat per identificar la preséncia d’'un gen determinat i la seva mida mitjangant I'is d’'una sonda o un
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polinucleotid que pot realitzar marques radioactives o unions amb un reactiu fluorescent, fet que permet
rastrejar-la. El metode d’electroforesi, que es basa en la separacié de molécules segons la seva mobilitat
en un camp eléctric, i la transferéncia a un filtre de nitrocel lulosa, també hi juguen un paper important.

(Vigara Fernandez, Javier; Vega Piqueres, 2016)

Una alternativa per saber si el gen ha sigut transferit amb éxit consisteix en la introduccié d’un “marker
gene” que es microinjecti amb el gen d’interes i que tingui un producte visible sota el microscopi. Sovint,
es fa servir la proteina de fluorescencia verda (Green Fluorescent Protein - GFP), ja que els embrions que
apareguin de color verd sota llum ultraviolada (UV) voldra dir que contenen el gen de la GFP. Malgrat
aixo, el resultat visual que s’obté no vol dir que el gen d’interés s’hagi integrat, ja que podrien haver-se

separat en el procés d’integracié. (Houdebine, 2003)

Les diferencies en els nivells d’expressié dels transgens en les diferents especies poden tenir lloc com a
consequéncia de diferents factors, entre els quals trobem la dificultat de controlar el lloc on s’integrara el
transgen que es regeix per la concentracio i la forma (circular o linear) del DNA, les diferéncies de
l'activitat dels mecanismes de reparacié del DNA involucrats en la integracié del transgen, o la opacitat
dels ovuls i embrions en animals domestics, concretament en porcs i remugants, a causa de la preséncia
de lipids, que impedeix la visualitzacié dels pronuclis. Aixo obliga a fer servir técniques de microscopia
especials o a realitzar un procés de centrifugaciod per separar els lipids i permetre que es vegin els pronuclis.
Un exemple de la complexitat de I'aplicacio de la técnica en questié en els animals domeéstics esmentats
es basa en uns estudis de transferéncia de gens en bovins en els quals va ser necessari injectar 36500 zigots
per poder generar |8 vedells transgenics. (Albareda, 1982; Felmer, 2004; Gibbons et al., 2014; Houdebine,
2003)

A més, en general, son xifres molt baixes, ja que una gran part dels embrions moren posteriorment a la
microinjeccié principalment a causa de la preséencia d’'un fragment de DNA mutagénic, que dona lloc a
mutacions, i a causa de I'alteracié del DNA endogen al lloc d’integracié del DNA fora. La microinjeccié
pronuclear no pot ser utilitzada per introduir gens en cél lules en nivells de desenvolupament avangats,
pero presenta I'avantatge de no tenir limit en la mida o sequéncia del DNA que es vol introduir.

(Houdebine, 2003; Jaenisch, 1988; Palmiter & Brinstert, 1985)

A més, una gran part dels embrions, s’obtenen després del procés de superovulacio, I'alliberacié de molts
ovuls madurs en un sol cicle menstrual, que sovint s’aconsegueix a través de I'estimulacio dels ovaris pel

subministrament de medicaments (Houdebine, 2003).

La majoria dels animals transgenics fundadors obtinguts amb microinjeccié pronuclear, més del 62%, son

mosaics, és a dir, que només una part de les seves cél lules son portadores del transgen, probablement a
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causa del fenomen del mosaicisme en les céllules germinals dels seus progenitors, ja esmentat
anteriorment. Es creu que el mosaicisme es produeix a causa de la integracié del transgen en el genoma
després de la primera replicacié del DNA cromosomic, després de la primera divisio del zigot. Els animals
mosaics poden transmetre el transgen a la descendéncia pero amb una freqiiéncia menor al 50%.

(Albareda, 1982; Felmer, 2004)
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2.1.1.4.1. MITJANGCANT CEL 1 ULES PLURIPOTENTS

L’ds de cél lules mare embrionaries, també anomenades cél Jules ES (Embryonic Stem Cells — ESC o ES
cells), com a técnica de transferéncia d’un transgen es basa en la seva capacitat de donar lloc a diversos
tipus de cellula, teixits i organs d’'un organisme, gracies a la seva propietat pluripotent. D’altra banda,

també tenen la capacitat d’auto-renovar-se.

Es tracta d'un tipus de cél lules que provenen del massis cel lular intern dels blastocits, les cel {ules que
formen lestructura dels embrions en una etapa molt primaria del seu desenvolupament, anomenada
blastocist, ja esmentada anteriorment. També es fa referéncia al periode descrit amb el nom d’estadi de
blastula que succeeix abans que comencin a formar-se els diversos teixits de I'individu i abans que I’embrio

s'implanti a I'Gter de la mare.

Un cop obtingudes les cél lules mare embrionaries de I'espécie que es desitja modificar, se’ls microinjecta
el gen d’interés a través d’una transfecci6 de DNA o per una transduccid mediada pels retrovirus.
Aleshores, son cultivades in vitro per comprovar que I’han incorporat al seu genoma correctament,
sempre mantenint la seva pluripoténcia i el seu estat indiferenciat gracies a la presencia de factors
inhibitoris de la diferenciacio en el medi de cultiu. Llavors, es seleccionen les cél lules mare embrionaries
que presentin el DNA fora per un fenotip especific, les transplanten a un embrié receptor que es trobi al
mateix estat de desenvolupament que I'embri6 original, i que, per tant, també estigui format per cél lules
mare embrionaries, és a dir, a una morula, un estat encara més previ al blastocist, o a un blastocist. Cal
esmentar que les céllules mare embrionaries modificades son identificades mitjangant la técnica del
Southern blot. (Albareda, 1982; Bueno i Torrens, 2011; Clark & Whitelaw, 2003; Felmer, 2004;
Houdebine, 2003; Jaenisch, 1988; Marqués, Margarita M.; Baro, Marta F.; Nicolas, Silvia; Bayon, 2014)

El blastocist o la morula hoste es desenvoluparan donant lloc a organismes quimeérics, és a dir que
contenen tantes célfules mare embrionaries modificades com de no modificades. Per tant, quan
l'organisme neixi, no sera completament transgenic, sind que sera una barreja de ceéllules mare
embrionaries original i les transferides. Cada cél lula d’un organisme quimeéric, incloent els gametes,
s’origina a partir de les cél lules mare embrionaries del donant, les quals han sigut modificades, o de
embrié receptor. Per tant, una quimera només sera fundadora d’una linia transgeénica si la seva linia

germinal ha sorgit de les cél lules mare embrionaries modificades geneticament. L’alternativa per
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aconseguir una generacid transgenica a partir dels individus obtinguts és la realitzacié d’aparellaments

selectius successius. (Bueno i Torrens, 201 |; Clark & Whitelaw, 2003; Houdebine, 2003)
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Representacio de la transgenesi mitjancant cel {ules pluripotents (Penaranda & Asensio, 2019)

La técnica de les cél lules mare embrionaries és I'inica que permet dirigir per recombinacié homologa o
gene targeting, és a dir, l'intercanvi de seqiiéncies de DNA entre dues molécules, la integracio del transgen
en una localitzacié genomica concreta favorable, transcripcionalment activa, permetent un millor control
de la seva expressié i de la quantitat de copies introduides. A més, possibilita la modificacié dels gens
endogens, ja que la precisio de la tecnologia en qliesti6 permet substituir un gen per una versioé seva
modificada al laboratori, aixi com inactivar 'expressié d’'un gen a través del procés de “knock-out” i

mitjangant un marcador de seleccio o gens selectors.

El major desavantatge de la transgenesi mitjangant cél 1ules pluripotents és I'abséncia del transgen en la
linia germinal de molts dels organismes obtinguts, de tal manera que molts d’ells pateixen el mosaicisme.
A més, la transgenesi mitjangant les cél lules embrionaries només s’ha aplicat en ratolins, també referits
com a murins, ja que de moment és totalment impossible aconseguir I'aillament de cél lules mare

embrionaries d’altres espécies que conservin la seva capacitat de pluripotencialitat.

Entre d’altres utilitats, els diversos models de ratolins transgenics produits mitjangant la técnica en questié
es fan servir per estudiar la funcié genica, “knock-out” s’han fet servir com a models de malalties

genetiques en humans i com a models per analitzar la funcié de gens endogens.
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Cal esmentar que en els udltims anys, s’ha estudiat la derivacié de cel ules mare pluripotents induides
(Induced Pluripotent Stem Cells - iPSCs) que consisteix en la reprogramacié de cel {ules somatiques per
tal d’obtenir cél fules mare pluripotents i que és aplicable a espécies ramaderes. (Albareda, 1982; Bueno i
Torrens, 201 |; Felmer, 2004; Houdebine, 2003; Marqués, Margarita M.; Baro, Marta F.; Nicolas, Silvia;
Bayon, 2014)

2.1.1.4.2. MITJANCANT LA TRANSFORMACIO DE
CEL L ULES SOMATIQUES EN CULTIU | TRANSFERECIA
NUCLEAR (CLONACIO)

La transferéncia nuclear mitjangant ceél lules somatiques (SCNT) requereix 'obtencié preévia de clons
cel fulars a partir d’'una cél {ula diferenciada que conté el gen d’interés, ja que se li ha transferit mitjangant
métodes de transfeccid. Posteriorment, es transfereixen els nuclis de les cél fules somatiques clonades a
oocits enucleats, precursors immadurs de I'ovul als quals se’ls ha eliminat el nucli i, per tant, el seu material
genetic. La fusid entre la membrana del nucli transferit i 'oocit receptor s’aconsegueix mitjangant impulsos
electrics als quals son sotmesos. Llavors, es produeix una activacioé quimica o eléctrica de la divisié cel fular

per a poder aconseguir la formacié dels embrions. (Gibbons et al., 2014; Houdebine, 2003)

El zigot generat és activat per tal que s’inicii el desenvolupament embrionari i, després de ser cultivat in
vitro o in vivo, és transferit a una femella receptora sincronitzada hormonalment que du a terme el procés
de gestacio. Cal recordar que els nuclis de les céllules del blastocist sén capagos de dirigir el

desenvolupament embrionari amb normalitat dels oocits reconstituits, donant lloc a un organisme.

Representacié de la transgénesi mitjancant la transformacié de cél lules somatiques en cultiu (SCNT) (Organo

de divulgacion de la Academia Colombiana de Ciencias, 2007)
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L’inici de I'aplicacio de la clonacié en animals domestics es situa a I'any 1977 amb el naixement de la Dolly,
una ovella clonada resultant de la fusié d’'un nucli d’'una cél lula provinent de la glandula mamaria d’una
ovella adulta, és a dir, de les seves mames o pits femenins, amb un oocit enucleat. Per fer possible un
métode de transferéncia nuclear és clau la coordinacié del cicle cel lular de la cél {ula receptora i el de la
cél fula donant de nuclis. Amb I'experiment descrit, no només es va demostrar que la reprogramacio
nuclear és possible en cél lules adultes i especialitzades, sind que, a més, va permetre la clonacioé en totes
les espécies d’animals domestics i mamifers, com els conills, els ratolins, els porcs, les ovelles, els bovins,

les cabres, els cavalls i les mules, i en altres com les fures o els camells.

Es tracta del métode més utilitzat en la produccié d’animals transgenics de granja, ja que permet generar
diversos organismes transgenics alhora i és entre un 20% i un 50% més eficient que la microinjeccié de
DNA. A més, els animals fundadors mai pateixen mosaicisme i sempre transmeten el transgen a la linia
germinal, ja que es realitzen analisis moleculars abans de la transferéncia nuclear sobre I'estructura i
I'expressié del transgen en les cél {ules donants per assegurar que totes les cél lules de tots els animals

clonats produits contenen el transgen.

La clonacio fa possible la realitzacié de modificacions genétiques precises, entre elles els “knock-out”,
mitjangant I'aplicacié de la recombinacié homologa o gene targeting en els gens endogens de les cél ules
somatiques de forma prévia a la transferéncia nuclear, de tal manera que obre noves possibilitats de
modificacié genética en animals de granja que fins al moment havien estat limitades a les cél lules mare

embrionaries en ratolins, com s’ha vist en I'apartat anterior.

D’altra banda, els donants nuclears poden mantenir-se congelats fins al moment que es decideixi fer-los
servir i es pot escollir el sexe de 'animal clonat, el qual sera el mateix que el de I'animal que es faci servir
com a donant de nucli. (Clark & Whitelaw, 2003; Felmer, 2004; Gibbons et al., 2014; Houdebine, 2003;
Marqués, Margarita M.; Baro, Marta F.; Nicolas, Silvia; Bayon, 2014)

El principal problema del métode mencionat és que genera un elevat nombre d’anormalitats embrionaries,
fetals i perinatals, és a dir, en periodes immediatament anteriors o posteriors al naixement del descendent
(Gibbons et al., 2014). En segon lloc, amb la clonacioé de la ovella Dolly, es va descobrir que es pot produir
un escur¢ament dels telomers, els extrems dels cromosomes, de tal manera que quedin d’una llargada
similar a la dels del donant nuclear. El problema és que I'escur¢ament dels telomers esta directament
associat amb una disminucié de la capacitat de replicacié i amb I'envelliment. Per tant, la SCNT podria, en
un principi, reduir els anys de vida de I'animal. Malgrat aixo, alguns estudis assenyalen que els animals
poden ser clonats a través de la transferéncia nuclear a partir de cél lules d’animals adults d’edat avangada

i que I'escurcament dels telomers determinat per I'edat pot ser invertit. (Larrick & Thomas, 2001)
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El percentatge d’embrions transgenics produits a través del metode en qliestio es troba al voltant d’'un
20%, mentre que el dels animals mamifers nascuts vius és d’entre I'l% i el 3% dels embrions transferits.
Malgrat aixo, en I'especie bovina s’han aconseguit valors d’entre el 15% i el 20%, i en les ovelles d’entre el

8% i el 10%. (Gibbons et al., 2014; Marqués, Margarita M.; Baro, Marta F.; Nicolas, Silvia; Bayon, 2014)
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La transgenesi mediada per vectors virals és molt eficient, ja que els virus ho sén a I'hora d’incorporar el
seu RNA o DNA en el genoma d’una cél lula. De fet, els vectors virals son més eficagos que la técnica de
microinjeccid, encara que la integracid del transgen sigui a I'atzar i que, per tant, 'expressio del transgen
es vegi alterada. A més, tenen una limitacid pel que fa a la mida del transgen que és possible incorporar i
es fan servir en algunes terapies a causa de I'elevada eficacia de transferéncia i introduccié que tenen de

gens correctors al genoma de les cél lules que es desitja. (Gibbons et al., 2014; Jouve, 2000)

En primer lloc, cal esclarir que els virus sén elements genétics infecciosos que poden replicar-se de manera
independent als cromosomes de la cél ula que infecten. El seu genoma pot ser RNA o DNA i esta envoltat
per una capa proteica o capsida. L’acid nucleic i la capsida formen la nucleocapsida, o el core, del virus,
que alhora pot estar envoltada per una altra capa. En la seva fase extracel ular, el virus rep el nom de
viri6 i és una particula submicroscopica inerta que adopta una estructura que li permet traslladar-se des

de la cél {ula en la qual ha sigut produit fins a una altra en la qual es pugui introduir.

Representacio de l'estructura viral (vector)
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Tot el conjunt de proteines associades al material genétic, com ara la capsida, I'embolcall i les proteines
reservori encapsulades, al llarg de la infeccio, juguen un paper que depeén del tropisme cel fular de cada
virus, que és la interaccio entre les proteines de fixacié de la superficie de la particula virica i els receptors
de membrana de la célfula diana o cellula target, les quals tenen una important funcié receptora i

reguladora.

Un cop el virus s’ha fixat a la cél fula, la nucleocapsida entra al citoplasma i I'acid nucleic s’allibera de la
capsida i es dirigeix envers els llocs de la biosintesi cel lular. Quan el genoma viral s'introdueix a una nova
cél fula s’inicia la fase intracel {ular, en la qual té lloc la replicacié virica. Es necessari remarcar que la mida,

I'origen i la forma del genoma viral influeixen en I'éxit i I'especificitat de la infeccio.

Els vectors virals funcionen a partir de virus recombinants, que transfereixen material genétic a una cel fula
diana. Es tracten de virions que poden infectar i transferir el seu material genétic, transfectar, pero que
no poden replicar-se sota determinades condicions. Els virus recombinants o vectors virals amb aplicacions
en transgenesi més importants son els adenovirus, els retrovirus, els virus adenoassociats i els lentivirus.

(Legorreta-herrera et al.,, 2012)

2.1.1.5.1. MITJANCANT VECTORS ADENOVIRALS

Els vectors adenovirals sén els elements clau d’'un meétode utilitzat per transferir gens a embrions,
generalment de ratolins, en estat de pronuclis, als quals se’ls ha retirat la zona pel 1Ucida, és a dir, la capa

fina que recobreix els oocits dels mamifers (Albareda, 1982).

Es tracta d’un tipus de virus que va ser aillat per primer cop a les amigdales i a les glandules adenoides,
també anomenades vegetacions, d’humans. Tant les adenoides, unes masses de teixit ubicades a la part
posterior del conducte nasal, com les amigdales, unes masses de carn que es troben a ambdues bandes de
la part posterior de la gola, ajuden a mantenir el cos sa, atrapant els bacteris i virus que 'organisme inhala

O empassa.
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Representacio de la transgenesi mitjangant vectors adenovirals (Jozkowicz, 2017)

Els adenovirus contenen quatre gens, amb funcions reguladores, en el seu genoma, anomenats: El, E2, E3
i E4. Per exemple, el gen El és clau per unir particules virals, mentre que el gen E3 codifica proteines
involucrades en la fugida del sistema immunitari de la cél lula hoste, és a dir, la fugida de la defensa de
I'organisme contra infeccions com els virus o els bacteris. Per tal d’aconseguir la millora d’'una caracteristica
determinada del vector, es manipulen les quatre regions de I'adenovirus, com per exemple, per augmentar

la seva efectivitat, s’eliminen les regions E3, ja que no sén essencials per a la replicacié.

A més, els vectors adenovirals poden produir facilment grans quantitats de virus i inserir gens d’'una mida
considerable en les construccions. De fet, es fan servir en terapia geénica in vivo perqué poden infectar tant
cél {ules que no es troben en fase de divisio, com cél ‘lules que si que s’hi troben, de manera eficag a través

de la seva replicacio.

Els adenovirus, a part de ser virions sense embolcall altament estables, poden causar infeccions
respiratories, oculars, com les conjuntivals, i gastrointestinals. A més, algunes de les proteines virals poden
ser toxiques per la cél fula, i per tant, la seva expressio pot afavorir una resposta immune, de defensa,
intensa contra les cel lules diana, les portadores de les construccions virals. (Legorreta-herrera et al.,

2012)
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2.1.1.5.2. MITJANCANT VECTORS RETROVIRALS

Els vectors retrovirals poden ser modificats per clonar fragments de DNA i fets servir com a vectors per
infectar embrions animals (Albareda, 1982). Son els vectors més Utils per a la majoria d’experiments de
terapia geénica i son capagos d’infectar una ampli grup de cél lules. Per tal d’aplicar la técnica dels vectors
retrovirals és necessari que les cél lules es trobin en divisié perqué el transgen pugui integrar-se en el
genoma hoste. Quan els retrovirus infecten una cél ‘lula, el material genétic del virus es retrotranscriu de
RNA a DNA de doble cadena. El DNA obtingut pot integrar-se de forma precisa com a copia simple en

el genoma de la cél lula hoste. (Legorreta-herrera et al., 2012)

Malgrat aixo, tenen una limitacid en la mida del DNA que pot ser introduit als retrovirus. A més, la
integracio del DNA es produeix en diferents etapes de 'embrié en desenvolupament, fet que implica que
el DNA no s’integri en totes les cél fules somatiques o en la linia germinal i, per tant, que no hi hagi
transmissio del transgen a la descendéncia. Conseqiientment, gran part dels animals obtinguts mitjangant
la técnica dels vectors retrovirals sén mosaics, ja que només es produeix la integracid del transgen en
algunes cél lules de I'embri6. Es per aixd que els animals resultants no transmeten el transgen a la

descendencia o ho fan amb una freqliencia baixa.

Representacio de la transgenesi mitjangant vectors retrovirals (Legorreta-herrera et al., 2012)

La transgenesi mitjangant vectors retrovirals ha permeés la obtencié d’animals transgeénics com ratolins,
aus, porcs, ovelles, gallines, vaques i micos. No obstant aixo, el tipus de vectors esmentats posseeixen una
capacitat limitada de DNA fora que pot ser-hi acomodat i, per tant, impossibilita molts experiments.

(Albareda, 1982; Felmer, 2004; Houdebine, 2003)
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2.1.1.5.3. MITJANCANT VECTORS DE VIRUS
ADENOASSOCIATS

Els virus adenoassociats (AAV) estan formats per cadenes senzilles de DNA i necessiten un adenovirus o
un virus herpes per poder-se replicar. En cas d’abséncia d’'un dels dos virus esmentats, anomenats virus

cooperadors, la doble cadena de DNA viral s’integra en el genoma de la cél {ula hoste.

A IR ITR
Promoter Intron Target gene Poly A
- :

14

5 p19 p40 Poly A
B | |
: Rep = — Cap J— —

C IAdenovirus, HSV, or baculovirus |

Representacio de la transgénesi mitjangant vectors de virus adenoassociats (H. Chen, 2015)

Els AAV son un dels vectors més utilitzats, ja que donen peu a una expressio eficient de transgen al llarg
de molt de temps en teixits diferents com ho sén: el fetge, el muscul, la retina i el sistema nervids central.
A més, els AAV no son patogenics, és a dir, que no causen malalties i s€’ls elimina la major part del seu

DNA, només deixant Unicament les repeticions terminals invertides (Inverted Terminal Repeats - ITRs).

Malgrat aixo, existeix una immunitat als humans pels vectors AAV i la seva integracié en el genoma huma

és a l'atzar, fet que porta a una activacié inesperada o inhibicid de I'expressio del gen endogen.

Existeixen diversos subtipus, anomenats serotipus, dels AAYV, alguns d’ells s’expliquen a continuacié. El

serotipus AAV| és adequat per a promoure I'expressid en el muscul esquelétic i la retina, mentre que el
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serotipus AAVS5 transfecta eficientment les neurones i les cél lules del pulmé. Contrariament, el serotipus
AAV?2 es caracteritza perque és el que té una expressid que es manté la major quantitat de temps possible,

pero genera nivells d’expressio pobres. (Legorreta-herrera et al., 2012)

2.1.1.5.4. MITJANCANT VECTORS LENTIVIRALS

Els lentivirus son un tipus de retrovirus i, en terapia genica, molts dels vectors lentivirus que es fan servir,
es basen en el virus de la immunodeficiencia humana (HIV). A més, els lentivirus poden introduir gens de
grans mides i promoure la seva expressié durant un major temps, ja que s’integren al cromosoma. Poden
infectar de forma eficient tant a cél lules que s’estiguin dividint, com a cél lules en procés de divisio.

(Legorreta-herrera et al.,, 2012)

Els lentivirus contenen un element regular de la post-transcripcio, que afavoreix I'expressio del transgen,
i un fragment del virus HIV per permetre que el genoma viral entri al nucli de cél lules que no es troben
en procés de divisid i que s’integri al DNA hoste (Houdebine, 2003). Concretament, els lentivirus es
poden injectar en I'espai periviteli del zigot o bé en l'oocit per després realitzar la fecundacié in vitro.
L’espai periviteli és 'espai situat entre I'ovul i la zona pel 1Gcida dels mamifers. (Marqués, Margarita M.;

Baro, Marta F.; Nicolas, Silvia; Bayén, 2014)

Representacio de la transgénesi mitjangant vectors lentivirals
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A I'hora d’aplicar un procés de transgenesi mitjangant vectors lentivirals, al voltant del 80% o entre el 80%
i el 100% dels ratolins nascuts eren transgenics i al voltant del 90% dels ratolins expressaven els seus
transgens al llarg de diferents generacions, sense que cap fenomen de silenciament de la seva expressié
tingués lloc (Clark & Whitelaw, 2003; Houdebine, 2003). A part de ser una técnica aplicable en ratolins,
també ha estat aplicada en porcs, gallines i vaques amb una elevada eficiéncia resultant (Marqués, Margarita

M.; Baro, Marta F.; Nicolas, Silvia; Bayon, 2014).

Malgrat els resultats exposats, integracions independents dels vectors de lentivirus tenen lloc en un mateix

embrid, donant peu a la generacié d’animals transgenics mosaics (Houdebine, 2003).

Mitjangant la combinacio entre la técnica en qiiestio i els métodes que es basen en la interferéncia de RNA
(RNA Interference - RNAI) per suprimir I'expressié de gens especifics es podria donar lloc a una técnica
innovadora per ampliar el coneixement actual sobre la funcié genica en diverses espécies animals i generar

animals de granja menys susceptibles a malalties infeccioses (Clark & Whitelaw, 2003).

Representacio de métodes d’interferéncia en el RNA (RNAI)
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2.1.1.6.1. MITJANCANT VECTORS TRANSPOSONS

Els transposons sén sequiéncies de DNA capaces de moure’s al llarg del genoma, fet que es fa servir per
utilitzar-los com a vectors a través de la preparacié de construccions que es basen en la unié d’un
transposo i un transgen, les quals es microinjecten als embrions alhora que es subministra la transposasa,

un tipus d’enzim. Alguns exemples de vectors transposons son Sleeping Beauty i piggyBac.

En I'aplicacio dels vectors transposons no existeix cap mena de control sobre el nombre de copies del
transgen que s’integren ni sobre el seu lloc d’integracié. Per tant, no existeixen gaires probabilitats que
I'animal transgenic fundador i la seva descendéncia expressin el transgen. De fet, poden originar-se animals

mosaic. (Marqués, Margarita M.; Baro, Marta F.; Nicolas, Silvia; Bayon, 2014)

Transposon Vector

TRANSPOSASE ORF |Poly(A)

Transposase Expression Vector

Representacio de la transgenesi mitjangant vectors transposons (Munoz-Lopez & Garcia-Perez, 2010)
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2.1.1.6.2. MITJANCANT VECTORS EPISOMALS

Alguns organismes tenen genomes episomals, és a dir, que contenen fragments de cromosomes que
provenen d’una degradacio parcial d’'un cromosoma, anomenats “minuts dobles”, els quals es repliquen de
manera autonoma i sén transmesos a les cél ‘lules filla, les resultants de la divisié de cel fules mare. Alguns
exemples d’organismes com els descrits son els bacteris, els quals tenen una gran varietat de plasmidis en

el seu genoma, o els virus, sobretot els que formen part de la familia dels herpes. (Houdebine, 2003)
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2.1.1.7. Transgénesi mitjancant vectors de substitucid
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Representacio de la transgenesi mitjancant vectors de substitucio (Rocha-Martins et al., 2015)



2.1.1.7.1. GENS KNOCK-OUT

Es tracta d’una técnica per generar animals “knock-out” a través de la transformacié genética mitjangant
la recombinacié homologa o gene targeting en cél lules mare embrionaries. Amb I'Gs del sistema esmentat
és possible anul far la funcié de gens endogens d’un animal com, per exemple, el ratoli, mitjangant la
integraciéo d’'un marcador de seleccio, fet que permet la generacié de diversos centenars de ratolins
anomenats “knock-out” que serveixen com a models de malalties genétiques en humans i com a models

per analitzar la funcié de gens endogens. (Felmer, 2004)

2.1.1.7.2. GENS KNOCK-IN

Es tracta d’'un metode per substituir un gen funcional per un altre gen funcional mitjangant un procés de
diverses recombinacions homologues. No obstant aixo, també es poden aplicar altres tipus de técniques
més eficients, com, per exemple, I'is del céllules mare mutants desproveides del gen HPRT
(Hypoxanthine Phospho-ribosyl Transferase), el qual és introduit al lloc d’integracié per una doble
recombinacio homologa, seguit de la realitzacié d’una altra recombinacié homologa amb un vector que

conté el gen exogen. (Houdebine, 2003)
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2.1.2. Plantes

L'enginyeria genética de plantes té com a principal objectiu la produccié de genotips que expressin

propietats d'interés. Aixo s’aconsegueix mitjangant I'adequada integracié en el genoma de l'individu de

segments de DNA fora provinent d’origens molt diversos.

El DNA inserit altera les caracteristiques de la planta, mitjangant la modificacié dirigida i controlada del
seu genoma quan s’afegeixen, s’eliminen o es modifiquen els seus gens. Cal tenir en compte que no hi ha
limitacié per a la transferéncia de gens entre plantes de la mateixa espécie i especies properament
emparentades, ja que gens d'espécies no relacionades evolutivament també poden ser introduits. Aixo
permet utilitzar gens que siguin de diferents espeécies, géneres i regnes, de manera que s’eliminen les

barreres d'incompatibilitat sexual i de fertilitat. (Granados & Chaparro-Giraldo, 2012)

La transformacié de plantes utilitza una amplia varietat d'eines mitjangant les quals és possible la
introduccié d'informacié genética forana. A més, ho fa sense afectar les qualitats agronomiques i de
marqueting dels cultius, de manera que la transformacié de plantes s'ha definit com la incorporacié estable

de gens forans i la seva expressio a les plantes transformades.

Per tant, el principal avantatge de I'enginyeria genética és que no implica la transferéncia de centenars de
milers de gens, alguns amb caracteristiques no desitjades, sind que involucra el traspas d'un o pocs gens
que confereixen la caracteristica d'interés. Es a dir, que és concisa, precisa i exacta. Per aixo, |'enginyeria
geneética de plantes compren una série de técniques complementaries amb els procediments de la millora

geneética convencional. (Vasil, 2008)

Des de 1983, quan es va reportar per primera vegada la produccié d'una planta transgenica, s'ha assolit la
transformacié de més de 120 espeécies i 35 diferents families vegetals. Aixo no significa que el procés sigui
senzill. Contrariament, és un procés que involucra diverses etapes, com ara la identificacio i aillament del
gen d'interés, el desenvolupament d'expressid, vectors apropiats que permetin el clonatge o la
transferencia de la construccio, un metode per a la introduccié de el DNA de manera estable en el genoma
de la cél lula vegetal, un sistema de cultiu de teixits que permeti la regeneracié completa de les plantes,
un procediment per a la distincié dels individus transformats dels que no son transgenics i, finalment,

métodes analitics per a la deteccié del gen introduit i els resultats en la planta després de la transformacio.

Per tant, resumidament, per a la obtencié d’una planta transgénica han d'océrrer tres processos
indispensables en la mateixa ceél lula: la transferéncia del casset d'expressio a l'interior de la ceél lula; la

integracio del casset d'expressio al DNA cel {ular i 'optima regeneracié de la planta. (Jauhar, 2006)
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Els métodes de transformacio utilitzats en l'actualitat es basen en I'obtencié de cél lules transgeniques i en
la posterior recuperacio de les plantes completes i fertils. Aixo es fa mitjangant el cultiu de teixits i la
seleccid in vitro. Un cop s'aconsegueix la regeneracié de les plantes transgeniques a partir de cél {ules
transformades, s'ha de realitzar la verificacié del seu estatus transgénic amb técniques moleculars com la
PCR (per determinar la insercio6 del transgen), 'RT-PCR (per verificar I'optima transcripcio) o I’'ELISA (per

detectar la codificacié de la proteina). (Danilova, 2007)

L’origen dels segments genics que componen el casset d'expressié és sovint indiferent, pot correspondre
a fonts biologiques molt diverses. El casset d'expressio s’ha de transportar necessariament a través d’un
un vector que en permeti la clonacié i transferéncia. Aixo es realitza mitjangant els metodes de
transformacié. Els vectors més utilitzats en la transformacié de plantes solen ser els plasmidis, el

funcionament dels quals s’explica en el subapartat de “transgenesi amb bacteris”. (Vasil, 2008)

En tots els casos, és essencial disposar d’'un gen d’interes, el qual s’inserira a I'organisme del vegetal. Ha
de complir alguns requisits, com ara la disposici6 d’'una regié promotora, la qual permet el
reconeixement del lloc d’unié de la DNA i, per tant, l'inici de la transcripcié genica en RNAm, i una regio
terminadora, la qual dona la senyal de finalitzacié de la transcripcio, i s’encarrega de mantenir |'estabilitat
del RNAm durant el seu transport al citoplasma per a la seva posterior traduccié en una molécula proteica.
La construccid esmentada de regié promotora, regio codificant (gen d’interés) i regié terminadora és

coneguda, en conjunt, com a casset d’expressio.

L'obtencio de plantes transgeniques ha permeés el desenvolupament de noves varietats de plantes, les quals
son cultivades amb caracteristiques concretes i designades, com és ara la resisténcia a factors biotics i
abiotics, 'augment de la seva qualitat i uns rendiments més elevats. A més, s’ha corroborat la possibilitat
i relacio de les plantes transgeniques amb la produccié de vacunes i altres substancies de finalitat
terapeutica, com també per a l'obtenci6 de matéries primeres d’Gs industrial, com els plastics
biodegradables. Per aixo, les plantes transgeniques tenen un alt potencial i una amplia aplicabilitat, no

nomeés en agricultura sind en la industria en general. (Sharma et al., 2002)

Per a poder obtenir i generar plantes transgeniques, s’han desenvolupat diversos meétodes al llarg dels
dltims anys, en que la transgenesi ha adquirit el seu punt algid, amb el proposit d’augmentar I’'eficiencia de
la transferéncia de DNA cap a cél lules o teixits vegetals. Tot i que tinguin el mateix objectiu, la modificacio
geneética es pot dur a terme a través de diverses técniques, que es classifiquen en indirectes i directes
d'acord amb el tipus de mecanisme utilitzat per a la transferéncia del material genétic cap a la cél lula

vegetal. (Babu et al.,, 2003)
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Els metodes indirectes es basen en la utilitzacié6 de vectors biologics i empren les seves propies
caracteristiques naturals de patogenicitat en plantes. Aixi, es pot produir la introduccié dels gens d'interés
al genoma vegetal i, entre els diversos sistemes de transformacio, se’n destaca I'is del bacteri Agrobacterium

tumefaciens i I'Gs de virus.

En canvi, degut a les dificultats que causa la transformacié de plantes monocotiledonies (d’un sol cotiledd,
el conjunt de fulles embrionaries de la planta en germinacié) mitjangant els bacteris com I'’Agrobacterium,
s’han desenvolupat diversos sistemes de transferéncia de gens, els métodes directes, en els quals
s'empren procediments de naturalesa quimica, fisicoquimica i mecanica, els quals es basen en les técniques

fisiques usades en la transformacié de cél lules animals en cultiu.

Cal tenir en compte, pero, que alguns procediments com la cisgenesi, la qual consisteix en la introduccio
de gens amb els seus promotors nadius aillats des de la planta conreada en ella mateixa, no és considerada
un metode de transformacié genética, sindé una de les formes d'enginyeria genética de plantes. Per aixo, la

cisgeénesi pot usar qualsevol dels métodes redactats a continuacioé. (Granados & Chaparro-Giraldo, 2012)

SISTEMA
AGROBACTERIUM

VECTORS

VIRALS
LIPOSOMES

TECNIQUES DE

TRANSGENESI EN BIOBALISTICA

PLANTES

ELECTROPORACIO

SONICACIO

TRANSFERENCIA INTERVINGUDA
PER COMPOSTOS QUIMICS

FIBRES DE CARBUR DE SILICONA
MICROLASER

MICROLASER

Esquema de les técniques de transgénesi en plantes que es redacten a continuacio.
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2.1.2.1.1. SISTEMA AGROBACTERIUM

I“

Un dels procediments més efectius i utilitzats és el “sistema Agrobacterium”. Degut a 'enorme capacitat
del bacteri per a infectar diversos organismes vegetals, va sorgir la idea d'utilitzar I'’Agrobacterium com a
mediador o vector per a la introduccié dels gens d'intereés en plantes. El sistema en quiestio va ser el primer
sistema de transferéncia de gens que va ser capag de produir una planta modificada genéeticament el 1983.

Alhora, es va descobrir la transferéncia de gens bacterians a plantes i I'intercanvi entre espécies vegetals.

Per tant, la infeccio per Agrobacterium en una planta és el resultat d'un procés evolutiu d’alta especialitzacio,
concretament anomenat “transferéncia horitzontal de gens des de bacteris cap a plantes”. Del procés, cal
saber-ne que el segment de DNA que es transfereix rep el nom de “regi6 DNAt” o “DNA de
transferencia”, el qual es troba en el plasmidi resident del bacteri anomenat plasmidi Ti o inductor de
tumors. La regid conté gens que codifiquen per a la biosintesi de fitohormones i carbohidrats Unicament
metabolitzables pel bacteri. Per aixo, cal que es produeixi una transferéncia efectiva de la regié. Per a
afavorir-ho, és necessaria I'expressio dels "gens Vir", els quals es troben en la regié Vir o regié de

viruléncia, la qual també es troba en el plasmidi. (Gelvin, 2000)

Laboratoris del MénNatura Pirineus proporcionats per La Pedrera i el programa Joves i Ciéncia el 202 |. Métode:

Agrobacterium per agroinfecci6 amb xeringa sense agulla.
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El procés en questio s'inicia quan es produeixen ferides en les cél {ules de la planta i s’alliberen a I'ambient,
entre d’altres, compostos fenolics (compostos amb grups hidroxil i anells aromatics) i monosacarids, els
quals son reconeguts per Agrobacterium, induint una unié entre el bacteri i les cél lules vegetals. Les
diferents variables, concretament els compostos fenolics, els monosacarids i algunes condicions com la del
pH, la qual presenta el medi circumdant, sén importants per a l'activacié del sistema de regulacio, el qual
inicia la transcripcid del Vir. Seguidament, la creacié o codificacié de proteines Vir, de les quals en
destaquen la VirDI i la VirD2 permet la sintesi del DNAt. Concretament, la proteina VirD2 s'uneix
mitjangant un enllag covalent a I'extrem 5' del DNAt, mentre altres proteines Vir cobreixen el DNAt.
Finalment, es produeix la translocacié del complex a les cél fules vegetals mitjangant un sistema de secrecio
que esta constituit per un tipus de flagel molt petit anomenat pili, el qual es troba sovint en bacteris i
arqueobacteris, i un canal de secrecio. Les proteines Vir s’encarreguen, també, de regular i crear el sistema
de secrecio. El pili compleix la funcié de vincle entre medis, de manera que permet la transmissio entre el

donant i el receptor per a obtenir ambdés la informacié continguda en el plasmidi. (Granados & Chaparro-

Giraldo, 2012)

Transmissio entre dos bacteris.
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Un cop el DNACt arriba a la cél fula vegetal, les proteines VirE2 i VirD2 contribueixen a I'adregament de

la DNAt cap al nucli i a la posterior integracié en el genoma vegetal.

Cal anotar que, durant tot el procés d'infeccié d'Agrobacterium, hi ha una continua interaccié amb les
proteines i sistemes propis de la céllula vegetal a ser infectada, de manera que s’homogeneitza el

procediment d’integracié. (Kohli et al., 2003)

@ Agrobacterium inoculum preparation (days #1-5)

@ Agroinoculation (day #5)

@ Post-agroinfection recovery (days #5-9)

@ Appearance of symptoms (3-4 weeks after day #9)

@ Phenotype evaluation

Representacio de la transgénesi amb el métode Agrobacterium (Lentz et al., 2018)
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Per utilitzar el sistema de transformacié mediat per Agrobacterium, es requereix de variants en qué el
DNAt hagi estat eliminat, les quals es produeixen modificant el plasmidi Ti mitjangant un procés de
recombinacio, que permet treure els gens responsables de la formacié de tumors a la planta, denominats
ONC (oncogens). Seguidament, s’introdueix un plasmidi fora a la soca d’Agrobacterium que es vol
neutralitzar o desarmar. El plasmidi contindra regions d'homologia amb el DNAt i un gen per a resisténcia
a antibiotics. Un cop es produeix la recombinacié entre el plasmidi Ti i el fora, s'elimina el DNAt i
s'introdueix en el plasmidi Ti el gen per a resisténcia a antibiotics per a identificar el bacteri “buit” i el fora

s’extreu.

En distingeixen dos tipus de vectors Agrobacterium: els de co-integracié (sistemes en cis) i els binaris

(sistemes en trans).

Els vectors co-integrats son el resultat de la integracié d'un plasmidi fora d’'una mida reduida al plasmidi
Ti de la soca desarmada d'Agrobacterium mitjangant un procés de recombinacié i d'entrecreuament de

regions homologues dels dos plasmidis. Conseqlientment, s’obté un Unic plasmidi.

Representacio estructural del plasmidi

En canvi, els vectors binaris son més emprats i provenen de plasmidis que es repliquen en E. coli i en A.

Tumefaciens, els quals no requereixen la integraci6 en el plasmidi Ti i es mantenen independentment dins

de la cel {ula bacteriana. L’estrategia és diferent i consisteix en la dualitat de plasmidis en el bacteri. Un

dels dos, per tant, és el vector binari, el qual té la informacié genética en DNAt del casset d'expressié o
. T . . nyim . -

gens d'interes. El plasmidi resident, en canvi, conté els gens "Vir", els quals intervenen en optimitzar la

transferéncia del casset d'expressio cap a les cél lules vegetals. (Hellens R & Philip M, 2000)
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Representacio del plasmidi del métode Agrobacterium

La transformacio, intervinguda per Agrobacterium, requereix d'un periode de co-cultiu, en el qual la soca
d'Agrobacterium, que conté el vector amb els gens d'interes, és posada en contacte amb el teixit vegetal a

transformar.

Aixi, es pot realitzar la transferéncia de DNAt a algunes de les cel {ules vegetals que es mostren exposades
a la infeccio. S’'usen diversos tipus de teixit vegetal en funcio de les seves caracteristiques. Normalment,
es valora la capacitat de regeneracid i de manipulacio. Es important esmentar que el co-cultiu s’ha de

realitzar en un medi que sigui apropiat i que afavoreixi la transformacio.

Després del co-cultiu, el teixit vegetal és transferit a un mitja de cultiu de teixits vegetals que propicii la
regeneracio, la qual consisteix en I'obtencié d'una planta completa a partir d'una cel fula vegetal. Per a que
es regeneri una planta completa, és essencial que s’adhereixin diverses hormones vegetals o reguladors
de creixement al mitja de cultiu, és a dir, que hi hagi preséencia molecular de creixement positiu. Un
exemple son les citocinines, unes fitohormones que s’encarreguen de promoure la divisio cel fular i

d’induir la formacié d'organs. (Leiser et al., 1992)

Resumidament, el factor fonamental per a la regeneracido és el balang adequat dels reguladors de
creixement, pero cal assegurar-se que les condicions de llum i de temperatura a qué es sotmet I'individu
son optimes. També és necessari que els medis continguin antibiotic per a afavorir I'eliminacié de

I'Agrobacterium deguda la seva inutilitat al punt en qué es troba. (Bhat & Srinivasan, 2002)

Com s’ha explicat anteriorment, els avantatges que posseeix el sistema Agrobacterium en comparacio
d’altres sistemes el converteixen en el més emprat en la produccié de plantes transgeniques. Els principals

beneficis que proporciona I'is del métode son la simplicitat técnica dels protocols (no requereix la
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disposicio d’equips altament sotisficats), I'elevada versatilitat d’emprament en diferents tipus de teixits
vegetals, la notable precisio d’integracio del DNAt, I'excel lent definicio en la transferéncia de la regié de
DNA, la improbabilitat d’error i la possibilitat d’introduir segments llargs de DNA, entre d’altres. (Hansen
G & Wright M, 1999)

Simultaniament, el sistema Agrobacterium mostra alguns inconvenients. Els desavantatges més reportats
son I'essencialitat de ferir el teixit infectat, la limitacié que ofereix el sistema per estar especificament
dissenyar per la infeccié nuclear i la necessitat d’Us d’antibiotics per I'eliminacié del bacteri dels teixits

infectats, entre d’altres.

No obstant, gran part de les deficiéncies han estat resoltes amb la posterior implementacié de técniques

i procediments. (Babu et al., 2003)

El temps i el desenvolupament de noves técniques ha portat al proposit de millorar el sistema

Agrobacterium.

S’ha proposat la seva combinacié amb altres técniques de transformacio, com és I’Agroinfiltracio, la qual

combina el sistema Agrobacterium amb I'aplicacié de buit.

Mentre el teixit es troba submergit en una solucié concentrada d'Agrobacterium, es produeixen ferides, les

quals faciliten i incrementen la infeccio.

Basicament, el que s'aconsegueix el métode és la infeccié del teixit floral femeni, a partir del qual s’han

obtingut llavors transgeniques.

Representacio del metode Agroinfiltracio (CIBIOGEM, 2018)
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El SAAT o "transformaci6 intervinguda per Agrobacterium assistida amb sonicacié" és un altre metode en
el qual es combina el sistema Agrobacterium amb ultraso. El sistema en qliestié comporta el sotmetiment
del teixit a transformar a periodes breus d'ultrasons, ocasionant petites fissures o ferides en el teixit

vegetal, les quals faciliten la infeccié per Agrobacterium. (Granados & Chaparro-Giraldo, 2012)
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2.1.2.1.2. VECTORS VIRALS

Els vectors virals son un sistema de transgenesi usats en molts organismes. Per aixo, els vectors virals
aplicats a la transgeénesi en plantes mostren similituds amb la seva aplicacié en animals, la qual ha sigut

explicitada anteriorment.

Els virus emprats com a vectors per a la transformacié de plantes sén els que afecten les plantes. L'entrada
del patogen es realitza amb I'objectiu de produir proteines d'interes, en altres paraules, per |'expressio
transitoria de gens forans. El procés es realitza mitjangant la replicacio dels virus en les plantes, en que els
virus han d’haver estat modificats genéticament per a aportar-los la capacitat de transportacié del gen

d'interes a l'interior de la cél {ula vegetal.

Els vectors virals que han resultat ser més efectius han estat el Geminiviridae i Caulimoviridae. L’optimitzacio
del procés amb els virus esmentats ve donada per la composicié del seu material genétic, el qual es troba
expressat en DNA i, per tant, es poden clonar directament. Per exemple, amb el virus del mosaic de
coliflor s'ha aconseguit la transferéncia de gens amb resisténcia a antibiotics. De manera diferent, els els
virus RNA també s'han emprat com a vectors virals. No obstant, han de ser clonats com DNAc

(complementari), i els més emprats son el del mosaic de I'ordi i el virus del mosaic del tabac.

Representacio del funcionament del vector viral en la transgénesi en plantes (Miither et al., 2009)
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A grans trets, s’han desenvolupat dues estrategies per a la construccié de vectors virals.

La primera és la més emprada i implica la introduccié completa del gen fora dins el virus. Generalment, va
precedida pel promotor duplicat de la proteina de la capsida del virus perque el gen d'interés sigui

expressat com un RNA ali¢, per separat.

La segona estratégia ha estat recentment desenvolupada. Consisteix en la completa reconstruccié del

virus eliminant o substituint regions virals. Alhora, s’insereix el gen d'intereés. (Gleba et al., 2004)

Hi ha un altre sistema de transformacié que resulta de la combinacié de les caracteristiques dels vectors
virics i del sistema Agrobacterium. El metode en qiiestid s'anomena Agroinfeccio. En la metodologia,
s'empra el sistema de transferéncia del DNA de I’Agrobacterium per a infectar cel lules vegetals amb vectors
virals. El vector viral és introduit en el DNAt, el qual és transferit a les céllules pel procés normal
d'infeccid, intervinguda per Agrobacterium. El sistema és emprat quan els vectors virals provenen de virus

que no sén transmissibles mecanicament. (Danilova, 2007)

Els vectors virals en la transgénesi de plantes mostren diversos avantatges, com ara la facilitat en la
infeccid, la grandaria del rang d’hostes, els elevats nivells de produccié de proteines, 'escampament dels
. . , - , . N
gens transmesos per tota la planta i la gran velocitat d’expressio, entre d’altres. Tot i els beneficis, hi ha
diverses limitacions i desavantatges rellevants, com ara la disminucié de la mida del gen d'interés per a
no afectar la infectivitat, I'aparicié de simptomes especifics de malaltia, la possible letalitat per a la planta
hoste, I'alta frequiéncia d'errors durant la sintesi de I'ARN virica que pot resultar en I'expressio incorrecta
el gen introduit, la manca d’integracié en el genoma vegetal i, conseqlientment, la impossible transferéencia

directa a la descendencia del gen d'interes, entre d’altres. (Granados & Chaparro-Giraldo, 2012)
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Els metodes directes son, normalment, menys recurrents o bé s’'usen per a acompanyar o complementar-

ne d’altres. Per aixo, s’expliquen a continuacié de manera breu.

2.1.2.2.1. LIPOSOMES

Els liposomes, també coneguts com vesicules lipidiques, es troben conformats per diverses bicapes
lipidiques que encapsulen aigua o gas. A més, posseeixen diametres microscopics, amb diferents formes i
mides. La seva composicié pot estar basada o bé en fosfolipids, fosfatidiletanolamina, acids grassos o

cations bivalents.

Els liposomes tendeixen a vincular-se amb cél lules i teixits interactuant amb ells per absorcio, fusié o
intercanvi lipidic, una caracteristica molt similar que presenten les membranes biologiques, amb una

tendéncia natural.

Hi ha diversos procediments de transgenesi amb liposomes. Entre els métodes per a la transformacio
vegetal, I'is de liposomes és un dels més dificils i, per aixo, el seu Us és molt limitat, tot i que es va mostrar
eficag al principi. El métode en qiiestié comporta que el casset d'expressio sigui encapsulat en una esfera
lipidica, el liposoma, el qual permetra o facilitara el seu pas, a través de la cél fula vegetal per endocitosi.
El pas pot ser o bé pel plasmodesma o directament per la paret cel ‘lular, fins al nucli. (Morigaki & VWalde,

2007)
El metode mostra tant avantatges com desavantatges.

La transferéncia mitjans per liposomes posseeixen alguns beneficis, com ara la proteccié contra la
degradacid per nucleases, la capacitat de portar fragments molt grans de DNA, la biocompatibilitat amb

membranes i 'autosuficiéncia de la seva estructura per a portar el DNA.

En canvi, s’han reportat diversos problemes, com ara una freqiiéncia de transformacié molt baixa, la
insercié de I'ADN en tandem, I'essencialitat de preparacié dels liposomes i I'encapsulacié del material
genetic a transferir. Els inconvenients s’han pogut resoldre de manera parcial quan s’han implementat
técniques innovadores i amb 'is de compostos i substancies diferents per a la preparacio dels liposomes.
s'han solucionat parcialment amb la implementacié de noves tecniques i la utilitzacié de nous compostos,

per a la preparaci6 de liposomes.
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No obstant, els problemes que presenta el metode no I'’han previngut de estar ben establert en la
produccid de plantes transgéniques gracies a la fusié de liposomes que contenen ADN amb protoplasts.
Tot i aixo, amb menys freqtiéncia, es dona la fusié dels liposomes amb teixits i cél ules vegetals intactes.
L'eficacia augmenta quan es combina el procediment amb altres técniques, com ara I'electroporacio, la

qual es redacta en els segiients apartats. (Vasil, 2008)
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Representacio del funcionament dels liposomes en la transgénesi

66



2.1.2.2.2. BIOBALISTICA

El terme “biolistica” és el resultat de la unié de “biologia” i “balistica”. El métode va ser ideat i refinat en
la decada de 1980 i introduit el 1987. La técnica consisteix en la utilitzacid de microprojectils recoberts
del DNA fora que es vol transferir a l'individu. Els projectils sén disparats sobre els teixits vegetals a
velocitats molt elevades, de manera que aconsegueixen travessar la paret i la membrana cel {ular.
Seguidament, porten a l'interior de la cél ula els gens d'interés o casset d’expressié. Finalment, s’integra

el DNA en el genoma vegetal. (Vasil, 2008)

El sistema de transformacié requereix d'un dispositiu mecanic que permeti realitzar el bombardeig dels
teixits vegetals, usualment referit com a cané. Perque els microprojectils siguin capagos de travessar les

membranes cel ‘lulars i arribar al nucli de les cél {ules, 'impuls ha de ser propi de velocitats supersoniques.

Per aixo, s’han desenvolupat diversos sistemes de biobalistica: per explosié de polvora seca, per variacio
de forga d'acceleracio, a través de descarrega eléctrica i per I'alliberament de gas comprimit a alta pressio,

concretament aire, He, CO, o N,.

El casset d'expressid que conté els gens d'interés pot anar o no en un vector. Aixo és degut a que no es
requereix la seva preséncia per al procés de transformacid. El casset d'expressio s’adhereix als
microprojectils i, per aixo, s'han dissenyat diverses metodologies. Els projectils emprats son particules que
es caracteritzen per ser aproximadament esfériques (microesferes), formades per materials densos (or,

tungste) i de diametres variats. (Sharma et al., 2002)

Concretament, el mecanisme de tret es basa en una pistola que dispara les particules a més de 400m 's-!
sobre el teixit. L’elevada velocitat permet la penetracioé sense la destruccié de la membrana cel {ular. Tot
el sistema funciona en un buit moderat per evitar el fregament amb l'aire. Les condicions a qué s’exposen

son suportades temporalment per les cél lules vegetals.

Un cop s’ha realitzat el bombardeig, el DNA es despren dels projectils a causa de les modificacions de
I'entorn ionic, que interacciona i permet I'alliberament del material genétic. En funcié de la localitzacié dels
microprojectils en la célfula, el DNA es pot integrar de forma estable a nucli, als cloroplasts o als
mitocondris de les cél ules vegetals. L’endinsament del material genétic, en tots els casos, es fara

mitjangant una recombinacié a l'atzar.

Finalment, els teixits son col {ocats de nou de manera adequada. Aixi, la planta pot regenerar-se gracies a
les tecniques de cultiu. Cal destacar que els teixits vegetals son sotmesos a un tractament osmotic previ i

de bombardeig, de manera que s’evita el dany.
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Representacié del funcionament de la biobalistica en la transgenesi (Ballestero, 2016)

El bombardeig de microparticules es considera un mecanisme universal per la seva naturalesa fisica, que
permet introduir DNA sense necessitat de vectors especialitzats. A més, es pot realitzar en qualsevol
tipus de teixit o cel lula, de manera que s’aconsegueix penetrar a capes profundes. Amb un sol tret, es
poden produir mdltiples integracions. No obstant, el métode mostra efectivitat tot i la simplicitat de les
construccions. Simplement s’inclouen els gens d'interés i de seleccié amb les seves seqiiencies reguladores

respectives, les quals poden anar incloses en plasmidis o en forma de molecula lineal. (Sanford, 1999)

Inicialment, es va proposar la técnica amb la finalitat d’introduir material genetic al genoma nuclear de

plantes, pero recentment ha estat usada també per a la transformacié de bacteris, protozous, fongs, algues,
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insectes, teixits animals i plantes in vivo. No obstant, és I'nic metode que permet transformar organuls

cel lulars.

El sistema presenta diversos desavantatges, com ara un percentatge d'éxit variable, el freqiient
silenciament genic, la probable inestabilitat en la introduccié d’un transgen, el malmetement dels teixits i

I’elevat cost.

Com passa en altres metodes, hi ha un sistema de transformacié que ha sorgit a partir de la integracié de
les caracteristiques de la biobalistica amb el sistema Agrobacterium, el qual ha sigut explicat en apartats
anterior. El resultat rep el nom de biolistica o agrolistica, en que la biobalistica és usada per la creacid
de danys en el teixit vegetal amb els microprojectils sense DNA. Posteriorment, s’'empra el sistema

Agrobacterium per a la transmissié genica. (Sharma et al., 2002)

Representacio del funcionament de la biobalistica i els microprojectils
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2.1.2.2.3. ELECTROPORACIO

La segiient metodologia que s’explica és I'electroporacié, amb la qual s’intenta aconseguir la

permeabilitzacié de la membrana mitjangant l'augment significatiu de la conductivitat eléctrica. Aixo
s’aconsegueix quan s’afegeix un camp eléctric de manera externa que pugui proporcionar |'energia

necessaria pel procés.

Concretament, el procediment inicia amb la desestabilitzaci6 de la membrana, de manera que,
temporalment, es creen porus reversibles. A través d’ells, és possible el pas d’elements diversos, com ara

macromolécules, ions, metabolits i DNA. (Gelvin, 2000)

Al llarg del procés, les cél lules reben impulsos eléctrics que estan controlats per alt voltatge i polsos curts

de durada instantania.

S’'usen camps d’entre els 200V/cm fins als 600V/cm. Un cop la membrana plasmatica és travessada pel
voltatge, excedeix la seva rigidesa dieléctrica, la qual és la resisténcia que oposen els materials quan es

transmet l'electricitat, de manera que s’originen una mena de porus a la membrana.

En cas que la durada d’exposicié al camp eléctric i la seva forga siguin les adequades, els porus que es
formen pel pols electric es clausuren després d'un periode breu temporal, al llarg del qual els compostos
extracel {ulars han pogut endinsar-se a linterior cel lular. Malgrat aixo, I'excessiva exposicié a camps
electrics sol ocasionar a la membrana danys irreversibles a les membranes. Les ferides, en alguns casos,

causen la mort de la cél 1ula. (Weaver & Chizmadzhev, 1996)

L’efectivitat del procés d'electroporacié és aproximadament deu vegades major que la transformacio

intervinguda per métodes quimics, el metode que s’explica en apartats posteriors.
El principal avantatge del metode és la seva simplicitat relativa.

En canvi, la limitacié que presenta per a la transformacié de plantes és la necessitat d'emprar protoplasts,
les quals son cél lules sense paret. Sense els protoplasts, no es pot dur a terme a la membrana plasmatica

la permeabilitzacio.

Per a poder dur a terme el métode, es requereix un dispositiu anomenat electroporador, el qual desprén

descarregues de condensadors per produir polsos d'alt voltatge.

Aixi, s’origina un corrent eléctric que, mitjangant la suspensio, passa a través de les cél lules a qué desitja

permeabilitzar.
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Aixi, la membrana cel lular permet i facilita I'entrada de DNA fora contingut en un plasmidi o en forma de

molécula lineal, amb el qual es pretén transformar les cél fules. (C. Chen et al., 2006)

Representacio del funcionament de I'electroporacié
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2.1.2.2.4. SONICACIO

La sonicacio és un metode relativament recent de transferencia de gens. Es utilitzat principalment amb

eéxit en la transformacioé de teixits vegetals, cél fules intactes i protoplasts.

Concretament, s'empra ultraso amb freqliencies superiors a 20KHz. Consequentment, gracies a la
induccid de porus transitoris, es genera permeabilitat a les membranes. Seguidament, a través dels porus

creats, el DNA fora pot ingressar a l'interior de la cél fula vegetal.
El fenomen és conegut també com sonoporacié. (Granados & Chaparro-Giraldo, 2012)

Per a poder dur a terme el procediment, és necessari el dispositiu emprat per a la produccié dels polsos

d'ultraso, anomenat sonicador.

Representacié de I'aparell usat en la sonicacid, el sonicador

El mecanisme que es duu a terme per tal de produir la permeabilitzacié de les membranes per l'accié
d'ultraso és pot precis. De fet, es creu que el major efecte de la sonicacié és degut a la cavitacié acustica,
la qual, per mitja d'un mitja liquid en repos, pot produir-la. Particularment, les condicions necessaries sén

a baixes energies acustiques.

A causa de la sonicacio, hi ha una produccié constant de bombolles, les quals mostren un creixement
positiu i incessant. La seva grandaria oscil la velogment, de manera que col 1apsen i ocasionen ones de xoc
d’alta intensitat, produint danys severs en la superficie d'objectes solids propers. (Mehier-Humbert et al.,

2005)

72



Representacio del funcionament del sonicador i la sonicacié (Fernandez-d Arias et al., 2014)

Cal tenir en compte que, com tots els métodes, hi ha efectes secundaris. En el cas de la sonicacio, els
efectes fisicoquimics que el procés pot ocasionar a les cél {ules vegetals son la formacié de radicals lliures,
diversos danys a la paret cel {ular, constants alteracions en la permeabilitat de la membrana, mutacions

cromosomiques i canvis fisiologics sobtats.

Gracies a la sonicacio s’ha aconseguit introduir DNA fora de manera eficient. A més, la versatilitat que
ofereix com a objectes d’estudi la converteix en una técnica potencialment prestigiosa i amb futur. (Babu

et al., 2003)
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2.1.2.2.5. TRANSFERENCIA INTERVINGUDA PER
COMPOSTOS QUIMICS

La transferencia intervinguda per compostos quimics és una teécnica molt emprada per a la introduccié de

DNA fora en protoplasts i en cel fules intactes.

A grans trets, es basa en |'ls de compostos quimics que indueixen permeabilitat a la membrana, és a dir,
que causen porus a través dels quals s’introdueix el DNA. Els porus que s’indueixen son transitoris i, per
tant, els danys que causa son reversibles, la qual cosa afavoreix el pas del DNA fora i de macromolécules

a través de la membrana cap a l'interior de la cél {ula.

Per aixo, és necessari que les cél lules vegetals siguin tractades amb la substancies quimiques especifiques
i amb concentracions i condicions preestablertes i estudiades. Alguns dels compostos quimics que més

s’usen per a la permeabilitzacio son el polietilenglicol (PEG) i el fosfat de calci, entre d’altres.

Sovint s’empra un pH alcali perqué contribueix al dany de la membrana. A més, s'addicionen ions de calci,

els quals faciliten I'entrada del DNA fora a l'interior de la cél lula.

Tot i que el sistema de transferencia intervinguda per compostos quimics presenta diversos desavantatges
com ara baixa eficiéncia, la reduida reproductibilitat, el requeriment de protoplasts i la toxicitat per a les
cél fules, és un dels métodes que s’empren de manera més intensiva gracies a la seva disponibilitat de

material i facilitat de replica. (Danilova, 2007)

El compost més emprat és el Polietilenglicol (PEG). Especificament, és un agent de fusié6 que modifica
quimicament les membranes quan interacciona amb els fosfolipids i altres biomolécules que componen la

membrana cel {ular.

Durant el tractament amb PEG, la membrana de la cél {ula es deforma a causa de diverses forces de tensio
superficial. Les tensions son resultat de les diferéncies de densitat entre ambdues solucions: la de PEG i la
que conté els protoplasts que s’han de transformar i el DNA fora s’ha d’introduir. (Hansen G & Wright

M, 1999)
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2.1.2.2.6. FIBRES DE CARBUR DE SILICONA

Les fibres de carbur de silicona sén una técnica relativament nova. Per a realitzar-la, es requereixen fibres
de carbur de silicona de 10 a 80 micres de longitud, amb un diametre de 0,5um. Seguidament, el DNA
fora és introduit en les cél ules vegetals mitjangant les fibres a través dels porus ocasionats per la

permeabilitzacio.

Els porus causen que les fibres de carbur de silicona actuin com microagulles ja que és la mida, la forma i
la composicié quimica de les fibres de carbur de silicona el que permet la penetracié directa a l'interior

cel lular sense ocasionar-li danys greus.

El procediment que es realitza per a la transgenesi amb fibres de carbur de silicona es caracteritza per la
seva simplicitat. Resumidament, a causa d’una forta agitacio del cultiu cel {ular en suspensié i en preséncia
del DNA plasmidic i les fibres de carbur de silicona, s'aconsegueix, per forces hidrodinamiques, la

penetracié del DNA fora i les fibres a les cél ules.

Es una tecnica breu, efectiva, de cost baix i senzilla, de manera que és recurrent en diversos casos. No
obstant, cal I'assaig amb nous materials fibrosos esta pendent en la recerca cientifica ja que s’ha identificat

una relacio directa entre el material carbur de silicona i la seva toxicitat. (Danilova, 2007)

Representacio de les fibres de carbur de silicona
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2.1.2.2.7. MICROINJECCIO

Dins de la comunitat cientifica, es considera que la microinjeccié és una de les técniques més concises per

a la introduccié de DNA fora o de macromolécules a les zones intracel lulars especifiques cel lulars.

Per a dur a terme la microinjeccid, es requereixen microcapil lars o microagulles de vidre. També sén

necessaris els sistemes de microscopia per a poder dipositar el DNA fora a l'interior vegetal.

La caracteristica que al DNA nu sigui possible la injeccid d’altres elements genétics com els plastidis, els
mitocondris o els cromosomes, converteix el métode en una innovacioé realment util per a la transformacié
de plantes. El material necessari pel procediment ésun microscopi i diversos accessoris de guia que
permeten realitzar els desplagaments. El metode és realment senzill, pero els successos interiors son de

gran complexitat. (Babu et al., 2003)
Com els altres métodes, la microinjeccié també té avantatges i desavantatges.

Per una banda, el metode presenta la possibilitat d’optimitzacio de la quantitat de DNA que es descarrega
en el medi cel {ular, la llibertat d’eleccio sobre la cél lula que es vol transformar, una gran precisié a I'hora
de descarregar el DNA fora a linterior cel fular i la possibilitat de visualitzar cada fase del procediment a

vista.

Per altra banda, la microinjeccié mostra diversos desavantatges com ara la limitacié que causa el fet que
només una cel fula rebi DNA fora en cada injeccio i el requeriment d’experiencia i material professional

per a dur a terme la técnica, els quals sovint no es troben a disposicio.

Cal remarcar que el métode a permes certs descobriments i grans avengos que cap altra metodologia ha
aconseguit oferir. Per exemple, la microinjeccié ha fet possible la implementacié en liposomes, de manera
que es combinen ambdos métodes. En els liposomes, es diposita el DNA d'interés o casset d’expressio i,

aixi, la integracié del DNA fora és molt més simple. (Sharma et al., 2002)
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Representacié del funcionament de la microinjeccié

2.1.2.2.8. MICROLASER

La tecnica del microlaser té un objectiu compartit amb tots els altres métodes esmentats anteriorment:

la permeabilitzacio de les membranes.

En el cas concret esmentat, la permeabilitzacio es realitza mitjangant un microlaser que emet rajos amb
un métode semblant al sistema d'il luminacié d'un microscopi. Aixi, és possible la creacié d’orificis o porus

transitoris a la paret cel {ular i en la membrana plasmatica de les cél lules vegetals.

Com en els altres métodes, la creacié dels porus facilita la posterior entrada del DNA fora cap a l'interior

cel ular.

Degut a que el sistema de microlaser no requereix de vectors o portadors del DNA d'interés pel procés

de transformacio, es poden emprar molécules de DNA lineals.

Tot i que no hi ha evidéncia concloent sobre I'efectivitat del métode, s’ha demostrat que la combinacio
del microlaser amb la biobalistica dona lloc a éxits importants en processos de transformacio. Quan es du
a terme la barreja de técniques esmentada, el microlaser s’usa per a I'obertura de porus en els teixits
vegetals, a través dels quals els microprojectils del sistema de biobalistica penetraran amb el DNA fora,

de manera que s’integrara a l'interior cel {ular vegetal. (Kajiyama S et al., 2007)
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2.2. Impacte economic

Per poder entendre I'impacte economic dels transgeénics és necessari congixer les aplicacions i utilitats

practiques que tenen els organismes modificats geneticament.

En primer lloc, els animals, els bacteris, els llevats i les plantes transgeniques sén organismes utilitzats com
a “biorreactors” per a I'obtencié de productes d’elevat valor afegit, és a dir, per a 'obtencio de proteines
recombinants, les quals s’anomenen aixi, ja que son proteines obtingudes en una espécie o linia cel fular
diferent a I'original. Les proteines en qliestio son utilitzades generalment amb interés terapeutic, és a dir
per al tractament de malalties. En el cas dels animals de granja, la produccié de proteines humanes es
coneix com a “biopharming” o “pharming” com a uni6 de les paraules granja (“farm”) i farmacia
(“pharmacy”) en anglés. (Marqués, Margarita M.; Baro, Marta F.; Nicolas, Silvia; Bayon, 2014; Sanchez, A.;
Gadea, 2015) De fet, existeixen granges biofarmaceutiques en les quals, de forma experimental, vaques,
ovelles i cabres transgeniques produeixen substancies d’us terapéutic de tal manera que, purificant la llet
que produeixen, s’elaboren medicaments contra el cancer, la sindrome de la immunodeficiéncia adquirida

(SIDA), l'artritis... (Legorreta-herrera et al., 2012)

Concretament, I'any 2009, I'antitrombina Ill humana va ser la primera proteina recombinant produida per
animals transgénics comercialitzada i es produeix en la llet de cabra transgenica obtinguda mitjangant el
procés de transferéncia nuclear. A més, es fa servir com a tractament de la profilaxi de tromboembolisme
vends en pacients amb deficiencia congénita d’antitrombina sotmesos a cirurgia, és a dir, amb una
deficiencia des del seu naixement de la proteina reguladora de la coagulacié de la sang. La profilaxi de
tromboembolisme vends és una malaltia que consisteix en la formacié de coaguls de sang en venes

profundes.

Representacio de l'obtencié de llet de cabra transgénica amb antitrombina
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D’altra banda, dos exemples de proteines utilitzades amb fins terapéutics obtingudes mitjangant I'is de
bacteris i llevats que son comercialitzades actualment son, respectivament, “Krytexxa” que prové de la
proteina recombinant pegloticase i que es fa servir en el tractament del dolor i la inflamacié d’un tipus
d’artritis anomenat “la gota cronica”, i “Liraglutide” que prové de la proteina recombinant victoza i que

es fa servir en el tractament de la diabetis. (Sanchez, A.; Gadea, 2015)

En el cas de les plantes transgéniques, destaca la produccié de la immunoglobulina A secretora (SIgA), un
tipus d’anticos, és a dir, una proteina produida pel sistema immunitari del cos quan detecta substancies
nocives anomenades antigens. La SIgA és un dels anticossos produit pel nostre cos de forma més abundant
i és clau en la proteccio de toxines i patogens en les secrecions de les mucoses del nostre organisme com
la saliva, les llagrimes... La SIgA és un “plantibody” que es fa servir per prevenir caries dentals. (Larrick &

Thomas, 2001)

A part de l'interés terapeutic de les proteines recombinants, també es poden fer servir industrialment,
per exemple, mitjangant la produccié de la proteina de seda d’aranya en la llet de cabres transgeniques
per tal d’obtenir fibres lleugeres i molt resistents per a components militars i espacials. Es tracta d’un

producte ja comercialitzat com a “BioSteel”. (Sanchez, A.; Gadea, 2015)

Representacio del producte “BioSteel”

La segona aplicacié important és la clonacié d’animals elit, és a dir, la multiplicacio il limitada de races
d’animals seleccionades mitjangant la transferencia nuclear, la clonacio, i, per tant, donant lloc a animals
genéticament identics i augmentant |'eficiencia de la productivitat del bestiar (Felmer, 2004). Mitjangant la

millora de caracters productius, es modifiquen caracters d'importancia economica amb objectius com, per
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exemple, la millora de la produccié de llana d’ovella modificant les propietats de la seva fibra, la reduccio
de lactosa a la llet per permetre’n el consum a persones intolerants a la lactosa, la maternitzacié de la llet
de vaca per fer-la més apropiada al consum dels bebes, I'increment del valor nutricional de la llet, 'augment
del rendiment en la produccié del formatge o la manipulacié de la produccié carnica d’animals de granja
mitjangant la transferéncia del gen de la hormona del creixement (GH), com es fa per obtenir els salmons
transgenics “AquAdvantage” desenvolupats per “AquaBounty Technologies”, ja comercialitzat al continent
america, permetent que el salmo transgenic creixi durant tot I'any, en lloc de només durant la primavera
i lestiu (Albareda, 1982; Marqués, Margarita M.; Baro, Marta F.; Nicolas, Silvia; Bayén, 2014). La millora
dels continguts nutricionals també té lloc en plantes, com per exemple a través de la previsié de crear

plantes que produeixin vacunes ingeribles (Legorreta-herrera et al., 2012).
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Representacié del salmé transgénic “AquAdvantage” darrere d’un salmé no transgénic

En tercer lloc, s’ha de tenir en compte la conservacié geneética, ja que la clonacio, encara que sovint
s’associi amb la pérdua de diversitat genética, pot ser clau per conservar espécies en perill d’extincio

(Felmer, 2004).

La quarta aplicacié consisteix en I'eliminacié de gens, els gens knock-out, la qual pot permetre coneixer
millor la funcid génica, investigar en quins tipus cellulars i en quin moment del desenvolupament
s’expressen diferents gens, estudiar la funcié dels gens eliminats i fer servir els organismes obtinguts com

a models de determinades malalties humanes, en els quals és possible analitzar més directament i
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efectivament els mecanismes moleculars de la malaltia i els efectes de noves terapies (Felmer, 2004;
Marqués, Margarita M.; Baro, Marta F.; Nicolas, Silvia; Bayon, 2014). També es poden utilitzar animals
transgeénics com a donants d’organs per a pacients humans mitjangant “xenotrasplantaments”, ja que les
donacions humanes no cobreixen les demandes d’organs. No obstant aixo, els “xenotrasplantaments” es

veuen limitats pel refds d’organs entre espécies (Felmer, 2004).

El procedimiento « Proveerfa de células capaces de producir insulina a personas con diabetes tipo 1

EXTRACCION ENCAPSULADO TRASPLANTE

Sa extrae el pdncreas de un Los islotes se mezclan con Los islotes son
cerdodae5a7 d‘ias deviday alginato para producir su trasplantados por
§e separan del organo los encapsulamiento y protegarlos laparoscopia en el
islotes de Langerhans. del ataque inmunolégico. abdomen.

MICROCAPSULA
Tamano

0.5 mm el
Alginato \ g‘ )
Lamembrana ./

evita elrechazo
\d eltrasplante

-~

CERDO LIBRE
DE PATOGENOS

Islote de Langerhans Unavez encapsulados,
Es un racimo de células los islotes se cultivany se PACIENTE
pancreaticas responsables estudia suviabilidad y %gg I‘DIABETES
de la produccién deinsulina. funcién en laboratono.
Fuente DR ADRIAN ABALOVICH CLARIN

Representacié d’'un “xenotrasplantament” entre porc i un ésser huma

En cinqué lloc, existeix la terapia génica, I'aplicacio de la transgeénesi en humans per tractar malalties
hereditaries monogeéniques, és a dir, provocades per l'alteracié d’un sol gen. La terapia genica consisteix
en la introduccié d’un gen dissenyat per subministrar una nova propietat a les cél {ules que freni el progrés

de la malaltia. (Legorreta-herrera et al., 2012)

Finalment, existeix la creacié d’organismes resistents a diverses malalties mitjangant la transferéencia de
gens de resisténcia d’anticossos i de proteines de la membrana virica. En el cas de les plantes, cal destacar

la resisténcia a plagues. (Albareda, 1982; Felmer, 2004)

Malgrat tot el seguit d’aplicacions utils esmentades, cal coneixer el que suposen economicament més enlla

dels seus avantatges (Greenpeace, 2009).

En primer lloc, els cultius transgenics contaminen els cultius convencionals, posant en risc la biodiversitat

(Greenpeace, 2009; Mosquera, 2001). De fet, existeix el terme bioseguretat per fer referéncia als efectes
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ecosistémics que poden causar plantes sexualment compatibles amb altres plantes que pertanyen a I'ambit
natural en el qual les primeres sén cultivades. Es tracta de la situacid que es creu que té lloc entre els
cultius transgenics i els no transgenics de tal manera que els primers causen la destrucciod dels segons.
(Mosquera, 2001) El problema principal que en deriva és el fet que no existeix cap llei que exigeixi a les
companyies biotecnologiques causants dels danys esmentats i propietaries dels cultius de llavors

transgeéniques a pagar als agricultors per les pérdues economiques que els causen.

A nivell espanyol, cada any, hi ha un important nombre de contaminacions i danys causats per organismes
transgenics, com és el cas de la contaminacié provocada pel blat de moro transgenic de I'empresa
“Monsanto” anomenat “MON 810” que té conseqiiéncies mediambientals i economiques greus en els

camps rurals i agraris. (Greenpeace, 2009)

En segon lloc, com es podria deduir a partir de les aplicacions descrites anteriorment, el nivell de costos
economics en produccié animal, en ma d’obra, en maquines i en herbicides pels cultius hauria de disminuir,
ja que es creen organismes resistents a insectes, a virus i herbicides, a sequeres, a la humitat, a I'acidesa
del terra, amb tolerancia a I'alumini i amb un retard en el periode de maduracio, entre molts altres
exemples (Greenpeace, 2009; Mosquera, 2001; Parada et al., 2001). No obstant aixo, s’ha observat que
encara que es dissenyin plantes resistents contra plagues especifiques, els cultius transgenics no estan
lliures de pesticides, ja que han de ser utilitzats per eliminar noves plagues. Per tant, sovint, els agricultors
que compren les llavors transgéniques a les empreses venedores no només paguen més per les llavors
manipulades genéticament respecte el preu de les llavors del producte convencional, siné que, a més, han
de comprar pesticides per combatre les noves plagues, tal i com va succeir I'any 2007 a I'india amb alguns
cultius transgenics del coté Bt, un tipus de coto transgenic. (Greenpeace, 2009) Cal esmentar que els

herbicides aplicats als cultius transgenics son més facilment degradables (Parada et al., 2001).

Per conseglient, es detecta un tercer i principal problema economic, la monopolitzacié de la produccié
de llavors transgeéniques per part de diverses empreses multinacionals, entre les quals hi ha “Novartis”,
“DuPont-Pioneer”, “Syngenta”, “Bayer” i “Monsanto”, de les quals, les deu més importants, I'any 2006,
controlaven el 57% del subministrament de llavors que es comercialitzen a tot el mén, un 20% més del
que venien I'any 1996. De fet, les llavors transgéniques produides per part de “Monsanto”, a qui sovint es
fa referéncia com el monopoli del sector, estan presents en el 86% dels cultius transgenics del mén. A
més, “Monsanto” és la propietaria de la soja transgenica “Roundup Ready”, el cultiu transgenic més estés

per tot el moén.

El clar augment de la concentracié empresarial, redueix les varietats i, per tant, la llibertat d’eleccié dels

agricultors, causant 'augment dels preus, ja que I'oferta del producte és molt reduida. Al cost dels preus
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tan elevats cal afegir situacions com el fet que “Monsanto” demanda a centenars d’agricultors
estatunidencs cada any per guardar les llavors transgéniques que els proporcionen i han estat condemnats
a pagar a la multinacional més de 21 milions de dolars, una quantitat que pot arribar fins els 160 milions

tenint en compte acords extra-judicials.

Com a conseqliéncia, es produeix un augment de la bretxa que separa pobres i rics, no només a causa de
la concentracié empresarial, sind6 que també a causa del fet que la major part dels cultius transgenics es
destinen a I'alimentacié ramadera per abastir, per exemple, el consum de carn excessiu dels paisos rics, o
a la produccié de fibra, com és el cas de les explotacions industrials a gran escala de la soja i el cotd,
respectivament. Per tant, els cultius transgenics no son una solucio ni per la pobresa, ni la fam, ni el canvi
climatic, aixi com va afirmar ’TONU amb la presentacié de I’Avaluaci6 Internacional del Coneixement,
Ciencia i Tecnologia en el Desenvolupament Agricola (IAASTD) duta a terme entre els anys 2005 i 2007.
(Greenpeace, 2009)

Es clar que és necessaria I'aplicacio de la biotecnologia per tal d’augmentar la produccié d’aliments per
cobrir 'augment en la demanda a causa de la superpoblacié mundial, ja que els recursos naturals del planeta
tenen limits, una situacid que és encara més greu en els paisos pobres i subdesenvolupats, en els quals les
taxes de natalitat son les més elevades, mentre que I'accés a quantitats d’aliments raonables i de bona
qualitat és limitat, donant lloc a la inseguretat alimentaria (Mosquera, 2001). De fet, I'Organitzacié de les
Nacions Unides per a I'Agricultura i I'Alimentacié (FAO) i altres organitzacions internacionals reconeixen
que la crisi alimentaria i 'augment dels preus dels aliments i els pinsos es deuen a 'augment de la demanda
a quasi tot el mon, a les nefastes condicions meteorologiques i a I'especulacio sobre les mateéries agricoles,

entre altres factors (Greenpeace, 2009).

Es calcula que aconseguir una espécie transgénica té un cost que varia entre els 20 i els 50 milions de
dolars. Conseqiientment, les empreses que treballen en el desenvolupament de llavors transgeniques
tenen un gran capital, el qual principalment és privat. Es per aixo que els paisos que més necessiten els
processos tecnologics clau per obtenir organismes transgenics no tenen els mitjans per adquirir-les ni les
poden desenvolupar i, per tant, 'opcié més facil és la compra dels desenvolupaments realitzats fins al

moment, ja que controlar les técniques no és una opcié. (Mosquera, 2001)

Tecniques de transgenesi més innovadores com el CRISPR-Cas9 poden ser tils per posar-hi remei, ja
que, 'exemple posat es tracta d’'una técnica considerablement menys costosa que les dissenyades fins al
moment i facilment aplicable degut a la seva capacitat d’adaptacié a diversos organismes, inclos I'ésser

huma, a I'’hora d'’utilitzar-lo de forma dirigida per a I'edicid genetica.
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Resumidament, el CRISPR-Cas9 consisteix en 'is d’una sequiencia RNA guia que transporta I'enzim Cas9
per complementarietat de bases a la seqiiencia de DNA que es vol modificar. L’enzim Cas9 talla la doble
helix de DNA, la qual és reparada per un mecanisme de reparacio cel {ular, ja sigui amb I'eliminacié de
gens perijudicials (“knock-out”) o I'addicio aleatoria de nucleotids mitjangant la recombinacié no homologa
o uni6é d’extrems no homolegs (Non-Homologous End Joining — NHE]), o amb la replicacié d’una seqiiéncia
model corregint una seqiiéncia existent a través de la recombinaci6 homologa (Homologous
Recombination o Homology-directed Recombination-mediated Repair — HR o HRR), processos que
s’explicaran més endavant. Normalment, es fa servir el mecanisme de reparacié HR per introduir una
sequiencia desitjada en el genoma de I'organisme, fet que s’aconsegueix amb I'afegiment d’una seqiiéncia
model a prop de 'RNA guia i de la proteina Cas9. El CRISPR-Cas9 és una técnica que procedeix d’un
mecanisme natural present aproximadament al 50% dels bacteris i al 90% d’arqueobacteris i que es pot
fer servir per substituir una unica base del DNA per una altra, per detectar seqliencies per diagnosticar
malalties, per editar 'RNA o per activar o reprimir la transcripcio, evitant la modificacio directa del

genoma i, per tant, augmentant la seguretat de la modificacio. (Gémez-Tatay & Aznar, 2019)

Representacio del funcionament de la técnica CRISPR-Cas9

L’avantatge economic que podria suposar el desenvolupament de técniques barates com el CRISPR-Cas9
pels paisos subdesenvolupats, d’altra banda, pot donar lloc a compradors individuals, ja que s6n noves

técniques de transgénesi amb preus assequibles.
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Aixi, destaca clarament el “biohacking” o “biopunk”, un moviment que apropa el coneixemnt de les
ciéncies biologiques del mén académic i dels laboratoris privats a un public no especialitzat amb la filosofia

del “Fes-ho tu mateix” (Do-It-Yourself — DIY).

Concretament, darrere del “biohacking” hi ha la voluntat de democratitzar el coneixement mitjangant la
creacié de manuals, forums per compartir experiéncies i el hackeig de documents académics i processos
especialitzats, d’acord amb els principis del hacktivisme. També s’hi troba I'is del cos huma com a material
d’una obra d’art amb I'aplicacié de diverses tecnologies per tal d'augmentar les capacitats humanes, i, per
tant fusionant els conceptes de “body art”, transhumanisme, el qual sovint s’anomena tranhumanisme

casola o de garatge, i “grinder”, 'autoexperimentacié (“selfexperiment”).

En la comunitat biohacker es desenvolupen equips de baix cost, tallers, cursos introductoris, conferéncies,
alternatives barates d’equips cientifics, kits de fermentacio, comparticié de dades genomiques en bases de
dades de lliure accés, extraccio de DNA, elaboracié de microscopis casolans per a I'analisi del flux vaginal,
crackeig de codis de DNA, creacié d’un tipus d’empreses anomenat “start-ups”, dispositius per a
I'exploracio del coll uteri, etc. Per tal d’aconseguir-ho fan servir diverses técniques, entre les quals hi ha

el CRISPR-Cas9.

Josiah Zayner, fundador de “The Odin”, una start-up que ven DNA modificat i kits de CRISPR-Cas9 per a
biohackers, va transmetre en viu un video en el qual es va injectar una solucié elaborada amb tecnologia
CRISPR-Cas9 per eliminar el gen inhibidor de la miostatina i augmentar la seva musculatura. La miostatina
és una proteina que s’encarrega de limitar el creixement dels musculs. Un altre exemple, és Aaron
Traywick que és el fundador d’una start-up anomenada “Ascendance Biomedical” i que és conegut per
injectar-se una vacuna experimental per a I’herpes produida amb CRISPR-Cas9 en la conferencia BDYHAX

a Texas. Mesos després del fet, la seva empresa va proporcionar una terapia génica a un pacient infectat

amb la SIDA. (Gayozzo, 2021)

Per concloure, cal remarcar que les aplicacions dels organismes transgeénics podrien ser utilitzades
positivament per aconseguir importants objectius socials i economics, pero, com s’ha pogut veure, la seva
injusta apropiacio per part de grans multinacionals determina la impossibilitat de fer-ho realitat. D’altra

banda, cal pensar si posar la seva gestié en mans de qualsevol ciutada hauria de tenir limits étics.
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2.3. Visio social

La transgenesi ha estat molt quiestionada des de la seva aparici6 fins I'actualitat degut a la seva recent
invencio. Tant els efectes secundaris que puguin causar com les finalitats dels procediments han estat els
principals objectes de critica entre la poblacié. Concretament, s’estima que el desconeixement general

sobre I'ambit és la causa més rellevant que ha promogut inseguretat en la societat.

Quant a la promocio de les metodologies i la seguretat dels procediments, s’han realitzat diversos estudis
que mostren una clara manca d’informacié i problemes de comunicacio cientifica a nivell internacional. La
transgenesi, especificament, ha estat un dels casos que s’han estés de manera menys uniforme entre la
comunitat cientifica, la qual cosa ha donat lloc a confusions que, avui en dia, repercuteixen en I'acceptacio

de, per exemple, la preséncia d’aliments transgenics en un supermercat.

Hi ha diverses organitzacions que s’han dedicat a estudiar-ho, com ara Concise, la qual ha publicat articles
i altres documents que es basen en dades veridiques extretes de la poblacio per a poder-ne realitzar les
conclusions pertinents. En una de les publicacions plantejaven quin paper exerceix la comunicacio de la

ciéncia en I'opini6 de la ciutadania espanyola.

En els resultats, s’explica que sén els mitjans de comunicacié convencionals i digitals els que solen ser
consultats per la poblacié. Alhora, les xarxes socials com Twitter, Facebook, Instagram o WhatsApp han
guanyat molta rellevancia en la promulgacié d’idees i fets durant els tltims anys, sobretot entre la joventut
i, per tant, les properes generacions. Els podcasts, els videos de YouTube i altres blogs especialitzats son
altres fonts d’informacioé usades. No obstant, on es solen cercar més noticies i articles és a Google perque
les xarxes socials no es poden considerar completament fiables. La televisid és un altre mitja que arriba a
moltes persones, tot i que esta caient en desUs i sol influenciar més en les generacions adultes. A més,
algunes persones que van ser objecte d’estudi en I'article de Concise expliquen que les empreses privades,
com ara les farmaceutiques, sén fiables, tot i que no tant com les organitzacions internacionals com ara
'ONU o I'OMS, les quals van ser classificades com a extremada o moderadament fiables. En I'estudi es
conclou que les idees i percepcions de les persones estan criticament influenciades pels seus voltants i les
opinions més populars. L'interes, la sensibilitat i el nivell de conscienciacioé respecte els temes tractats

també es veuen modificats per la seva formacid, professio o situacio laboral.

En I'estudi es va realitzar una analisi que abastia un llarg nombre de tematiques, tot i que els OMG van
mostrar grans contradiccions entre les opinions. En altres paraules, va ser 'ambit que més diversitat de
pensaments va mostrar. Els organismes modificats geneticament van ser percebuts com a interessants, tot

i que no solen despertar molta inquietud entre els ciutadans perqué son vists com un tema de caracter
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tecnologic i, per tant, d’alta complexitat, la qual cosa dona lloc a un distanciament entre la comprensié de
la transgenesi i el public. Els canals dels quals les persones n’obtenen més informacié son Google Académic
i la Wikipedia, dues de les fonts més consultades actualment degut a la seva accessible disposicio i aparent

fiabilitat.

A més, els principals resultats obtinguts sobre els aspectes que les persones consideren per a garantir la
confianga de la font mostren que I'entitat que proporciona i finanga la investigacid és un punt important.
També cal tenir en compte el tipus d’emissor que proporciona la informacio. Els cientifics, els portaveus
d’institucions cientifiques i els periodistes cientifics o generalistes sén clars exemples. Tanmateix, el format
en qué es presenta la informacid és un aspecte molt rellevant, ja que la subjectivitat oferta per la font i
percebuda pel receptor pot causar un decantament cap a una postura o una altra. Alhora, cal tenir en
compte que moltes entrades a Google no estan completament filtrades i regulades, de manera que hi ha
fonts que son “fonts de fonts” i, per tant, poden contenir errors, dels quals Google no se’n responsabilitza.
Es per aixo que la indexacié és generalment acceptada com un control de qualitat per la societat. Els
participants explicaven també que les xarxes socials han de ser usades amb responsabilitat i amb una
mirada critica i sospitosa per a filtrar la qualitat de les publicacions. Per aixo, les xarxes obertes com
YouTube o Facebook tenen molta importancia tot i que Unicament proporcionen informacié que l'usuari
selecciona seguint a comptes o tematiques concretes, mentre que les xarxes tancades com ara WhatsApp
o Telegram es limiten a difondre informacioé que s’intercanvia entre usuaris i que no pot ser filtrada tan

facilment.

Malgrat I'excessiu Us de les fonts esmentades anteriorment, es segueixen considerant més fiables les
pagines oficials, tot i que solen ser menys consultades a causa de latractivitat en que es presenta la
informacié i la facilitat per a accedir-hi. Per tant, el coneixement visual sol ser més ame que el textual i,

per tant, més consultat.

Concretament, els OMG sén ben rebuts per una gran majoria de la ciutadania, tot i que la informacié que
es rep d’ells sol ser difosa i anecdotica. Es per aixd que molts dels participants manifesten una absoluta
desconfianga envers els cientifics i responsables de la difusid de la transgénesi com una enorme confusio
dels termes emprats en els articles i fonts més fiables. En altres paraules, tant la falta de claredat com el
llenguatge técnic han causat que una considerable proporcié de la societat es mostri distant als

procediments de modificacioé genética.

Finalment, els participants de I'estudi realitzen diverses recomanacions per a millorar la comunicacioé
cientifica. Concretament, suggereixen que les institucions i els cientifics siguin els principals promotors de

la informacié que creen i troben, de manera que no hi hagi interpel lacions que modifiquin el discurs i en
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disminueixi la credibilitat. A més, expressen inconformitat envers la manera en que la televisié publica
exprimeix el seu potencial. Mentre podria ser usada per a la divulgacié d’informacié fiable, no s’hi solen
destinar moments dedicats a aixo. També es qliestiona la manera en que, des de petits, se’ns inculca la
ciéncia en I'educacid, com també les limitacions de I'adaptacio de revistes i articles en altres llenglies que
resulten ser incomprensibles per la majoria de la poblacié. Més especificament, en I'ambit dels OMG, la
ciutadania reclama la clarificacié de les quiestions bioétiques com un etiquetat senzill, clar i precis en els
seus productes. Alhora, manifesten trobar a faltar I'accés a coneixement rigoros i neutral basat en estudis
independents sobre els impactes dels transgénics tant en I'organisme com en el sistema social establert.

(Moreno-Castro et al., 2020)

S’han realitzat altres estudis sobre la veracitat de les fonts d’informacié de la comunicacié cientifica en que
es plantegen els passos per a adquirir coneixement cientific. En l'article del JCOM, concretament,
s’estudien dues consultes publiques realitzades a Italia i Eslovaquia sobre temes polémics relacionats amb
la ciencia. El contingut analitzat qualitativament ha donat lloc a uns resultats que mostren que el
coneixement cientific impregna diversos ambits de comunicacio, creant camins diferenciats de confianga
en la ciéncia, els quals son determinats per I'entorn, la salut, les fonts d’informacié i les preferéencies

personals sobre les xarxes o pagines consultades.

Recentment, i sobretot degut a casos com la pandémia de la Covid-19 o Sars-Cov-2, han aparegut
conflictes politics i cientifics sobre les veritats cientifiques derivades d’actituds populistes i creences
difoses. Malgrat les controveérsies i I'intens debat als mitjans de comunicacio, diverses enquestes mostren

que la confianga del pablic en les institucions cientifiques segueix en creixement.

Algunes enquestes, com ara la realitzada als Estats Units I'any 2016, mostra que els cientifics segueixen
sent el grup pel qual el nivell de confianga s'ha mantingut estable des dels anys setanta del segle passat, tot
i que els nivells poden variar en funcié del tema considerat. Per exemple, sobre les vacunes, el Wellcome
Global Monitor ha determinat que més de tres quartes parts de la poblacié mundial esta d'acord que les
vacunes son segures i efectives, obtenint un 79% i un 84% a Italia i a Eslovequia, respectivament. A més, la
recent enquesta de I'Eurobarometre sobre la percepcié de les vacunes i les fonts d'informacié posa de
manifest que la ciéncia i la tecnologia estan indubtablement influenciades per les ecologies de la

comunicacié i els sistemes politics en diferents contextos nacionals.

L’estudi és interessant pel fet que contraposa dues mentalitats molt diferents de dos paisos llunyans. Italia
és un pais mediterrani del sud d'Europa amb 60 milions d'habitants que té com a principals poténcies el
comersg, el transport, els serveis d'allotjament i alimentacio, la industria i I'administracié publica, la defensa,

I'educacio, la salut humana i les activitats de treball social, entre d’altres. A més, és un pais centrat en la
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televisio i en emissions publiques i privades, en que la difusié de diaris i revistes s'ha reduit drasticament.
Eslovaquia, en canvi, és un pais continental de I'est d'Europa amb 5,4 milions d'habitants, tot i que té com

a principals poténcies economiques les mateixes que s’han esmentat en el cas d’ltalia.

A més, a Eslovaquia la ciutadania s'informa principalment a través de la televisié tenint en compte les
qliestions politiques nacionals. A diferéncia d'ltalia, el segon canal d'informacié és Internet, pensat com la
font principal d'informacié sobre questions politiques nacionals. Per aixo, la confianga en els canals de

comunicacié convencionals és superior a la confianga en els mitjans digitals més utilitzats.

Les conclusions extretes en I'article evidencien que, en abséncia d’informacié fiable, les persones cerquen
contactes personals amb experts en la materia, els quals son una font de coneixement molt estesa. No
obstant, I'escenari més freqlient és la transmissié d’informacié entre familiars, amics i coneguts, acostant-
s’hi menys frequientment a desconeguts i professionals aliens al cercle immediat i proper. Ambdos paisos
mostraven similituds a I'hora d’obtenir informacio, tot i que I'estat i les facilitats que proporciona juguen

un paper important en el cami de la desinformacio.

L'estudi pretenia identificar les dimensions comunes de la confianga en la ciéncia i la comunicacié cientifica
i investigar com les fonts d'informacio i els canals utilitzats per adquirir coneixement cientific tenen un
paper en el desenvolupament de formes diferenciades de comunicacio cientifica. Amb I'estudi s’ha arribat
a la conclusié que la incorporacié del coneixement cientific es caracteritza per multiples aspectes, tot i
que el tema cientific que tracta o I'ambit al qual es refereix és el més important. Sense tenir en compte
limpacte de la font, els cercles familiars i d'amics son ambits de confrontacio i intercanvi en els quals es
formen opinions, actituds i visions critiques envers la ciéncia i la tecnologia i, en els moments de dialeg, és
quan es forja una opini6 més personal i alhora influenciada per la d’altres persones, de manera que
r o NPT .
extensio d’una opini6 és rapida i, en alguns casos, completa, amb 'objectiu d’evitar mostrar-se diferent a
la multitud. Per tant, breument, els resultats extrets en I'article de JCOM evidencien que la confianga no
s’adquireix a través dels mitjans de comunicacid. Més aviat, es desenvolupa a causa de les relacions
interpersonals i la pertinenga a cercles socials concrets, majoritariament en temes relacionats amb la salut,

la confianga en la ciéncia i en la tecnologia, entre d’altres. (Brondi et al., 2021)

Finalment, ’Eurobarometre de 2010 mostra diverses dades que s’adeqiien al pensament i la percepcio
actual sobre temes semblants a la transgenesi. Els diversos objectes d’estudi es mostren en el segiient
Al ’ hY . y . y . N e . .
grafic, el qual consta d’una llegenda en qué apareixen I'energia solar, I'energia eolica, els ordinadors i la
informacié tecnologica, la nanotecnologia, la biotecnologia i I'enginyeria genética i I'energia nuclear,
respectivament. Concretament, estan ordenades en ordre de més a menys acceptades per la societat al

llarg dels anys, dels quals només se’n contemplen dues decades, del 1990 al 2010, aproximadament,

89



exceptuant les més recents com la nanotecnologia o I'energia nuclear, les quals han sigut polémiques un

cop produida la seva aparicié posterior.

Representacio de 'acceptacio dels diferents ambits en funcié del temps

Com es pot visualitzar en el grafic anterior, la biotecnologia i I'enginyeria genética no han rebut un gran
optimisme per part de la poblaci6 al llarg del temps, tot i que no és el camp menys acceptat dels que
apareixen en la llegenda. Es situa I'inici el 1991, quan la biotecnologia va comengar a ser reconeguda com
una ciéncia valida i innovadora, de manera que la percepci6 era positiva i expectant. Posteriorment, amb
les inseguretats dels procediments i les mancances de comunicacié cientifica, va haver un decrement en la
confianga que es donava als procediments, el qual va tacar la seva imatge, encara a lactualitat.
Posteriorment, I’enginyeria genética va guanyar rellevancia, i les seves utilitats i la garantida seguretat van
calmar la societat, la qual va comengar a veure els organismes modificats genéticament amb més
normalitat, tot i que amb certa distancia. Finalment, I'Gltim periode s’ha caracteritzat per la disminucié
d’optimisme, el qual també s’evidencia en altres ambits que apareixen al grafic. Aixo es pot relacionar amb
Pinici de divulgacio d’informacio a nivell internacional amb més facilitat gracies a les xarxes socials o altres

forums, com l'elevat Us d’Internet.
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També cal tenir en compte que I'Eurobarometre es basa en la informacié obtinguda de 32 paisos diferents
d’Europa. A l'inici, la poblacié europea cercava la regulacié de I'interés public i la possibilitat de parlar per
a intervenir en factors diversos. A més, I'inici de conscienciacid sobre el canvi climatic i la sostenibilitat de
les tecnologies va ser un fet molt rellevant en les dades del grafic. Es per aixo que I'energia solar i 'edlica,
ambdues fonts d’energia sostenibles, es troben en un nivell tan elevat com els ordinadors i la informacio

tecnologica.

Es destacable la manera en que, actualment, I'optimisme envers la biotecnologia i I'enginyeria genética es
troba, aproximadament, al mateix nivell que el 1933, abans de les controversies sobre els aliments
transgenics dels anys 90. Hi ha una clara reconstruccioé de la confianga publica en els reguladors i la indUstria
des del nadir dels anys noranta. En l'index, els cientifics universitaris mostren un index de confianga al
voltant del 80%. No obstant, la confianga esta en estat decreixent perque s’espera veure una regulacio
adequada i no s’esta disposat a acceptar la dependéncia de les forces del mercat. La regulacié basada en la
ciéncia és ampliament acceptada. Tanmateix, quan I'ética i els valors socials estan en joc, gran part de la

societat espera veure la participacio del public en la presa de decisions.

Tot i que el 83% dels europeus mai no ha sentit parlar del concepte de biologia sintética, les respostes
mostren el que s’espera d'una tecnologia nova, concretament coneixer-ne els riscos possibles, els

avantatges reclamants i el beneficiant, de manera que només I'aprovarien en circumstancies molt especials.

Pel que fa a la terapia génica, el suport és bastant semblant. Per exemple, el xenotrasplantament, el qual
mai havia rebut gaire suport, és actualment aprovat pel 58% dels enquestats, com passa amb les
biotecnologies mediques i les aplicacions no terapéutiques. Passant de la reparacié a la millora, trobem
que el 56% del public europeu aprova la investigacid que té com a objectiu millorar el rendiment huma.
Pero el suport a la medicina regenerativa no és incondicional, I'aprovacié depen de la percepcié de

supervisio i control adequats.

La recepcid, per tant, és un altre tema que s’ha de tractar. El contrast entre la percepcié del public de les
biotecnologies mediques i les biotecnologies agroalimentaries tradicionals és cada cop més gran. A més,
I'enquesta Eurobarometre del 2010 va ser realitzada un mes abans que la Comissié Europea de Brussel ‘les
aprovés la patata Amflora de BASF. Tot i aixo, hi ha controversies en I'enquesta que semblen romandre
eternes. A més, la clonacié amb la finalitat d’obtenir productes alimentaris dona lloc a preocupacions
similars a gairebé tots els paisos de la Unié Europea, rebent encara menys suport que els aliments

transgenics.

Per tant, els aliments produits mitjangant processos d’enginyeria genética son presents actualment pero

no gaire ben rebuts per la societat. No obstant, els cisgénics, cultius transgenics produits Unicament
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mitjangant I'afegiment de gens de la mateixa espécie o de plantes que es poden creuar per la millora
convencional, evoquen una reaccié diferent a I'afegiment de gens propies d’especies llunyanes. De fet, la
produccio cisgenica de pomes rep un suport del 55%, mentre que les pomes transgeniques reben 33%
d’aprovacié. Per tant, els cisgénics sén més ben acollits pel fet que hi contribueixen a la reduccié de I'is
de pesticides i dels residus que creen i no semblen ser tan “antinaturals” com els transgénics. Es per aixo

que, en un futur, és probable que els aliments cisgenics substitueixin els tradicionals a nivell de popularitat.

Finalment, es planteja fins a quin punt les creences, la socialitzacié i els valors estan associats amb el suport
a la ciéncia i la tecnologia. La resposta és que, en general, les mentalitats laiques, alliberades de les
limitacions de mentalitat que comporten certes religions, mostren més optimisme tecnologic i son més
propensos a donar suport a la investigacio de cél lules mare embrionaries humanes, per exemple, mentre
que en temes de medicina regenerativa es divideixen en dos grups, els quals es sustenten en funcio6 de la
veritat. No obstant, hi ha moltes persones altament religioses que consideren que la ciéncia hauria de
prevaldre en el conflicte, perque és I'educacié i les troballes les que s'associen a un major optimisme

tecnologic i a una més elevada confianga en la delegacio cientifica.

De fet, en funcid de la regulacié dels valors i el suport a les tecnologies, se’n distingeixen cinc grups basats
en dos contrastos fonamentals. El primer és entre els paisos en qué es prioritza la ciéncia per sobre de
I'etica i viceversa. El segon, en canvi, és entre els paisos que es preocupen per l'equitat distributiva. Per
tant, si s’observen les creences religioses, la socialitzacié i els valors, es troba un patré d'influéncies
complex i jerarquic, el qual crea un seguit de condicions per a la innovacidé tecnologica, segons
I'Eurobarometre. Els aspectes més rellevants son la preservacid de la sostenibilitat, els beneficis, una
regulacié adequada, la seguretat i una distribucid justa de beneficis i riscos, de manera que, si es
compleixen, hi hauria una gran millora en la percepcid dels transgenics a nivell global. Tot i aixo, al final
del treball de recerca, s’ha realitzat una analisi exhaustiva mitjangant una enquesta, la qual s’adequa molt a

les dades de 'Eurobarometre 2010 esmentades anteriorment. (George Gaskell et al., 201 1)

92



3. PART PRACTICA
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3.1. Investigacié amb Aaron New

L’objectiu de la part experimental realitzada amb I’Aaron New, investigador en el Centre for Genomic
Regulation (CRG), és valorar la importancia de les mutacions i aprendre a treballar amb algunes eines
informatiques en I'ambit de la genética. A partir dels articles Rapid Expansion and Functional Divergence of
Subtelomeric Gene Families in Yeasts i Finding the sources of missing heritability in a yeast cross s’han pogut
corroborar els resultats obtinguts en el seu moment. No obstant aixo, primer és necessari establir alguns

conceptes teorics.
3.1.1. Gens periférics, gens centrals i mutacions

Els éssers vius pertanyents a una mateixa espécie es caracteritzen per tenir en comu un conjunt de gens
centrals i per dividir-se en subpoblacions que a més en comparteixen de periférics. Els gens periférics,
també anomenats accessori, tenen un paper important en la diversitat i variacié fenotipica entre els

individus d’'una mateixa espécie.

Alhora, poden patir mutacions genetiques que elles mateixes o, juntament amb d’altres, poden contribuir
al desenvolupament de malalties. S’ha de tenir en compte que la identificaci6 de mutacions causants de
malalties és clau en 'ambit de la genética humana i també complicada, ja que, no nomeés cada individu pot
tenir-ne moltes, sind que, a més, diferents mutacions en diversos gens poden donar lloc al mateix resultat.
A causa de les complicacions esmentades, sovint es fan servir models de laboratori a partir dels quals es
poden obtenir observacions especifiques que permeten arribar a conclusions Utils per entendre i predir

fenotips.
3.1.2. Pérdua d’heterozigositat i subtelomers

D’altra banda, existeixen variacions cromosomiques d’un major grau que, per exemple, donen peu a la
preséncia o abséncia de gens sencers i poden ser facilment relacionades causalment amb un fenotip,
especialment quan ja es sap la funcid dels gens afectats. La pérdua d’heterozigositat (Loss Of
Heterozigosyty - LOH), normalment la pérdua d’'un brag cromosomic sencer, és un tipus de variacio
mutacional de major nivell, la qual sovint no es veu en les linies germinals dels organismes, ja que son

letals. (Lee & Sang, 2007)
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Els subtelomers son regions del genoma que es troben als extrems dels cromosomes i que sovint no sén
completament essencials per a la supervivencia de I'individu, pero que contribueixen a la variacié fenotipica
en condicions o per caracteristiques particulars. Els subtelomers contenen gens periférics que son
compartits per alguns individus en una espécie, pero que no sén rellevants en tasques reproductives i
cel 1ulars basiques. Per exemple, en humans, receptors de I'olfacte i el gust estan presents en el subtelomer
i estan correlacionats amb diferents fenotips pertinents. Els subtelomers es caracteritzen pel silenci
epigenétic, és a dir, un mecanisme per defendre el genoma hoste d’infeccions virals i dels efectes
d’elements transferits que actua regulant I'expressié de gens altament duplicats i silenciant els transgens.
A més, les regions subtelomériques experimenten una evolucio rapida ja que pateixen esdeveniments de

LOH seguits d’un procés de reparacié que s’explica més endavant. (Brown et al., 2010)

Representacio dels subtelomers (Hu et al., 2019)

En primer lloc, és necessari entendre I'origen d’'una LOH: un trencament de doble cadena (Double-Strand
Break - DSB). Diverses modificacions quimiques, tensions mecaniques, especies reactives de I'oxigen
(Reactive Oxidative Species — ROS, molecules que es produeixen en les cél {ules resultants de reaccions
REDOX incompletes en les quals participa I'oxigen) generades pel metabolisme respiratori normal, i una
replicaci6 de DNA interrompuda son alguns factors que poden causar trencaments en una o ambdues
cadenes que formen la doble hélix de DNA. Altres causes poden ser factors externs com la radiacio
ionitzant (lonizing Radiation - IR) i alguns medicaments quimioterapeutics. Els DSBs succeeixen i es reparen

durant la reordenacié de segments del gen de la immunoglobulina (anticossos) en el desenvolupament de
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limfocits (un tipus de globuls blancs que s’encarreguen de defensar I'organisme d’infeccions), durant la
integracio de determinats elements genetics i virus al DNA hoste, i durant el procés de recombinaci6 de

la meiosi entre parells de cromosomes homolegs. (Featherstone & Jackson, 1999)

Els DSBs son perjudicials per a la cél lula de tal manera que si no es reparen poden causar la seva mort
(Lee & Sang, 2007). En el cas dels mamifers, poden portar a I’eliminacié de gens, la pérdua de cromosomes
i altres anormalitats cromosomiques que poden produir cancer (Featherstone & Jackson, 1999). Tots els
organismes eucariotes desenvolupen els segiients mecanismes per a eliminar els DSBs: recombinacio
homologa (Homologous Recombination o Homology-directed Recombination-mediated Repair — HR o
HRR), recombinacié no homologa o unié d’extrems no homolegs (Non-Homologous End Joining - NHE)),
i uni6 d’extrems mediada per microhomologia (Microhomology-Mediated End Joining - MMEJ) o unio

d’extrems no homologa alternativa (Alt-NHEJ) (Lee & Sang, 2007).

Representacio la recombinacié homologa (Seol et al., 2018)

En primer lloc, la recombinacié homologa repara DSBs que tenen lloc en les fases S o G2 del cicle cel ular
i comenga amb I'extraccid del DNA dels extrems 5’ contigus al DSB. L’extraccio és catalitzada pel MRN,
un complex proteic que conté MREI I, RAD50 i XRS2(en llevats)/NBSI. (Cannan & Pederson, 2016) De
forma resumida, la recombinacié homologa és un métode mitjangant el qual es copia la informacié genetica

d’un filament patré homoleg a la seqiiencia contigua al trencament (Lee & Sang, 2007). A través del genoma
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dels llevats i fent servir mutants molt sensibles a la IR, ha estat possible identificar els gens i proteines
principals que actuen en la recombinacié homologa, que sén: RADS5| (que forma filaments al llarg de les
cadenes de DNA desenrotllades), RAD52 (una proteina que uneix extrems), RAD54, RAD55, RADS57,
RADS50, MREI | i XRS2. També sén necessaries DNA polimerases. Al final del procés, els extrems del
DNA son lligats per la DNA ligasa | i les cadenes de DNA entrellagades son separades per un altre complex

proteic. (Featherstone & Jackson, 1999)

La recombinacié homologa es subdivideix en tres tipus de recombinacions: conversio genica, replicacié
induida per trencaments (Break-Induced Replication - BIR) i aparellament monocatenari (Single-Strand
Annealing - SSA). L’aparellament és l'accid en la qual el DNA o el RNA s’uneix a una seqiiéncia
complementaria mitjangant enllagos d’hidrogen donant lloc a un polinucleotid bicatenari. Tots tres tipus
de recombinacions homologues depenen de la funcionalitat del grup epistatic de gens RADS52. L’epistasi
és la relacié6 de dependéncia entre diversos gens a I'hora d’expressar-se de tal manera que l'accio i
expressio del gen hipostatic es veu alterada o suprimida per I'accid i expressio del gen epistatic. (Lee &
Sang, 2007) A més, el SSA té lloc entre dues seqiiéncies de DNA homologues juntes i una degradacio
extensiva d'ambdues desaparellades dona peu a una pérdua considerable de material genétic (Featherstone

& Jackson, 1999).

En segon lloc, el métode NHE]J, que té lloc al llarg de les fases GO i G| del cicle cel lular, uneix els extrems
trencats en el DSB a través d’algunes supressions o insercions de parells de bases al marge de 'lhomologia
de les sequéncies (Cannan & Pederson, 2016; Lee & Sang, 2007). En les cél lules dels mamifers i en llevats,
la primera proteina en reconeixer un DSB és la Ku70/80, un heterodimer que s’associa als extrems del
DNA trencat. Un heterodimer és una molécula formada per dos components diferents. En el cas dels
mamifers, els Ku formen un complex amb la proteina quinasa de DNA (DNA-PK), activant aixi la seva
subunitat catalitica (DNA-PKcs) i donant peu al comengament d’un procés que involucra el complex
RADS50-MREI I-NBS1 i el complex Cernunnos-X4 (Cer-XFL). (Cannan & Pederson, 2016; Featherstone
& Jackson, 1999) Si els extrems del DNA son complementaris i no estan fets malbé, poden ser ajuntats
directament per la DNA ligasa IV associada a la XRCC4. La XRCC4 és la proteina 4 complementaria
creuada de reparacio de raigs X (X-ray Repair Cross-Complementing protein 4). (Cannan & Pederson,
2016) En la configuracio i lligament dels extrems també hi actuen factors proteics com el POL4 o el FENI

(Lee & Sang, 2007).

Al llarg de tot el procés, sempre que un o dos nucleotids de complementarietat en les dues sequéncies

de DNA puguin aparellar-se entre si, 'endonucleasa Artemis treu I'excés de DNA monocatenari. Es tracta

97



d’un fet que genera un substrat que pot ser lligat per la DNA ligasa IV i que actua amb el XRCC4 i el Cer-
XLF. (Cannan & Pederson, 2016)

En el cas dels llevats, el complex de proteines de reparacié principal és MREI I-RAD50-XRS2, el qual uneix

els extrems de les sequiéncies alineant-los i fixant-los per al lligament (Lee & Sang, 2007).

En tercer lloc, el métode MMJE actua durant la fase S del cicle cel fular i esdevé la principal opci6é de
reparacio quan els dos meétodes explicats anteriorment no estan disponibles per fer reparacions a causa
de mutacions en gens necessaris per dur-los a terme, per exemple, o quan es produeix un DSB sense
deixar cap seqiiéncia final complementaria per a I'alineacié ni cap sequéncia del filament patré homologa
per a la recombinacié (Cannan & Pederson, 2016; Lee & Sang, 2007). La MMJE comenga amb I'extraccié
del DNA que presenta microhomologies dels extrems 5 contigus al DSB, semblant a l'inici de la
recombinacio homologa. Les microhomologies sén seqiiéncies curtes de bases presents en diferents gens
que no permeten que el DNA monocatenari s’aparelli. Com a conseqiiéncia es crea un substrat que,
després de 'extracciod dels extrems del DNA no aparellat, omple els forats i s’efectua el lligament amb la

DNA ligasa IV en el llevat i la DNA ligasa Ill en els mamifers. (Cannan & Pederson, 201 6)

Cal destacar que les tecniques de reparacio de DSB explicades també es fan servir com a meétodes

d’integracio dirigida de transgens.

Un cop el DSB ha tingut lloc, durant el procés de reparacié per recombinacié homologa, fragments de
DNA exogen poden ser introduits al voltant del lloc on ha succeit el trencament. No obstant aixo, la
recombinacié homologa només esta activa al llarg de la fase final S o G2 del cicle cel fular, esdevenint

ineficient com a eina d’integracié de transgens en embrions i teixits animals in vivo.

En els casos de la NHE] i la MMEJ, quan es du a terme un procés de transgenesi, la NHE] dona lloc a
direccions aleatories en la integracio del transgen i a diversos tipus d’insercions i eliminacions de bases en
els extrems d’unio. Conseqlientment, es dificulta la construccid de gens de fusid endogens i exogens per
a la produccié de proteines quimeriques o de fusié. D’altra banda, la MME] mostra una baixa eficieéncia

d’integracio dirigida en cel {ules cultivades, crescudes al laboratori.

Totes les dificultats que sorgeixen amb els métodes existents donen peu a la combinacié del complex
CRISPR-Cas9 amb la recombinacié homologa que millora I'eficiencia de la integracio dirigida de transgens,
i a la invencié d’'un meétode, la unié d’extrems mediada per homologia (Homology-Mediated End Joining -
HME]). La técnica HME] disposa d’uns bragos homolegs més llargs i estables en comparacié amb la MME].

A més, fa servir un sgRNA (single guide RNA) o gRNA (guide RNA), és a dir, un fragment de RNA creat
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per guiar la nucleasa Cas9. Conseqiientment, té una major eficiéncia, també als teixits i embrions animals

in vivo.
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El CRISPR-Cas9 és un dels mecanismes que es fan servir per facilitar la introduccié del DNA exogen

generant un DSB en el genoma de la sequiéncia que es tracta. (Yao et al., 2017)

Cal destacar que alguns defectes en els mecanismes del métode NHE] poden donar lloc a malalties
humanes com el cancer a partir de defectes i mutacions en la DNA ligasa IV, en el gen codificador NBS|
o en el gen que codifica la proteina senyal ATM, entre d’altres, aixi com un error a 'hora d’aturar el cicle
cel fular. Els fets esmentats causen inestabilitat genética, un elevat nivell de mutacions en el genoma
cel fular, que porta a una predisposicié de 'organisme a tenir cancers, sobretot a tenir cancer limfocit. Es
tracta d'un tipus de cancer que s’origina a céllules que esdevenen limfocits en la medul la ossia.

(Featherstone & Jackson, 1999)

D’altra banda, la MME] és altament mutagénica, és a dir, que produeix moltes mutacions, i probablement
també contribueix a la inestabilitat del genoma que es troba en determinades cél lules cancerigenes (Yao

etal, 2017).

En tot tipus de cancers, el 2-3% de les cél ules contenen cromosomes que mostren signes d’haver patit
nombrosos DSBs, inversions i delecions. El processament i la reparacid dels DSBs poden provocar
mutacions, LOH i reordenaments cromosomics que donen lloc a la mort cel {ular o al cancer. Malgrat
aixo, els mecanismes de reparacié dels DSBs son utils en 'ambit de les terapies adjuvants per al tractament
de determinats cancers, que soén tractaments addicionals per a disminuir el risc que el cancer torni a
apareixer després de la finalitzacio del tractament principal. Per exemple, les cél fules cancerigenes que
contenen mutacions BRCA | o BRCA 2 generalment no poden reparar els DSB per recombinacio
homologa, i, per tant, depenen dels métodes NHE] i MME]. Les cel fules cancerigenes en qliestio presenten
una elevada vulnerabilitat a la IR quan es tracten amb un tipus d’inhibidors necessaris per a realitzar la
MME]J. Es per aixo que es realitzen assaigs clinics amb inhibidors per aprovar-los per al tractament de certs

cancers. (Cannan & Pederson, 2016)

En la part experimental que s’ha dut a terme, s’ha fet servir com a model d’organisme el llevat
Saccharomyces cerevisiae, també conegut com el llevat del pa, de la cervesa o del vi, ja que es fa servir en
els seus processos de fabricacio (Steensels et al, 2012). Respecte a tota la informacié presentada
anteriorment, cal remarcar que el llevat S. cerevisiae en desenvolupament realitza la recombinacio
homologa per reparar DSBs, mentre que la majoria de cél lules d’individus mamifers fan servir la NHE]J.
Els sistemes de reparaci6 de DSBs poden posar en marxa processos d’amplificacio, sobretot en els
subtelomers. (Featherstone & Jackson, 1999) L'amplificacio és la generacid de mdltiples copies de gens a

dins del mateix brag cromosomic. Per tant, els gens als subtelomers es perden aixi com es dupliquen, és
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per aixo que qualsevol individu podria tenir moltes copies d’una familia de gens subtelomerics o no tenir-

ne cap.

Un exemple d’una regio subtelomeérica amb un gran efecte és la que controla el creixement del llevat en

maltosa, I'objecte d’estudi de I'experiment que s’ha dut a terme.
3.1.3. Tret quantitatiu i creixement del llevat

En concret, s’han estudiat dues espécies de llevat anomenades BY4741 o $288c i RMI |-1A. La principal
diferéncia entre ambdues és la seva capacitat de créixer en un medi constituit per maltosa gracies a la seva

propietat de fermentacio del glicid.

La fermentacié de maltosa és un quantitative trait o tret quantitatiu, és a dir, un valor o propietat
quantificable al laboratori. En el cas que es tracta, el tret varia entre els diferents aillats salvatges del llevat
S. cerevisiae, la qual cosa explica el fet que alguns llevats puguin metabolitzar la maltosa més rapidament
que altres. Concretament, s’estudien les diferéncies causants de la favorable fermentacié de maltosa en
lespéecie RMI|-1A i I'escassa capacitat de fermentar-la en la BY474| o S288c. Per tant, la variable que

s’observa és el consum o metabolisme de la maltosa.

Representacio de la diferéncia entre la possibilitat i la impossibilitat de fermentar la maltosa en llevat
(Fredlund, 2004)
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La principal importancia de la fermentacié de la maltosa en un medi salvatge és que garanteix el creixement
positiu del llevat en determinades fonts de carboni formades basicament de midoé. Es per aixo que I'huma,
amb el pas del temps, ha mostrat interés en la domesticacié del llevat de manera que pugui fermentar

mido, compost per la unié de molecules de maltosa, en pa i cervesa per al seu consum.

De fet, el nom Saccharomyces cerevisiae esta format per dues parts: mentre que "Saccharo" significa "fong
del sucre” en grec llatinitzat, "cerevisiae" significa "de cervesa". (Salari & Salari, 2017) Al most de cervesa,
els sucres fermentables que més n’abunden sén la maltosa (50-60%), la maltotriosa (15-20%) i la glucosa

(10-15%) (Zastrow et al., 2001).

Encara que la maltotriosa és el segon sucre més abundant del most de cervesa, la seva captacié per part
de cel lules de llevat és ineficient. Normalment, només quan el llevat ha absorbit la meitat de la glucosa
del most, s’inicia la captacié de maltosa i maltotriosa. No obstant aixo, la taxa d’absorcié és més lenta per
a la maltotriosa. Conseqlientment, el metabolisme de la maltotriosa ha rebut poca atencié en comparacio
amb els mecanismes d'utilitzacié de la maltosa i la glucosa per part de cél lules industrials de llevat. (Lu &

Sharkey, 2006)

En general, el llevat és especialment util per als humans degut a que presenten un métode concret de
fermentacié anomenat Crabtree Effect o “Efecte Crabtree”. En grans trets, el fenomen causa una rapida

conversio del gllcid en energia.

Consequientment, la reaccié es manifesta en I'alliberacié de dioxid de carboni (CO;) i etanol (C;HsOH) al
seu entorn com a subproducte. El llevat S. cerevisiae sol créixer exponencialment quan el seu medi esta

format principalment de glucosa o fructosa, les quals usen com a font d'energia de carboni.

Quan es troba en preséncia d'aire, la degradacié de la glucosa es produeix basicament mitjangant la
fermentacié aerobica, un procés que consisteix en I'assimilacid de la matéria organica en preséncia

d’oxigen i nutrients.

En canvi, quan el llevat creix sobre manosa, un glicid que compon polisacarids situats a les plantes, o
galactosa, la degradacio es produeix de manera simultania a través de la respiracié i la fermentacio. En la
situacio en questio, el resultat és causat per la repressié de la sintesi de diversos enzims respiratoris per

altes taxes de fermentacio. (De Deken, 1966)
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Funcionament del Crabtree Effect (Maicas, 2020)

El sistema regulador “Efecte Crabtree”, per tant, consisteix en una repressié d’una font d’energia, la
respiracio, per una altra font d’energia, la fermentacié. Es sovint referit com a Contre-Effet Pasteur o
“Contra-Efecte Pasteur” a causa de la seva completa dissimilitud amb I'Effet Pasteur o “Efecte Pasteur”, el
qual consisteix en la inhibicid de l'activitat de la via de fermentacio per respiracié. (Perez-Samper et al.,

2018)
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La variacio dels trets quantitatius entre individus és sovint produida per la preséncia de mutacions en el
genoma que disminueixen o augmenten l'activitat de I'RNA i de les proteines, les quals contribueixen
principalment a I'aparenga fenotipica d’un tret o d’'una malaltia, entre d’altres. De la mateixa manera, els
humans mostrem diferéncies fisiques resultants d’algunes variacions entre genomes com les espécies de
llevat desenvolupen diverses técniques de metabolisme i digestio, concretament, de la maltosa en el cas

que es tracta.

Quant al llevat, el tret del metabolisme de la maltosa és variable entre individus genéticament diferents ja
que alguns creixen rapidament i altres ho fan més lentament. Per aixo, es realitza la hipotesi que hi ha
mutacions que permeten que algunes espécies de llevat creixin més eficientment a un medi ric en maltosa
en comparacié amb altres llevats. Tot i aix0, i ha molts altres factors a tenir en compte alhora de valorar
estat de creixement d’'un organisme, concretament, del llevat en el cas que es tracta. En larticle
Investigation of the Best Saccharomyces cerevisiae Growth Condition es redacten les proves que es duen a
terme per tal d’extreure’n les conclusions més encertades sobre les variables més favorables pel seu
desenvolupament. El pH i el percentatge de dissolving oxygen (DO) sén els dos parametres optimitzats amb
I'objectiu de proporcionar la millor situacid per al creixement excessiu del llevat. S’estudien diverses
equacions i programes matematics per a quantificar el procés de creixement del llevat, entre elles 'equacio
de creixement de Richard i el programari matematic Matlab, els quals s’adeqtien a les dades. La valoracio
del creixement de cél fules de llevat en diferents condicions demostra que el pH equivalent a 4 i el DO al
5% garanteixen les optimes condicions per la reproduccio i creixement de les cél lules de llevat. (Salari &

Salari, 2017)

Per provar que les modificacions genétiques causen diferéncies en I'eficiencia del desenvolupament, es
mesura la cinetica de creixement en maltosa com a Unica font de carboni com a substitut de la seva
obtencié per fermentacio en 36 aillats salvatges de llevat. En primer lloc, cal esmentar que les espécies de
llevat que s’usen en I'estudi formen part de la mateixa espécie de S. cerevisiae, la qual cosa significa que,
normalment, entre individus es mostren clares coincidéncies de gens o segments de DNA que codifiquen
factors d'RNA i proteines. Es per aixo que, malgrat es presenciin algunes lleugeres variacions, gran part
del genoma resulta en concurréncies entre especies. De fet, les seqliéncies dels gens semblen estar
estretament relacionades perque, estadisticament, solen mostrar entre una i dues diferéncies per cada
miler de parells de bases, el qual és un nombre similar a les alteracions dels humans. No obstant aixo, atés
que el llevat ha evolucionat de forma massiva i independent durant moltes generacions, amb el temps ha
acumulat i arrossegat moltes mutacions diferents que ha causat diverses diferéncies entre especies. Tot i

que la major part de les sequiencies de DNA en qiiestid sén neutres, és a dir, que no causen cap efecte
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determinant sobre els trets quantitatius que es mesuren, altres mutacions poden tenir un impacte que
provoqui variacions en almenys un tret, com ara la fermentacié de la maltosa. De fet, la mutaci6 és la font
tltima de la variacid genética. Les mutacions espontanies sén la font de tota variacié genetica de la
naturalesa. La metodologia més imparcial i directa d’investigacié sobre les mutacions espontanies en S.
cerevisiae és mitjangant les linies d’'acumulacié de mutacions (MA). La taxa d’aparicié de mutacions i les
proporcions relatives de mutacions tant avantatjoses, neutres com perjudicials, resulten determinants
envers la manera en que les espécies desenvolupen la seva evolucio i adaptacio als reptes selectius. Fins fa
poc, la recerca d’MA es trobava limitada i restringida per I'elevat cost de la seqlienciacio. Per tant, se’n
proporcionava un nombre reduit d’esdeveniments mutacionals que desemboquen en imprecisions en les
estimacions de taxes i patrons de mutacid, els quals es consideren practicament negligibles. L’actual
coneixement de les mutacions espontanies és encara incomplet degut a la impossibilitat d’aconseguir un
nombre suficient d’esdeveniments mutacionals completament imparcial, tot i que I'analisi de patrons sigui
un métode estadisticament rellevant que s’usa per estudiar les taxes relatives de diferents tipus de
mutacions. Malgrat aixo, s’ha estudiat que la longitud del cromosoma és directament proporcional a

I'aparicié de mutacions respectivament. (Zhu et al., 2014)

Representacié de la relacié entre la llargada d’un cromosoma i el nombre de mutacions resultants (Zhu et al.,

2014)
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Per a poder valorar I'estat de creixement del llevat cal tenir en compte alguns aspectes sobre les técniques
d’interpretacio requerides i altres conceptes abans de poder corroborar 'aparentment optim rendiment
de especie RMI I-1A i I'escassa productivitat de la BY4741 o S288c. Es essencial saber que el creixement
és un dels trets quantitatius més rellevants i alhora facils de mesurar en els microbis. L'atribut és
quantificable mitjangant un continu seguiment del recompte de cél lules que constitueixen una poblacio
respecte al temps. Per tant, tenim dues variables que s’interposen en un mateix grafic. Un cop es realitzen
elevades quantitats de mesures sobre la mida poblacional respecte en el temps, I'estudi rep el nom de
“corba de creixement”. Aixo es deu a la possibilitat d’interpolacié dels punts de dades amb I'objectiu de
crear una grafica lineal que s’ajusti el maxim possible al desenvolupament real. Cal recordar que la
connexi6é de punts per ull comporta un reduit marge d’error, que disminueix quan I'estudi és realitza en
terminis més curts. Per aixo, també es pot comprovar la veracitat dels resultats mitjangant una equacio
que respecta el comportament d’un individu respecte el creixement.

Tipicament, les corbes de creixement son monotoniques, és a dir, que només mostren increment respecte
el temps. Malgrat aixo, al llarg de la corba es poden presentar diferents taxes de creixement. La corba de
creixement es pot dividir en tres etapes basades en els periodes de taxa de maduracié quan s’introdueix
I'organisme en un mitja ric en nutrients: la fase de retard, I'exponencial i I'estacionaria.

En primer lloc, les célfules tenen un periode d’adaptaci6 anomenat “fase de retard”, el qual sol
comportar un periode de creixement relativament lent o practicament nul. En l'estat d’habitacio,

I'organisme valora el medi i les possibilitats que s’ofereixen per garantir el seu rendiment.

En segon lloc, segueix un periode de taxa de creixement maxima anomenat "fase exponencial”, el qual
representa els instants en qué la cinética és més elevada i quan les cél {ules podran créixer en un entorn
determinat. Com diu el mateix nom, el creixement mostra una tendéncia exponencial, per la qual cosa és
dificilment quantificable sense contemplar marges d’error. La fase exponencial seria eterna, pero és
Iescassetat de nutrients el que causa el tancament de I'etapa. Es necessari finalitzar-la perqué, en el cas
hipoteétic que I'abastiment de nutrients fos interminable, s’arribaria a una mida astronomica de la poblacio
amb efectes desorbitats. Tanmateix, les cél lules assoleixen densitats molt elevades d’unitat cel {ular per
volum bastant rapidament després de detectar-se la fase exponencial, per la qual cosa comencen a esgotar
els nutrients disponibles i secreten metabolits toxics, de manera que s’inicia la desacceleracio de la cinética

de creixement.
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Finalment, 'aturament arriba a un altipla, moment en qué la poblacié de cél fules deixa de créixer. L’etapa
final sense creixement s'anomena "fase estacionaria”. Les cél lules romanen en I'estat d’estabilitat en

que el grau de creixement és negligible fins la finalitzacio del seu cicle vital.

Representacio de les tres fases en la corba de creixement

El recompte de cél 1ules en una corba de creixement normalment es determina mitjangant una mesura de
densitat anomenada densitat optica. La técnica usa el fet que un elevat nombre de cél lules en una columna
de medis de creixement absorbiran més la llum que els medis de creixement sense cél lules. Es més
sensible als canvis en el recompte de cél fules quan les cél lules es troben més a prop del final de la corba
de creixement, per la qual cosa s’ha de mesurar amb precisio la velocitat de creixement en el punt en que
les cél lules es poden detectar amb la maquina, excepte on es la densitat cel lular és baixa i els nutrients
no s’han esgotat encara. Per mesurar les corbes de creixement en I'experiment, s’usa un lector de plaques
que mesura I'absorbancia d’'un volum de cél lules durant un seguit d’hores. Per a les analisis, es determina
la fase de retard i la taxa de creixement maxima, els quals son els trets quantitatius de creixement que es
tenen en compte. La técnica de densitat optica, com altres técniques de dispersio de llum per controlar
la concentracid de cultius purs, té el gran avantatge de ser rapida i no destructiva. Malgrat aixo, no
permeten mesurar el nombre de cél lules ni les unitats formadores de colonies o UFC. No obstant, la
dispersiod de la llum esta intimament relacionada amb el pes cel {ular ja que la llum travessa la suspensio
de microorganismes de manera que es radia tota la llum que no s’absorbeix. Es un procés realment

complex degut a que hi ha una quantitat important de fisica implicada. (Sutton, 201 I)
Es pot suposar que el creixement cel {ular es veu afectat per la variacié genética en només un i fins a tres

gens, que posteriorment s’identifiquen per aportar-los artificialment. El creixement cel lular requereix

diversos factors diferents de proteines o ARN codificats per a funcionar correctament, cadascun codificat
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per almenys un gen. Per exemple, cal una gran produccié de ribosomes i ARNt per a permetre la
produccié de proteines. Els ribosomes i TARNm que tradueixen han de ser transcrits per 'ARN
polimerasa. Els components basics de 'ARN, els nucleotids o acids nucleics, i de la proteina, els aminoacids,
han de ser produits per proteines especialitzades. Altres proteines catalitzen els processos quimics que
converteixen els nutrients en components Utils per a blocs nuclears i aminoacids. També cal recordar que
tots els passos necessiten energia per avangar, de manera que també es necessiten proteines especials per
a la produccié d’ATP. Aixo pot incloure la fermentacié, on I'ATP es genera molt rapidament pero de
manera ineficient, o mitjangant la respiracid, que és un procés més lent que implica moltes proteines i
organuls, inclosos els mitocondris, pero que produeixen més ATP per molécula de carboni en comparacio
amb la fermentacio. Tots factors descrits son necessaris per al creixement independentment de quina font
de carboni s’hagi presentat a les cél lules. De fet, altres persones han mesurat que el creixement en les
condicions més simples és un tret quantitatiu, és a dir, que és variable entre aillats de llevat amb forts
determinants genetics.

Per controlar I'efecte, s’usen un parell de mesures experimentals i manipulacions. En primer lloc, només
es proporciona una Unica font de carboni, com la maltosa. Per tant, I'inic mitja per obtenir ATP per a la
cél fula és, com pugui, ingerir la font de carboni donada, ja sigui mitjangant la respiracio, que condueix a
un creixement ineficient, o per fermentacid, que dona lloc a un creixement més rapid. Seguidament, fins i
tot si les cél lules son capaces d’alimentar-se de la maltosa, poden mostrar diferencies de velocitat entre
diversos llevats pel fet de contenir mutacions que afecten els processos cel {ulars necessaris en el genoma.
Per controlar-ho, es mesuren les corbes de creixement dels llevats que creixen en fonts de carboni que
no requereixen maltosa, com la glucosa que es consumeix per fermentacio, i potser una altra font de
carboni, com el glicerol, que requereix respiracio. Un cop s’efectuen els passos esmentats, es podra tenir
una imatge més concisa de I'efectivitat del llevat respecte la fermentacié de maltosa per a poder identificar
els gens que, un cop es codifiquen, permeten que alguns I'efectuin més satisfactoriament que d’altres.
Malgrat aixo, i com s’ha comentat anteriorment, no sén només les diferéncies genéetiques les que
determinen la capacitat de creixement del llevat. Son altres influéncies tant internes com externes, com
ara les mediambientals, les que també participen en el procés i que, per tant, també s’hauran de contemplar
com variables estables. De fet, diversos experiments efectuats sobre la fermentacid del llevat per
I'elaboracié de cervesa, vi i altres productes, demostren que els canvis en la temperatura, el pH i la
concentracio de sucre poden afectar el creixement del llevat, el qual mostra un creixement optim a baixos
nivells de pH, una elevada concentracié de sucre i temperatures properes als 24°C. (Arroyo-Lopez et al.,

2009)
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3.1.4. Part experimental

Per tal de dur a terme I'experiment s’han fet servir diverses aplicacions i recursos digitals esmentats a
continuacié. Concretament, s’han utilitzat I'Artemis, '’ApE, el BLAT, el MultAlin i el Saccharomyces
Genome Database.

A més, el genoma de I'espécie BY4741 s’ha obtingut del seglient enllag de la pagina del National Center for

Biotechnology Information.

En canvi, el genoma de I'especie RMII-1A s’ha descarregat del seglient recurs, també pertanyent al

National Center for Biotechnology Information.

Per comencar, es descarrega el genoma de I'espécie RMI|-1A i es divideix en 17 documents diferents,
cadascun corresponent a la informacié genética d’'un cromosoma anomenat scaffold, és a dir, cromosomes
formats per seqliencies que estan ordenades, pero no necessariament connectades en el mateix tram.
Seguidament, amb I'especie BY474| es descarreguen |16 documents que contenen la sequéncia de
nucleotids dels cromosomes pertinents.

Cal remarcar que la col linealitat entre les dues especies de llevat es determina a través de la introduccio
de sequencies dels diferents scaffolds corresponents al RM1 |-1a en el BLAT, el qual determinara en quin
cromosoma es troba la mateixa seqiiéncia en I'espécie BY4741. Per fer-ho, cal seleccionar I'espécie S.
cerevisiae, introduir el simbol “>” i afegir un titol que descrigui la seqiiéncia inserida. Seguidament,
s’enganxa el fragment en questio i es fa click a submit. A continuacié apareix en pantalla una taula la segiient
informacio: identity, cromosoma, strand, start i end i span.

La identity mostra el percentatge de coincidéncia entre la seqiiencia d¢’'RMI I-1A introduida i la possible
corresponent de I'especie BY4741.

El cromosoma indica la localitzacié dels nucleotids inserits en el genoma BY4741.

L’strand pot ser positiu (+) o negatiu (-) i indica en quin sentit es troba la sequiiencia de DNA de 'RMI |-
IA en el cromosoma del BY4741. La informacioé que aporta és util sobretot en passos posteriors que es
realitzen amb un programa anomenat Artemis.

L’start i 'end indiquen el nimero de les bases en les quals comenca i acaba la coincidéncia en el genoma
del BY4741. Es tracta també d’una eina Gtil a 'hora de treballar amb Artemis.

L'span és la diferencia entre el valor més gran i el més petit de I'start i I'end. Per tant, representa la

dimensid de la seqiiéncia que coincideix.
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Per poder determinar quina scaffold del RMI1-la correspon a quin cromosoma del BY474| el més
important és fixar-se en el cromosoma que mostra nombres més elevats en la identity, aixi com en I'span.
Seguint els passos, s’arriba a la conclusié que el cromosoma 7 de 'espécie BY4741 correspon a I'scaffold

2 de I'especie RMI I-1A, mentre que el cromosoma | | ho fa amb I'scaffold 9.

Fotografia del funcionament del programa BLAT
Per a poder visualitzar els nucleotids del genoma s’ha utilitzat el programa ApE, el qual facilita I'observacio
de les sequéncies i els aminoacids que codifica. Per obrir els documents amb la informacié de cada

cromosoma és necessari tenir-los en format “.gb”.

Paral lelament, amb I'ajuda de dos documents Excel obtinguts de Princeton, s’han pogut extreure uns valors

numerics que han determinat quins cromosomes s’estudiarien.

El valor numéric en questié s’Tanomena QTL score, el qual no té una férmula concreta ja que s’adapta a
cada cas en concret. QTL significa Quantitative Trait Locus o locus de caracters quantitatius. No obstant,
en cada estudi, sempre comparteix la seva utilitat, la qual es centra en la identificacié d’un locus, és a dir,
una secci6 o regié del DNA d’un individu el qual s’associa a un tret fenotipic en particular. En el locus, la
variacio al lélica es troba lligada, per tant, a la variacié d’'un caracter quantitatiu, el qual conté caracters

quantificables que canvien continuament de manera natural.

A més, en les recerques que centren el seu treball en els resultats del QTL score, I'analisi per a un caracter
implica escollir i creuar dues linies progenitores que es caracteritzin per diferir en caracters quantitatius

i, seguidament, estudiar la segregacié descendent.
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De fet, el QTL es fa servir per comprendre i realitzar prediccions en relacio als efectes de les mutacions,
per relacionar les variacions genotipiques de DNA amb les variacions fenotipiques entre individus. Les
sequencies del genoma d’un individu es fan servir per predir el DNA que va heretar dels seus progenitors
o el que passara a la nova generacio a través de la seva linia germinal, els seus gametes, que representa la
meitat del seu DNA. Considerant els vincles genétics entre individus explicats i les diferents
caracteristiques que mostren a partir de les seves seqliéncies, es duen a terme estudis que relacionen el
genotip amb el fenotip d’una caracteristica determinada en una poblacié fent sevir mesures fenotipiques

quantitatives. (Bloom et al., 2013)

Les variacions genétiques que causen malalties estan estretament lligades a mutacions que tenen un efecte
neutral. El lligament genetic entre elles fa referéncia al fet que son sequéncies de DNA que es troben
relativament a prop en un cromosoma i que tenen tendeéncia a ser heretades juntes durant la fase meiotica
del cicle cel {ular. Conseqlientment, el mapatge QTL normalment és incapag de detectar quina mutacio
particular és la causa de I'efecte fenotipic d’arrel, i, per tant, pot portar a deixar de banda alguns
mecanismes de malalties o de variacions fenotipiques. Les mutacions en questié sén normalment
polimorfismes puntuals, també anomenats d’un sol nucleotid o SNP (Single Nucleotide Polymorphism),
que son una variacié en la seqiiéncia de DNA que afecta a una sola base d’'una sequiéncia del genoma,

adenina (A), timina (T), guanina (G) o citosina (C). (Bull, 2013; Shastry, 2007)

Actualment, el QTL comporta la cerca de relacions possibles entre els diferents marcadors de DNA
obtinguts i els fenotips, en el nostre cas a partir d’individus que procedeixen de un parell de linies
realitzades amb selecci6 artificial que divergeixen per un caracter especific, concretament la fermentacio

de maltosa en les especies RMI [-1A i BY474].

Per a poder calcular els valors necessaris pel mapatge genétic, cal dur a terme els segiients procediments:
En primer lloc, es parteix d'ambdés fitxers Excel proporcionats per Princeton. Cal saber que els dos
documents representen el creuament BYxRM, el material necessari per a realitzar un estudi amb QTL
score, com s’ha esmentat anteriorment. Els arxius s’anomenen “BYXRM_GenoData.txt” i
“BYXRM_PhenoData.txt”, per la qual cosa es sap que es treballa amb dades tant genotipiques com

fenotipiques.

El primer document mostra una fila horitzontal la qual determina quin resultat correspon a cadascun dels

.,

creuaments realitzats que s’especificaran amb la nomenclatura Ax_y, en qué “x” representa el cromosoma

9

en questio i “y” enumera les répliques, els segregants. Alhora, es relaciona amb la columna anomenada



“Marker” o marcador, el qual mostra per regions si el DNA que conté el descendent en la zona en concret
correspon o bé a I'especie RMI |-1A o a la BY4741, les quals es simplificaran amb R i B, respectivament.
Posteriorment, per a poder convertir la informacio d’alfabética a numerica, es substitueix I'R i B de cada
cellaperun -1 il de manera respectiva amb les eines computacionals que proporciona el programa Excel,

de manera que les diferéncies siguin facilment identificables.

Marker A01 01 A01_02 AO1_03
27915 chr01 27915 T C R
28323 chr01 28323 G_A R
28652 _chr01 28652 G T R
29667 chr01 29667 C_ A R
30756_chr01_30756 C G R
31059 chr01 31059 G_A R
31213 chr01 31213 G_A R
31636_chr01 31636 T C R
31756 _chr01 31756 C. T R
31976_chr01 31976 C. T R
32512 chr01 32512 C. T R
32884 chr01 32884 C. T R
33041 _chr01 33041 A G R

O 0 0 WO WW W W oW
B B« B« B« R« B« B« i« R« R« B -

(e0)

Exemple del primer document de creuaments i identificacié de segments de DNA

El segon document, en canvi, mostra verticalment de manera ordenada els diferents segregants obtinguts
i, horitzontalment, ofereix els diferents medis en qué es pot exposar |'organisme en qiestio. Les
condicions exteriors condicionen extremadament els resultats, i algunes de les possibles que hi ha en el
document son 'etanol, la galactosa o la lactosa, entre d’altres. Concretament, per I'estudi que es realitza
només s’usa la columna anomenada “Maltose”, ja que és la maltosa el glicid de que se’n valora la
fermentacio. Els valors del fitxer son intrinsecs i arbitraris, per la qual cosa el fenotip es representa amb

nombres obtinguts a partir de calculs Unicament assequibles amb material professional.
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Maltose Ethanol Galactose Lactose
A0l 01 -3.9450668 -0.6449544 1.46869951 -0.5204038
A01 02 -5.3973515 -0.2030377 1.74459605 -0.5869944
A01 03 4.18990132 -0.1005424 2.12805734 0.84099177
A0l 04 2.08106639 -1.7287674 -0.831582 -1.6977335
AO01 05 1.05309069 0.81528873 2.01943952 -0.1869455
A01 06 2.36604069 -0.4257716 0.63545767 1.44899776
A01 07 0.96258887 1.19632738 0.07975377 -0.9316177
A01 08 -0.424313 -2.1099101 -0.9400786 -0.7242774
A01 09 -1.1184188 -0.1077907 -0.4528398 -0.4829575

Exemple del segon document de segregants i medis d’exposicid

En segon lloc, un cop es tenen tots els valors numerics disponibles, s’ha de multiplicar el nombre fenotipic
corresponent a cada segregant de la columna del medi de maltosa amb els nombres genotipics del mateix,
els quals han estat anteriorment substituits, com s’ha especificat abans, per “-1” (RMI [-1A) i “1” (BY4741).
El mateix procediment es realitza amb tots els segregants, de manera que s’obtenen tots els QTL scores

necessaris per |'estudi.

En tercer lloc, cal reduir tots els resultats en un de sol que els representi. Per aixo, s’ha de realitzar una
mitjana aritmetica per a cada fragment de cada cromosoma, de manera que es tenen valors més inclusius
i propers al comportament real. Els nimeros es representen en el seglient grafic, on es pot veure el mateix
procediment per cada medi en que es puguin exposar.

Per tant, verticalment es mostren els |6 cromosomes i, horitzontalment, la substancia exterior. Cada petit
grafic mostra, per tant, que les regions situades a la part superior o positiva pertanyen al material genétic
de I'especie BY4741 o S288c mentre que les zones situades a la part inferior o negativa corresponen al

material genetic de 'espécie RMI |-1A.
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Grdfic que mostra la mitjana aritmética dels resultats obtinguts (QTL score) i els medis d’exposicio

Els resultats de la fila “Maltose” mostren que sén els cromosomes 7 i | | els que contenen regions de color
vermell o flagged, les quals el programa assenyala al demanar-li que ressalti les zones amb valors elevats i
propenses a mostrar complicacions i variacions. Aixi, es poden identificar els cromosomes en qué s’ha de
centrar I'estudi i on, per tant, es trobara la mutacié que causa que I'especie BY4741, a diferéncia de 'lRM| |-
I A, no pugui fermentar correctament la maltosa. Es realment Gtil dur a terme els passos anteriors per a
obtenir els QTL scores, ja que permeten enfocar la direccid de la recerca més especificament i faciliten el

treball.
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Si no s’hagués produit cap mutacio, els valors del grafic del QTL score mostrarien una tendéncia al valor

neutre, “0”, el qual significaria una equitativa proporcié de material genétic procedent de I'espécie BY4741,

“I” 113 In

el qual tendeix a i de 'especie RMI I-1A, el qual tendeix a . El fet que les zones subtelomeériques
dels cromosomes 7 i || tendeixin valors corresponents a I'especie RMI |-1A, indica que, en les regions
en questio, I'especie BY474| conté gens incapagos de fermentar la maltosa, el medi en queé es troba el

llevat quan s’avalua el seu creixement.

Un cop es sap que és en els cromosomes 7 i || on s’han produit les mutacions que impossibiliten que
I'espécie BY4741 mostri un creixement positiu en un medi constituit per maltosa, s’efectua I'estudi de

manera més concreta.

En primer lloc, és necessari obrir amb el programa Artemis el cromosoma 7 del BY4741 i I'scaffold
corresponent del RMI |-|A que, després d’haver fet les relacions pertinents anteriorment, es sap que és
la nimero 2. En ambdds casos és necessari tenir els documents en format “genbank”. A partir de la
informacié que ens proporcionen els grafics del QTL score, es pot saber que la mutacio en el cromosoma
7 es troba a I'extrem dret de la seva seqiiéncia. Tenint en compte que les regions subtelomeériques es
troben en les primeres i tltimes 30.000 - 50.000 bases d’'un cromosoma, s’agafa una sequéncia de I'scaffold
2 del RMI I-1A contigua a les zones esmentades i s'introdueix al BLAT seguint les instruccions explicades
anteriorment. Cal destacar que la seqiiencia seleccionada ha de ser prévia al subtelomer, ja que les regions
subtelomeriques mostren molta variabilitat a causa de la pérdua d’heterozigositat i podrien no identificar-
se amb cap altre cromosoma. Per obtenir la seqiiencia de nucleotids amb I’Artemis s’ha de seleccionar la
sequiencia desitjada i prémer View, Bases, Bases Of Selection As FASTA i copiar la seqliencia que apareix. Els
resultats mostren en quina posicié del cromosoma 7 ha coincidit la sequéncia i en quin sentit ho ha fet.
Llavors, es necessita identificar quina regié del genoma de 'RMI|-1A correspon al final del genoma del

I)”

cromosoma 7 del BY4741. S’ha de considerar que si I"’strand” és positiu es seleccionen les bases de la
cadena superior 5—>3’, en canvi, si és negatiu es seleccionen les de la cadena inferior 3—>5. Si es
realitzen el tipus de proves descrit s’evidencia una clara inversié del genoma entre les dues especies, de
tal manera que es conclou que I'extrem dret del cromosoma 7 del BY4741 en el qual es troba la mutacié
correspon a I'extrem esquerre de I'scaffold 2 de 'RMII-1A. Partint de la informacié obtinguda, es
seleccionen seqtiencies del final del cromosoma 7 del BY4741 i seqlencies del principi de I'scaffold 2 de
PRMII-1A que incloguin part de regi6 subtelomeérica i no-subtelomeérica. Ambdues seqiiéncies
s'introdueixen al MultAlin, una plataforma que realitza alineaments automatics entre elles. De la mateixa

Iu

manera que es fa en el BLAT, cal seguir el format FASTA, el qual consisteix en introduir el simbol “>”, un

titol i finalment la sequiéncia. Abans de realitzar I'alineament s’ha de seleccionar el format “coloured Html
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text” per a obtenir uns resultats que evidenciin les diferéncies entre ambdues seqiiéncies i el break. Es
important que els fragments constin d’una quantitat de bases semblant per tal de garantir que I'alineament
es pugui realitzar. Un cop es troba el punt en qué hi ha tingut lloc la pérdua d’heterozigositat, el break, es

copien els nucleotids previs corresponents al cromosoma de cada espécie.

Alineament amb MultAlin per a la identificacié del “break” entre el cromosoma 7 de l'espécie BY4741 i

I”’scaffold” 2 de l'espécie RM I I-1A.
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Alineament amb MultAlin per a la identificacié del “break” entre el cromosoma || de I'espécie BY4741 i

I”’scaffold” 9 de Pespécie RM I [-1A.

Com es pot veure, el programa MultAlin assenyala en color vermell les bases coincidents, escrivint a la
part inferior una linia de consens de bases. En canvi, quan identifica diferéncies, les mostra de color blau.

Es tracta d’'un mecanisme que ajuda a determinar el punt de trencament creat per la pérdua

d’heterozigositat.
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A I'Artemis, un cop es tenen els nucleotids anteriors al break, es prem Goto, Navigator ... i finalment Find
Base Pattern, on s’enganxa la sequiéncia en qiestio. El programa mostra on es troben els nucleotids inserits

en el genoma i, aixi, es pot identificar la posicio del break.

File Eptries Select View Goto Edit Create Run Graph Display

Entry: [v]RMll-la scaffold_2-chrVII.gb.txt
70 selected bases on reverse strand: 1061261..1061330 = complement {13438..13507)

3
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]

Cromosoma 7 i “scaffold 2” de I'espécie BY4741 i RM1 I-1A, respectivament, a I'Artemis assenyalant el “break”
amb groc fluorescent.
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File Epcries Select View Goto Edit Create Run Graph Display

Entry: [/]RMIl-la scaffold_§-chrXI.gb.txt

36 selected bases on forward strand: 655915..655950
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Cromosoma | | i “scaffold 9” de Pespécie BY4741 i RM 1 |-1A, respectivament, a I'Artemis assenyalant el
“break” amb groc fluorescent.
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Un cop identificat el punt de trencament amb I’Artemis, s’ha d’observar en ambdos cromosomes els gens
que queden compresos entre el break i el final més proper del cromosoma. Es copia la sequéncia del
primer gen trobat de I'scaffold 2 de 'RMI I-1A i s'introdueix al BLAT. Llavors, es busca el cromosoma 7
entre els resultats obtinguts per saber si hi ha una coincidéncia. A continuacio, es fa click a browser per
saber més sobre la seqiiéncia introduida i s’observa la informacié que apareix en la seccié Protein-Coding
Genes from Saccharomyces Genome Database que indica el nom del gen en qliestio. Aleshores, es busca el
gen entre els que queden entre el punt de trencament i el final més proper del cromosoma 7 del BY474|
per determinar si podria ser la mutacié causant de la incapacitat del BY4741 de créixer en maltosa. Es
realitza el mateix procediment amb els gens restants. Es important cercar informacié sobre els gens que
apareixen perque, malgrat no siguin els principals gens responsables de la fermentacio de la maltosa, poder
contribuir a la seva impossibilitat, com és el cas de 'YPRI96W, un factor de transcripcié de la maltosa

que s’ha trobat en I'scaffold 9 de 'RMI |-1A pero que mancava en el cromosoma || de 'especie BY4741.

I SCRG_00736 SCRG_00737 SCRG_00738 SCRG_00739 SCRG_00740 SCRG_00741

Ampliacié del “break” de I’scaffold” 2 de Pespécie RM I [-1A.

BI02 IMA1 MAL13 MAL11 MAL12

PAU12 C0S6 YRF1-3 I

Ampliacié del “break” del cromosoma 7 de I'espécie BY4741.

SCRG_00741 SCRG_00740 SCRG_00739 SCRG_00738 SCRG_00737 SCRG_00736 I

Ampliacié invertida del “break” de I”’scaffold” 2 de I'espécie RM 1 I-1A per a poder redlitzar una comparacio

més visual amb la figura “Ampliacié del “break” del cromosoma 7 de I'espécie BY4741”.
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Introduint les seqliencies dels gens que es mostren en el dibuix de I'scaffold 2 de I'espécie RMI|-1A al

BLAT, s’obtenen els segiients resultats.

El gen SCRG_00741 de I'scaffold 2 I'especie RMI|-1A correspon al gen BIO2 del cromosoma 7 de
'espécie BY4741 amb un valor d’identity del 100%. El gen en questio es tracta d’un “biotina sintasa” que

s’encarrega de catalitzar la conversio de la detiobiotina en biotina, una vitamina sovint anomenada vitamina

H.

El gen SCRG_00740 de I'scaffold 2 I'espécie RMI1-1A correspon al gen IMAI del cromosoma 7 de
'especie BY4741 amb un valor d’identity del 98,7%. El gen també s’anomena YGR287C i té una activitat
catalitzadora. Concretament, s’encarrega de la hidrolisi dels enllagos |,6-a-D-glucosidics en diversos

oligosacarids que han estat produits a partir de midé i glicogen per I a-amilasa i la isomaltosa.

El gen SCRG_00739 de I'scaffold 2 I'especie RMI I-1A correspon al gen MALI3 del cromosoma 7 de
lespécie BY4741 amb un valor d’identity del 99,3%. El gen MALI3, també anomenat YGR288W
sistematicament, codifica per una proteina activadora dels gens MAL o MAL-activadora. Forma part del
complex MALI i perd funcionalitat en la soca S288c o BY4741.

Concretament, regula la coordinacié de la transcripcié del gen estructural MALIS o maltasa i 'AGTI o

maltosa permeasa.

El gen SCRG_00738 de I'scaffold 2 I'especie RM1 |-1A correspon a la superposicié de dos marcs oberts

de lectura (Open Reading Frames - ORFs), és a dir, de dues seqliencies de nucleotids que codifiquen una

proteina, els quals son el gen MALI 1 i el gen YGR290W del cromosoma 7 de I'especie BY474| amb un
valor d’identity del 98,5%.

El primer gen també s’anomena YGR289C i és un transportador de maltosa o transportador-a-glucosid.
A més, és essencial per la utilitzacié de la isomaltosa.

En destaca també la seva capacitat d’absorcié d’a-glucosids d’alta afinitat com la maltosa, la turanosa, la
isomaltosa, la maltotriosa i la glucosa, entre d’altres. Finalment, actua en el transport de protons a la
cél fula.

El segon gen, en canvi, és un dubtos marc de lectura o ORF. Es sol trobar sovint superposada parcialment,
com és el cas, a TORF MALI I, un transportador de maltosa, i la probabilitat que codifiqui una proteina
funcional és baixa. Per aixo, no es considera part del conjunt de proteomes o grup complet de proteines

elaborades del S. Cerevisiae S288c.
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El gen SCRG_00737 de I'scaffold 2 I'espécie RMI1-1A correspon al gen IMAI del cromosoma 7 de

I'espécie BY474| amb un valor d’identity del 88,6%. El gen esmentat s’ha descrit anteriorment.

El gen SCRG_00736 de I'scaffold 2 I'especie RMI I-1A correspon al gen MALI3 del cromosoma 7 de
'espécie BY4741 amb un valor d’identity del 73,1%. L’escassa coincidencia entre ambdos gens dels dos
cromosomes determina la probable preséncia de la mutacié en questio. Per tant, les diferéencies
ocasionades per la mutacié causen la dissimilitud amb el gen MAL63, que com demostra I'estudi redactat
en larticle Rapid expansion and functional divergence of subtelomeric gene families in yeasts de A. Brown és
determinant pel correcte funcionament de fermentaci6 de maltosa. El gen esmentat s’ha descrit

anteriorment.

Ampliacio del “break” de I"’scaffold” 9 de 'especie RM I I-1A.

Ampliacié del “break” del cromosoma I | de l'espécie BY4741.

Introduint les seqliencies dels gens que es mostren en el dibuix de I'scaffold 9 de I'espécie RMI|-1A al

BLAT, s’obtenen els segiients resultats.

El gen SCRG_04114 de I'scaffold 9 I'especie RMI I-1A correspon al gen UBP11 del cromosoma || de
'espécie BY474| amb un valor d’identity del 99,5%. En gen en qiiesti6 també s’anomena YKR098C

sistematicament i és una proteasa especifica de la ubiquitina, un polipéptid altament conservat.
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Concretament, s’encarrega d’extreure la ubiquitina de proteines ubiquitinades. A més, el gen UBPI| té
un paral lel, el gen UBP7, el qual es va originar a partir de la duplicacié del genoma complet. El gen es

descriu com I'hidrolasa || carboxil-terminal de I'ubiquitina.

El gen SCRG_04115 de I'scaffold 9 I'especie RMII-1A correspon al gen BASI del cromosoma |1 de
'espécie BY4741 amb un valor d’identity del 99,7%. El gen també s’anomena YKRO99W i és un factor de
transcripcio relacionat amb el Myb, un regulador de la transcripcid. A més, participa en la regulacié de
I'expressio basal i induida dels gens que contribueixen a la biosintesi de purina i histidina. També participa
en la regulacié de la recombinacié meiotica en alguns gens especifics. Finalment, del gen BASI es coneix

que la seva capacitat d’activacié de la transcripcid HIS4 només es mostra funcional en combinacié amb el

gen PHO2 o BAS2.

El gen SCRG_04116 de I'scaffold 9 'especie RMII-1A correspon al gen SKGI del cromosoma |1 de
I'espécie BY4741 amb un valor d’identity del 99,5%. El gen SKG1 també es conegut com YKR100C i codifica
una proteina transmembrana que actua en la composicié del polimer de la paret cel lular. A més, es
localitza a la superficie interna de la membrana plasmatica. El gen té un paral el, el AIM20, que també va
sorgir de la completa duplicacio del genoma. Per tant, el gen té un paper en la integritat de la paret cel {ular,

afectant a la composicio del polimer de la paret a la regié que mostra més creixement de la cél Jula.

El gen SCRG_04117 de I'scaffold 9 I'especie RMI|-1A correspon al gen SIRI del cromosoma |1 de
'especie BY4741 amb un valor d’identity del 99,8%. El gen també s’anomena YKRIOIW i codifica una
proteina implicada en I'establiment, pero no en el manteniment, d’un silenci heterocromatic en els loci
tipus HMR i HML. Es reclutada mitjangant la interaccié amb la subunitat ORCI del complex de
reconeixement d’origen (ORC), que s’uneix als silenciadors HML-l o HMR-E, els quals sén uns fragments
d’ADN que destinen la formacié de cromatina silenciosa als locis del tipus d’aparellament. A més, estableix
el silenci transcripcional mitjangant el reclutament de les altres tres proteines, la SIR, la SIR2, la SIR3 i la
SIR4. Les anteriors proteines funcionen directament en la cromatina silenciada establint-ne la repressio.

També es troba a la cromatina centromeérica.

El gen SCRG_04118 de I'scaffold 9 'especie RMI |-1A correspon al gen YPRI96W, el qual no es troba
en cap regid del cromosoma || de I'especie BY4741, pero es localitza al cromosoma 16 amb un valor
d’identity del 81,8%. Es tracta d’un gen que actua com a factor de transcripcié receptiu i sensible a la

maltosa.
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El gen SCRG_04119 de I'scaffold 9 'espécie RMI I-1A correspon a la superposicié de dos ORFs, els quals
son el gen YPRI97C i el gen SGE|I, també anomenat YPR198W, del cromosoma 16 de I'especie BY4741
amb un valor d’identity del 99,9%. El primer es tracta d’un gen que no és propens a codificar una proteina
funcional, mentre que el segon és un gen que transporta multiples farmacs a través de la membrana
plasmatica i que és membre de la superfamilia principal de facilitadors (Major Facilitator Superfamily -
MFS), una de les families més grans de proteines de transport de membrana. A més, és un supressor de
mutacions del gen GALI 1/YOLO5IW i, conseqiientment, de la seva expressio. La proteina que codifica el

gen GALII/YOLOSIW és un activador transcripcional dels gens que codifiquen els enzims necessaris per

tal que tingui lloc el metabolisme de la galactosa en el llevat S. cerevisiae.

El gen SCRG_04120 de I'scaffold 9 I'espécie RMI I -1 A correspon al gen ARRI, també anomenat YPR199C,
del cromosoma 16 de I'espécie BY4741 amb un valor d’identity del 99,9%. Es tracta d’'un gen clau en el
procés de transcripcié dels gens involucrats en la resisténcia a estructures formades amb arseénic, és a dir,

compostos d’arseénic, els quals s’anomenen arsenicals.

El gen SCRG_04121 de I'scaffold 9 'especie RMI |-1A correspon al gen ARR2, també anomenat YPR200C,
del cromosoma |6 de I'especie BY4741 amb un valor d’identity del 99,3%, i al gen SRP1, també anomenat
YNLI89W, del cromosoma 14, valor d’identity del 95,3%. El primer es tracta d’un gen que codifica un tipus
d’enzim anomenat arseniat reductasa, el qual és necessari en la resistéencia a I'arseniat, ja que dona lloc a
la conversié de I'arseniat en arsenit que després el transportador Arr3p s’encarrega d’exportar de les
cel ules. En canvi, el segon es tracta d’un gen supressor de mutacions de RNA polimerasa | en el llevat S.
cerevisiae, que, a més, juntament amb altres estructures com la carioferina B (Karyopherin Beta - Kap95p),

media la importacié de proteines nuclears.

El gen SCRG_04122 de I'scaffold 9 I'especie RMII-1A correspon al gen ARR3, també anomenat
YPR201W, del cromosoma 16 de I'especie BY4741 amb un valor d’identity del 99,4%. Es tracta d’'un gen
que forma part de la superfamilia de proteines de transport anomenada “Bile/Arsenite/Riboflavin
Transporter (BART) superfamily”, el qual transporta arsenits i estibina, un tipus de mineral pertanyent al
grup dels sulfurs. A més, el gen en qliestié és necessari en la resisténcia a estructures formades amb

arsenic, és a dir, compostos d’arsenic, els quals s’Tanomenen arsenicals.

El gen SCRG_04123 de I'scaffold 9 I'especie RMI |-1A correspon al gen TELI IR del cromosoma || de

I'especie BY4741 amb un valor d’identity del 90,2%, entre d’altres. Es tracta d’un gen, concretament d’una
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regié telomeérica, que es troba al brag dret del cromosoma Xl de I'espéecie BY4741. En primer lloc, esta
composada per una regié compartida per tots els extrems dels cromosomes anomenada seqiiéncia central
d’elements X, la qual en el cas que es tracta és I'estructura TEL| IR-XC. En segon lloc, conté combinacions
de petits elements anomenades repeticions combinatories d’elements X, repeticions subtelomeériques o

STRs. Finalment, també inclou un tram terminal de repeticions telomériques abundant en guanina (G).

Havent investigat la funcio dels diferents gens coincidents de I'espécie BY4741, s’arriba a la conclusio que,
malgrat la gran part no es troba en el cromosoma | I, la mutacié causant de la impossibilitat de fermentar

maltosa és la manca del gen YPR196WV en el genoma de I'espécie BY4741.

Finalment, el cientific Chris A. Brown vol comprovar en el seu article Rapid expansion and functional
divergence of subtelomeric gene families in yeasts que la incapacitat de fermentacié de maltosa de I'espécie
BY474| ve donada per la manca dels gens identificats en I'estudi realitzat. Per fer-ho, crea uns primers que
permetin realitzar una PCR per amplificar el gen que manca. En el cas del cromosoma VII, el gen MAL63
i, en el cas del cromosoma |1, el gen YPRI96WV.

Fent servir diversos primers, com ara el HYG (hygromyicin), el C2 (pel cromosoma 7) o el C9 (pel
cromosoma | |) i per processos de recombinacié homologa va aconseguir obtenir un transgen que aportés
les propietats que mancaven a |'especie BY474| i transferir-los a la mateixa, donant lloc a un llevat

transgenic.

3.1.5. Funcionament molecular dels gens MAL

Si bé s’ha realitzat I'estudi necessari per a la identificacio dels gens absents en I'especie BY4741, cal

conéixer-ne quin és el funcionament dels gens MAL, quins tipus hi ha i com es sincronitzen.

Per a poder garantir la generacié optima d’ATP requerida per al creixement, caldra que la cel fula
metabolitzi cada molécula de maltosa, un disacarid format per la unié de dues molécules de glucosa

mitjangant un enllag monocarbonilic a-1,4.

En grans trets, son tres processos els que estan relacionats amb I'assimilacié de la maltosa i que podrien

veure’s afectats per la variacié genética natural del llevat. Els processos constitueixen una especifica
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sequiencia d’esdeveniments moleculars governats per, com a minim, tres gens del genoma del llevat: el

MALP, el MALT i el MALR.

En primer lloc, és necessari que les molécules de maltosa s’endinsin a l'interior de la cél {ula, de manera
que el llevat transporta la maltosa mitjangant una proteina anomenada transportadora, que tradicionalment
s’anomena maltosa permeasa o MALP. La proteina es caracteritza per les seves propietats adherents,
de manera que facilita la mobilitzacié de la maltosa a les regions que interessen a I'organisme del llevat per

al segiient procediment.

En segon lloc, un cop dins de la célfula, la maltosa s’ha d’hidrolitzar o dividir en dues moléecules de
glucopiranosa o glucosa, les quals poden ser usades en el metabolisme de funcionament central del carboni
per a produir energia, dioxid de carboni o CO; i etanol o CH3CH,OH. Per aconseguir-ho que la maltosa
dissocii en dues molécules de glucosa, hi intervé un enzim anomenat maltasa o MALT, sovint referit
com a alfa-glucosidasa. La seva funcid és trencar 'enllag que les uneix a causa de la reaccio realitzada, la

qual allibera una molécula d’aigua o H,O resultant quan la molecula de maltosa es crea.

CH2 OH CH, OH CH, OH CH, OH
H a0 H H (U H O, 4 H 0
H H > H H
OH H + OH H OH H OH H
0
OH OH OH OH OH OH
H OH H OH H OH H OH

Formacié de la molécula de maltosa (dues molécules de glucosa unides per un enllag O-glicosidic)

Finalment, un cop és troba dins de la cél 1ula, algunes molécules de maltosa s’uneixen a una proteina
reguladora de maltosa o MALR, la qual s’encarrega d’entrar al nucli cel fular i d’activar les regions
d’ADN que especificament codifiquen els gens MALT i MALP. Aixi, les molécules de proteines de MALT
i MALP a la cél lula mostren un creixement extremadament incessable, el qual permet un transport més
rapid i eficag, una escissi6 més productiva de les molécules maltosa i, conseqiientment, un
desenvolupament i sintesi cel fular molt més velogos d’etanol i dioxid de carboni. A més, el MALR indueix

la transcripcio dels dos gens préviament esmentats en presencia de maltosa, la qual és transportada a
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través de la membrana cel ‘lular i, posteriorment, és hidrolitzada en glucosa que es dirigira a través d’'una

ruta anomenada glicolitica.

Cal saber que la maltosa permeasa o MALP és sovint referenciada com a MALX, la maltasa o MALT com

a MALx2 i la proteina reguladora com a MALx3.

Maltose Pathway 2
Pathway 1 l Glucose

Glucose

!
@ Glucose
Maltose k @
[ @ ' Glucose \
! metabolism
!
Tz - R

| -

o ConftD
, F M?Lx.? = {MATLx

Representacié del funcionament dels gens MAL (Horak, 2013)

El MALR codifica un factor de transcripcié que regula I'expressié génica. Els factors de transcripcioé sén
proteines que s’associen o s’uneixen fisicament a sequéncies especifiques d ADN en una regié promotora,
provocant un augment o disminucié de I'expressio de les sequiéncies ADN properes. Tot i que alguns
factors de transcripcid poden bloquejar la producci6 ¢’ARNm, el MALR és un activador d’expressio, la
qual cosa significa que, un cop s’uneix a ’ADN, provoca que 'ARN polimerasa arribi al promotor i inicii
la transcripcio de TADN a ARNm. Quan incrementen els nivells de MALT, augmenta la concentracié de

maltosa a l'interior de la cél lula i s’activa encara més el MALR, que accelera encara més els gens MAL.

El procés s'anomena regulacié de retroalimentacio positiva i permet que els gens MAL es comportin

com un simbolic interruptor molecular que detecta quan la maltosa es troba al voltant de la cél {ula.

Tanmateix, la glucosa és la principal font de carboni de I'espécie de llevat S. cerevisiae i els complexos

meétodes de regulacié de control han evolucionat per a garantir que I'expressié d’enzims alternatius
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d'utilitzacio del sucre, incloses la MALP i la MALT, es reprimeixin quan la glucosa es mostri present al
medi de creixement en quiestio. La situacié s’observa en altres panorames, com ara en la fermentacioé
massiva situada en medis industrials i s’agreuja amb I'Gs d’adjuvants de sucre com ara la glucosa, la fructosa

o la sacarosa, substancies que pretenen potenciar el suplement de glucid.

Consequientment, les diverses analisis moleculars detallades sobre la repressid de glucosa han donat lloc
al desenvolupament de diferents soques amb una taxa de fermentacié de maltosa notablement millorada
a través de la seleccié racial de llevat, de técniques géniques que ocasionen lalteracié de I'estat fisiologic

cel lular o de I'Gs de técniques d'ADN recombinants. (Zastrow et al., 2001)
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3.2. Enquesta

3.2.1. PRESENTACIO DE L’ENQUESTA

L’enquesta realitzada tracta diferents perspectives de la visié social sobre la transgenesi. Entre d’altres, es
tracta la filosofia i el pensament occidental general, la desinformacid, els mitjans de comunicacié i

l'actualitat cientifica i les seves aplicacions.

La hipotesi de I'enquesta es focalitza en |'obtencié de resultats variats en gairebé la totalitat de les
preguntes. No obstant, presumiblement, hi haura algunes qiiestions més polémiques en que els participants
no mostraran opinions extremes, siné que es centralitzaran en la neutralitat o les postures que més s’hi

acosten, tot i la garantia de I'anonimat.

La metodologia emprada en practicament totes les preguntes és I'Escala de Likert, un sistema que qualifica
el grau d’acord i de desacord dels participants envers una declaracié. En concret, hi ha les seglients
opcions, de manera que es pot estimar la postura mitjana de cada pregunta aproximadament:

Molt en desacord.

En desacord.

Ni d’acord ni en desacord.

D’acord.

Molt d’acord.

Finalment, els metodes d’analisi de resultats son diversos, tot i que el més rellevant és el qualitative content
analysis. No obstant, també es reben influéncies d’altres metodologies, com les correlacions de Pearson,

les mitjanes i freqliencies subjectives (no numeriques) i els percentatges.

3.2.2. RESULTATS

Les dades han estat proporcionades per Formularis de Google.
L’enquesta es va comengar a difondre el 14 de setembre del 2021 i es va limitar I'entrada de respostes el 29 de
setembre del 202 1.

S’ha obtingut un total de 101 respostes.
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Dona el consentiment per tal que s’utilitzin les seves respostes del qiiestionari com a
informacié anonima en el nostre treball de recerca?
El 100% dels participants van donar el seu consentiment per la utilitzacio de les seves respostes

anonimament.

Amb quin genere s’identifica?
El 54,5% dels participants s’identifica amb el genere masculi, el 43,6% amb el femeni i el 2% amb

altres.

Quina és la seva edat?

El 2% dels participants pertany a l'interval de 15 anys o menys.
El 63,4% dels participants pertany a l'interval de 16 a 19 anys.
El 7,9% dels participants pertany a I'interval de 20 a 29 anys.

El 2% dels participants pertany a l'interval de 30 a 39 anys.

El 6,9% dels participants pertany a I'interval de 40 a 49 anys.

El 13,9% dels participants pertany a l'interval de 50 a 59 anys.
L’1% dels participants pertany a I'interval de 60 a 69 anys.

El 3% dels participants pertany a I'interval de 70 anys o més.
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4.

uan es parla d'organismes transgénics, a qué creu que es fa referéncia? (respongui de
g g ’ g

manera breu)

Diverses persones ho relacionen amb “organismes modificats genéticament”. Concretament, sén 96

persones qui comparteixen la resposta, les quals representen el 95,05%.

Una persona ho relaciona amb les parts intimes. Concretament, representa el 0,99%.

Diverses persones ho relacionen amb aliments i animals petits. Concretament, sén 2 persones qui

comparteixen la resposta, les quals representen el 1,98%.

Una persona ho relaciona amb organismes perjudicials pel consum. Concretament, representa el

0,99%.

Una persona ho relaciona amb I'agricultura. Concretament, representa el 0,99%.

Un organisme transgénic és un sub-grup dels organismes modificats genéticament
(OMG).

El 3% dels participants esta molt en desacord.

El 7,9% dels participants esta en desacord.

El 15,8% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.

El 42,6% dels participants esta d’acord.

El 30,7% dels participants esta molt d’acord.
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6. Un aliment transgeénic és perjudicial per la seva salut.
El 19,8% dels participants esta molt en desacord.
El 33,7% dels participants esta en desacord.
El 37,6% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.
El 7,9% dels participants esta d’acord.

L’1% dels participants esta molt d’acord.

7. La popularitzacié dels aliments transgénics pot resoldre conflictes com la fam o el
suplement nutricional.
El 5% dels participants esta molt en desacord.
El 4% dels participants esta en desacord.
El 15,8% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.
El 57,4% dels participants esta d’acord.

El 17,8% dels participants esta molt d’acord.
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8. Esmenti’n breument un aspecte positiu i un negatiu sobre el seu Us.

ASPECTES POSITIUS

ASPECTES NEGATIUS

Increment de produccié de cultius.

Suplement nutricional per 'ajut social.

Major resisténcia dels aliments.
Augment de la qualitat del producte.
Abaratiment del cost del producte.

Aparenga més atractiva.

Menor valor nutricional.

Falta d’investigacio.

Cost elevat.

Visio social negativa.

Danys al medi ambient i espécies naturals.
Descontrol de I'ts.

Monopolitzacié empresarial dels OMG.
Possible alteracié negativa en el genoma huma.
Disponibilitat limitada de les técniques.
Empobriment de la varietat.

Destrucciod dels metodes agricultura tradicional.

Aparicié d’al fergies.

La taula anterior mostra un recull dels aspectes més reiterats al llarg de I'enquesta.

El seu grau d'informacio sobre la transgénesi és elevat.

El 14,9% dels participants esta molt en desacord.

El 48,5% dels participants esta en desacord.

El 23,8% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.

El 10,9% dels participants esta d’acord.

El 2% dels participants esta molt d’acord.
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10. Els mitjans de comunicacié tenen un paper important en la divulgacié d'informacié sobre
la transgeénesi.
El 7,9% dels participants esta molt en desacord.
El 10,9% dels participants esta en desacord.
El 9,9% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.
El 38,6% dels participants esta d’acord.

El 32,7% dels participants esta molt d’acord.

I 1. Part de la visi6 que vostée ha construit envers el seu consum ha estat influenciada per la
insuficient promocio de la transgénesi.
El 5,9% dels participants esta molt en desacord.
El 13,9% dels participants esta en desacord.
El 27,7% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.
El 39,6% dels participants esta d’acord.

El 12,9% dels participants esta molt d’acord.
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2. Vosté mostra indiferéncia envers el consum o compra d'OMGs o de productes fets a
partir ’OMGs.
El 4% dels participants esta molt en desacord.
El 21,8% dels participants esta en desacord.
El 22,8% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.
El 38,6% dels participants esta d’acord.

El 12,9% dels participants esta molt d’acord.

13. Expliqui breument la raé per la qual ha seleccionat la resposta de la pregunta anterior.
Diverses persones expliquen que no és un aspecte en que s’hi fixen quan compren, perqué prioritzen
el preu del producte, I'ecologia i la seva proximitat (km 0). Concretament, sén 22 persones qui

comparteixen la resposta, les quals representen el 21,8%.

Diverses persones expliquen que no els importa consumir-los perque no creuen en el seu impacte
negatiu en la salut, se’n refien dels cientifics i, fins i tot, alguns consideren que sén millors que els

naturals. Concretament, sén 28 persones qui comparteixen la resposta, les quals representen el 27,7%.
Diverses persones expliquen que no tenen coneixements sobre el tema i, per tant, no tenen una
opinié compacta. Concretament, sén 22 persones qui comparteixen la resposta, les quals representen

el 21,8%.

Diverses persones expliquen s’hi fixen perque creuen en la prejudicialitat dels OMG. Concretament,

son 29 persones qui comparteixen la resposta, les quals representen el 28,7%.
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14. Quan va a un supermercat, es fixa en la preséncia o abséncia d’indicacions sobre la
procedéncia i processament del producte.
El 15,8% dels participants esta molt en desacord.
El 22,8% dels participants esta en desacord.
El 18,6% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.
El 31,7% dels participants esta d’acord.

El 10,9% dels participants esta molt d’acord.

15. Qué pensa sobre I’afegiment de propietats en productes originalment naturals?
(respongui breument)
Diverses persones expliquen que, si les propietats afegides als productes son beneficioses, estan
d’acord amb la modificacié. Concretament, sén 28 persones qui comparteixen la resposta, les quals

representen el 27,7%.

Diverses persones expliquen que la seva resposta varia en funcioé del grau de prejudicialitat en la salut,
el medi ambient i de la regulacié del seu Us, de manera que no sigui excessiu. Concretament, sén 24

persones qui comparteixen la resposta, les quals representen el 23,8%.
Diverses persones expliquen que, simplement, o bé es posicionen en contra de la manipulacié de la
natura o no tenen suficients arguments per a decantar-se. Concretament, son 35 persones qui

comparteixen la resposta, les quals representen el 34,6%.

Diverses persones expliquen que estan a favor, sempre que mostri millores a nivell social.

Concretament, son 14 persones qui comparteixen la resposta, les quals representen el 13,9%.
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16. Indiqui el seu grau de conformitat amb les segilients aplicacions transgeniques.

A B C D
a. Creaci6 anatomica compatible amb el cos huma (A).
El 8,9% dels participants esta molt en desacord.
El 6,9% dels participants esta en desacord.
El 35,6% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.
El 33,7% dels participants esta d’acord.

El 14,9% dels participants esta molt d’acord.

b. Cultius resistents a patogens (B).
El 3% dels participants esta molt en desacord.
El 9,9% dels participants esta en desacord.
El 9,9% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.
El 40,6% dels participants esta d’acord.

El 36,6% dels participants esta molt d’acord.

c. Cultius resistents a sequeres (C).
El 3% dels participants esta molt en desacord.
El 5,9% dels participants esta en desacord.
El 11,9% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.
El 43,6% dels participants esta d’acord.

El 35,6% dels participants esta molt d’acord.

d. Cultius resistents a insecticides (D).
El 5,9% dels participants esta molt en desacord.
El 14,9% dels participants esta en desacord.

El 18,8% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.
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El 33,7% dels participants esta d’acord.

El 26,7% dels participants esta molt d’acord.

e. Afegiment de nutrients essencials en productes (E).
El 5% dels participants esta molt en desacord.
El 19,8% dels participants esta en desacord.
El 17,8% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.
El 29,7% dels participants esta d’acord.

El 27,7% dels participants esta molt d’acord.

17. L'impacte economic de ’expansio dels transgeénics i, conseqlientment, I’abaratiment dels
aliments a escala global és positiu.
El 2% dels participants esta molt en desacord.
El 18,8% dels participants esta en desacord.
El 28,7% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.
El 38,6% dels participants esta d’acord.

El 11,9% dels participants esta molt d’acord.

18. L’etica actual i futura aplicada en ambits de la ciéncia com la transgénesi és
completament fiable.
El 16,8% dels participants esta molt en desacord.
El 30,7% dels participants esta en desacord.
El 40,6% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.
El 8,9% dels participants esta d’acord.

El 3% dels participants esta molt d’acord.
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19. Seleccionar éssers naturalment eficients per a multiplicar-los i desfer-se’'n dels menys
productius és étic.
El 23,8% dels participants esta molt en desacord.
El 31,7% dels participants esta en desacord.
El 30,7% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.
El 12,9% dels participants esta d’acord.

L’1% dels participants esta molt d’acord.

20. La clonacié d’un individu amb finalitat cientifica és ética.
El 16,8% dels participants esta molt en desacord.
El 26,7% dels participants esta en desacord.
El 22,8% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.
El 27,7% dels participants esta d’acord.

El 5,9% dels participants esta molt d’acord.
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21.

22.

La clonacié d’un individu per a evitar I’extincié d’una espécie és ética.
El 5,9% dels participants esta molt en desacord.

El 17,8% dels participants esta en desacord.

El 17,8% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.

El 38,6% dels participants esta d’acord.

El 19,8% dels participants esta molt d’acord.

La clonacié d'un huma per a evitar I'extincié d'una espécie és ética.
El 14,9% dels participants esta molt en desacord.

El 30,7% dels participants esta en desacord.

El 19.8% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.

El 28,7% dels participants esta d’acord.

El 5,9% dels participants esta molt d’acord.
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23. Si hi hagués la possibilitat de trobar cura a una amenag¢a mundial pels humans amb la
transgénesi, voste utilitzaria un ésser viu no-huma per a provar I’efectivitat.
El 6,9% dels participants esta molt en desacord.
El 8,9% dels participants esta en desacord.
El 21,8% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.
El 43,6% dels participants esta d’acord.

El 18,8% dels participants esta molt d’acord.

24. Voste s'informa sovint sobre I’actualitat cientifica.
El 4% dels participants esta molt en desacord.
El 32,7% dels participants esta en desacord.
El 26,7% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.
El 28,7% dels participants esta d’acord.

El 7,9% dels participants esta molt d’acord.
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25. Expliqui breument la raé per la qual ha seleccionat la resposta de la pregunta anterior.

26

Diverses persones expliquen que s’informen sobre I'actualitat cientifica perque té relacid amb els
estudis que realitzen i amb que es volen dedicar. Concretament, son |0 persones qui comparteixen

la resposta, les quals representen el 9,9%.

Diverses persones expliquen que ho fan perque els sembla interessant i important informar-se sobre
allo que els envolta. Concretament, sén 30 persones qui comparteixen la resposta, les quals

representen el 29,7%.

Diverses persones expliquen que no ho fan perqué no els sembla interessant la tematica.

Concretament, son 28 persones qui comparteixen la resposta, les quals representen el 27,7%.

Diverses persones expliquen que només ho fan quan se n’assabenten a través de xarxes socials i altres
mitjans de difusid. Concretament, sn 27 persones qui comparteixen la resposta, les quals representen

el 26,8%.

Diverses persones expliquen que no ho fan perque és una tasca molt feixuga, complexa i no tenen
temps per realitzar-la. Concretament, sén 6 persones qui comparteixen la resposta, les quals

representen el 5,9%.

La ciéncia ha de ser apropada a tothom.

L’1% dels participants esta molt en desacord.

El 4% dels participants esta en desacord.

El 6,9% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.
El 26,7% dels participants esta d’acord.

El 61,4% dels participants esta molt d’acord.
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27. El llenguatge emprat en el moén cientific €s molt facil i comprensible.
El 12,9% dels participants esta molt en desacord.
El 52,5% dels participants esta en desacord.
El 23,8% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.
El 9,9% dels participants esta d’acord.

L’1% dels participants esta molt d’acord.

28. La forma en que vosteé percep el llenguatge emprat en el mon cientific ha condicionat la
manera en queé s’ha apropat a la ciéncia.
El 4% dels participants esta molt en desacord.
El 15,8% dels participants esta en desacord.
El 22,8% dels participants no esta ni d’acord ni en desacord.
El 43,6% dels participants esta d’acord.

El 13,9% dels participants esta molt d’acord.
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3.2.3. ANALISI DELS RESULTATS I DISCUSSIO

Abans de realitzar una analisi per blocs de preguntes, cal distingir algunes diferencies entre les diverses
generacions marcades per I'edat dels participants. A grans trets, es mostra un major coneixement i interes
en la transgenesi per part de les generacions més joves, que no pas per part de les més adultes. Aixo ve
donat pel fet que les generacions més recents han viscut el punt algid d’innovacié cientifica, de manera
que mostren una major adaptacio als canvis, i, per tant, menys prejudicis sobre el seu Us i consum actual i

futur.

S’han agrupat les preguntes 4, 5, 6, 7 i 8 perqué comparteixen el tret de I'extensio del coneixement entre
els participants. En el bloc, s’estudiara la creenca general i es contrastara amb preguntes que tenen relacio.
Aixi, es podra identificar el canvi d’opinid en funcié de les diferents variables. També s’analitza la

polaritzacié de pensament sobre els avantatges i inconvenients dels transgenics.

Primerament, es pot observar que en la pregunta 4 la resposta més popular és I'associacié d’organismes
transgenics a organismes modificats genéticament. Una minoria els ha relacionat amb altres aspectes que,

en alguns casos, s’aproximen bastant al tema que es tracta.

Similarment, la resposta predominant en la pregunta 5 mostra dos grups principals que es posicionen a
favor. La bifurcacié dels percentatges s’apropa molt a la suma quan es compara amb la pregunta anterior.
Tot i aixi, es mostra una clara confusié sobre la diferéncia entre organisme transgenic i organisme modificat

genéticament. Per aixo, les respostes estan més esteses i no tan concentrades i centralitzades.

A més, a la pregunta 6 es pregunta sobre la prejudicialitat dels transgenics per a la salut. L’opinié general
es concentra en el centre, de manera que s’extreu una conclusié aproximada que expressa desinformacio
sobre el tema. No obstant, la tendéncia és lleugerament dirigida a la negacié sobre els efectes negatius, de
manera s’interpreta un pensament que nega la possibilitat que organismes transgenics puguin ser nocius

pel nostre organisme.

Seguidament, la pregunta 7 proposa alguns dels avantatges més populars dels transgenics: la disminucié de
la fam i el suplement nutricional. Els resultats mostren, simplement, una clara resposta predominant, la
qual considera que és un enunciat vertader i que, entre d’altres, els aspectes esmentats son alguns dels

beneficis.
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Finalment, s’ha demanat a la pregunta 8 que es mencionés, com a minim, un aspecte positiu i un negatiu
sobre I'Gs dels transgénics. Les respostes evidencien un coneixement prou homogeneitzat entre els
participants, de manera que s’han agrupat en grups sense mostrar els percentatges. Aixo s’ha realitzat
degut a I'elevada reiteracié d’opinions. Malgrat aixo, cal especificar i remarcar com els aspectes negatius
son molt més facilment identificables per la societat. De fet, en els resultats, hi ha aproximadament el
doble d’inconvenients que d’avantatges, la qual cosa pot portar a pensar que els mitjans de divulgacio

tenen, dins de 'objectivitat, una deduible distancia envers I'is de transgenics.

S’han agrupat les preguntes 9, 10, |1, 24, 25, 26, 27 i 28, ja que totes fan referencia al grau de coneixement
i d’informacié dels enquestats sobre la transgenesi, i se centren en el rol que no només els mitjans de
comunicacio, siné que també el registre utilitzat en el moén cientific, hi juguen. Cal destacar que ambdues
fonts d’informacié son recursos de difusio i divulgacié de coneixement, el qual sovint, es transmet de
forma complexa o, fins i tot, de manera insuficient, donant peu a confusions, pérdues d’interés en el tema

i manques de comprensio perilloses en la nostra societat.

A la pregunta 9, es mostra que més de la meitat dels participants de I'enquesta consideren que el seu grau
d’informacié sobre la transgenesi és baix, mentre que gairebé un quart de les persones mostren dubtes

sobre la qliestio que se’ls pregunta.

En el cas de la pregunta 10, hi ha una clara majoria que es decanta per destacar el paper rellevant dels

mitjans de comunicacio en la divulgacié de temes com la transgenesi.

No obstant aixo, la pregunta anterior no implica que en la practica sigui aixi, ja que en la pregunta |1,
també existeix una majoria que coincideix amb el fet que el consum que fan dels transgenics, el qual és
baix o poc important per part dels compradors tal i com es mostra en la pregunta |2, esta en major part

condicionat pel fet que els mitjans de comunicacié en fan una insuficient promocié.

Malgrat aixo, el poc consum de productes transgenics també prové d’una desinformacioé dels participants
sobre l'actualitat cientifica, com reconeixen en la pregunta 24, en la qual hi ha una majoria que considera

que no se n’informen amb regularitat, seguida d’un altre grup de gent que considera que si que ho fa.

Tal i com s’observa en la pregunta 25, entre els que s’informen sovint sobre I'actualitat cientifica, existeix
una majoria que ho fan perque opinen que és interessant i significant estar informat sobre el dia a dia de

diferents sectors de la nostra societat, mentre que d’altres ho fan perque realitzen o desitgen realitzar
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estudis d’ambit cientific. D’altra banda, entre els que no s’informen sovint sobre I'actualitat cientifica, hi ha
una majoria concentrada en aquells que diuen que no forma part dels seus interessos i aquells que només
ho fan quan els arriba normalment a través d’alguna xarxa social, mentre que una minoria no ho fan a

causa de la complexitat de les informacions cientifiques o d'una manca de temps per consultar-les.

En la pregunta 26, hi ha una majoria molt clara de persones que estan d’acord amb el fet que la ciéncia

sigui apropada al maxim de persones possible.

La pregunta 27, remarca que un gruix considerable dels enquestats consideren que el llenguatge utilitzat

en el moén cientific és complex i incomprensible.

Es per aixo que, en la pregunta 28, la majoria de participants estan d’acord amb el fet que el nivell del
llenguatge utilitzat en les fonts d’'informacié cientifiques ha condicionat la seva manera de relacionar-se

amb el mon cientific.

A partir de les dades exposades, per tant, es pot deduir que la majoria dels enquestats consideren que
tant el seu baix grau de coneixement sobre la transgenesi, com el seu baix grau de consum de productes
transgenics, son determinats per tres factors principals. En primer lloc, per la manca de consulta d’articles
cientifics com a mitja d’informacié sobre les Ultimes noticies i avengos realitzats per part de la poblacio.
La situacio descrita ve condicionada pels altres dos factors clau, el llenguatge técnic que es fa servir en la
redaccio dels recursos cientifics i que es troba fora de I'abast de la majoria de la societat actual, i la poca
rellevancia atorgada a seccions cientifiques en els mitjans de comunicacié que desemboca en una manca
d’espai i dedicacio en diaris, canals de televisio... Com a consequéncia, s’origina un desinteres en la gent i
una assumpcio automatica per part de la societat del fet que, quan es tracta d’'una noticia de caire cientific,

la seva ignorancia no permetra que I'entenguin i, per tant, ni tan sols la consulten.

S’han agrupat les preguntes 12, 13, 14 i |5 perque representen la part més ambientada a I'aplicacié en
l'actualitat sobre el consum d’aliments transgenics. Es relaciona amb la compra i la disposicié individual

d’ingerir-los.

En primer lloc, la pregunta 12 questiona als participants sobre la importancia que donen al consum
d’organismes modificats geneticament. La concentracié és central, és a dir, que els prejudicis no han marcat
una negacié immediata en tots els participants. No obstant, predomina la tendéncia de concordanga amb

enunciat i, per tant, una gran majoria mostra indiferéncia. Els resultats verifiquen i corroboren els que
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s’han obtingut a la pregunta 6, en que gran part dels participants no estaven d’acord amb I'existéncia

d’efectes negatius.

Contrariament, quan s’ha demanat I'argumentacioé sobre la resposta a la pregunta |3, les opinions han
estat més descentralitzades. El fet de poder escriure i explicar-se permet una major variabilitat en les
respostes, i, concretament, s’ha pogut veure que, tot i que moltes persones no mostren prejudicis que els
facin seleccionar de manera extremada els productes que compren, solen preferir els que son naturals si

se’ls ofereix 'oportunitat d’escollir.

Seguidament, a la pregunta 14 se’ls ha interrogat sobre I'accié de consultar la procedéncia i el
processament dels productes a I’hora de comprar-los. Els resultats obtinguts han estat molt diversos, de
manera que no se’n pot extreure una resposta predominant. El que es pot concloure, pero, és I'abséncia
d’accié comuna. En altres paraules, s’interpreta que I'accié de assegurar-se que la persona esta conforme

amb els procediments a que el producte ha estat sotmeés és completament minima.

Finalment, lleugerament relacionat amb I'ética, els participants han expressat la seva opinié sobre
I'afegiment de propietats alienes en productes naturals. De nou, els resultats no son centralitzats, siné que
hi ha una gran varietat de pensaments envers la pregunta. De totes maneres, la resposta és sovint esceptica

o relativista. En altres paraules, la seva opini6 sol dependre o bé de la finalitat o de I'adequacié de I'accio.

S’han agrupat les preguntes 16 i 17 amb la finalitat de poder realitzar un estudi sobre I'adequacié de

diversos procediments propis de la transgenesi.

En la pregunta 16, s’han introduit diversos casos sobre els quals cadasci mostrava la seva opinid. En el cas
d’aplicar la transgenesi per a crear anatomia compatible amb els cos huma la gran part de les respostes
s’han posicionat a favor amb una tendéncia neutra. Es a dir, que en cas d’aplicar les técniques de transgenesi
amb una finalitat de salut, la gran part de les respostes es mostren conformes, com també passa amb la
creacio de cultius resistents a patogens. No obstant, en I'Gltim cas, la mediana és més extrema i, I'opini6
general es mostra clarament favorable. El mateix succeeix amb la sintesi de cultius resistents a sequeres i
a insecticides. En canvi, quan es parla d’aportar nutrients essencials a productes, hi ha més diversitat entre
opinions. Tot i aixi, la mitjana resulta mostrar-se a favor del procediment. Per tant, podem veure com, en
general, la poblacio esta disposada a dur a terme la transgenesi sempre que la finalitat justifiqui els mitjans.
Malgrat aixo, costa més realitzar una resposta que suporti incondicionalment la transgenesi quan sén els

humans els objectes d’estudi als quals s’aplica i prova I'efectivitat.
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Finalment, la pregunta |17 proposa I'expansié de transgenics com a objecte d’estudi. Concretament, es
pregunta sobre I'impacte economic, el qual esta intimament relacionat amb I'abaratiment dels aliments.
Novament, la resposta predominant es posiciona al centre, amb una lleugera tendéncia partidaria de la
consequiéncia esmentada. Aixo pot significar que, en general, interessa que el preu dels productes
disminueixi per a que més gent pugui permetre’s una alimentacié variada allunyada del processament

excessiu dels productes.

S’han agrupat les preguntes 18, 19, 20, 21, 22 i 23, ja que totes elles tenen com a objectiu avaluar els

principis morals i etics dels participants respecte diverses situacions lligades amb la transgenesi.

En la pregunta |8, se’ls pregunta sobre la fiabilitat de I'etica actual i futura que s’aplica des del mén cientific
en ambits com el de la transgenesi, sobre la qual la majoria tenen dubtes a I'hora d’avaluar-la, mentre que

el segiient grup nombros de respostes consideren que no és fiable.

Aixi ho demostren, amb les respostes que s’observen en la pregunta 9. El fet de multiplicar éssers vius a
causa del seu elevat grau d’eficiencia i descartar-ne els menys productius es tracta d’una situacio
considerada ética segons la ciéncia, com es pot comprovar amb diverses aplicacions de les técniques de
transgeénesi que s’han dut a terme. La majoria dels enquestats, en canvi, tenen una opinié contraria a la
cientifica, ja que, com han remarcat en la pregunta anterior, consideren I'ética cientifica dubtosa. Per tant,

la majoria es mostra en desacord amb I'is d’éssers vius amb finalitats com la descrita.

No obstant aixo, en el cas de la clonacié d’un individu, pertanyent a qualsevol espécie, amb finalitat
cientifica tampoc és considerat étic per part d’'una majoria dels participants, com es mostra en la pregunta
20. A diferéncia de les respostes de la pregunta anterior, en el cas que es tracta, hi ha una diferéncia molt
petita entre el nombre de respostes que es posicionen a favor de la situacié definida i el nombre de
respostes que s’hi posicionen en contra, mentre que en la pregunta |19, la diferéncia entre els dos grups
de participants era més considerable. Aixo, assenyala que en funcié de la formulacié d’una pregunta, els

prejudicis sobre la metodologia transgenica varien.

La pregunta 21, en canvi, mostra una petita diferéncia respecte la nimero 20, ja que ara s’avalua I'ética
d’una accid quan la finalitat és evitar I'extincid d’una espécie. Els resultats mostren una opinid generalment

posicionada a favor, tot i que les posicions més neutres tenen bastant suport.
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A la pregunta 22 es torna a variar una mica I'enunciat de tal manera que s’avalua I'adequacié de clonar un
huma amb la finalitat d’evitar la seva extincio. Els resultats no son centralitzats, sind que hi ha predominanga
de I'oposicio i I'afavoriment. En canvi, la posicié neutral no ha tingut tant suport. De nou, es corrobora
una de les conclusions de I'enquesta, la qual afirma que I'ética dels procediments és més exigent quan

I'objecte d’estudi és 'lhuma. De fet, la resposta lleugerament predominant es mostra en contra.

Finalment, a la pregunta 23, s’ha questionat I'adequacié de provar una cura per una amenaga mundial amb
humans. Les respostes canvien ja que, en no parlar de la clonacié d’un individu, sin6é de sotmetre’l a una
terapia que podria evitar conseqiiéncies molt majors, 'opinié general es posiciona clarament a favor. Per
aixo, es pot considerar que la transgenesi encara no es percep com un procediment segur. En canvi, quan

es planteja com a terapia, I'oposicid és més flexible i no esta en complet desacord.

Per concloure, es pot considerar que I'ética general cientifica és utilitarista, usualment relacionada amb el
que postulava John Stuart Mill. En altres paraules, és una mentalitat que defensa que la finalitat justifica els
mitjans. Per tant, sacrificar un individu per a trobar la cura per a una majoria es considera étic segons les

respostes que s’han obtingut en I'enquesta.
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4. CONCLUSIONS
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Conclusions

Respecte les técniques de transgeénesi i 'experiment realitzat, es conclou que...

e Les regions subtelomériques sén propenses a patir mutacions i, per aixo, poden donar lloc a canvis
en el material genétic d’'un organisme que, encara que generalment siguin inofensius pel seu
funcionament, en alguns casos poden ser detriments com, per exemple, amb I'espécie de llevat
BY4741, la qual no era capag de metabolitzar la maltosa a causa de la manca d’un gen en el seu
genoma, fet que impossibilitava la seva nutricié.

e Regions dels cromosomes que conformen la informacié genética d’un individu com les
subtelomeriques poden ser un ambit d’estudi futur amb gran potencial. No obstant aixo, sovint
es deixen de banda a causa del fet que no es tracten de les zones principals que constitueixen els
cromosomes i s’oblida la seva rellevant capacitat de condicionar aspectes genotipics d’un
organisme.

e Les mutacions es presencien en moltes altres situacions, de manera que les aplicacions de la
transgenesi es poden relacionar amb les malalties degudes a canvis genomics. Per tant, el camp no
té unicament |'objectiu d’afegir o potenciar les caracteristiques fenotipiques d’un organisme, sind
que també és aplicable en molts altres aspectes relacionats, per exemple, amb la correccié de
sequiencies defectuoses.

e Una possible continuitat del treball de recerca és realitzar els passos seglients a la identificacio de
la mutacio, els quals s’han vist limitats per les restriccions pandemiques. Un cop és localitzada, es
crea el transgen amb la introduccié del gen correcte mitjangant les técniques esmentades en
lapartat 2.1., la qual cosa rep el nom de terapia genica.

e El mon cientific no només inclou els aspectes teorics i practics en un laboratori sind que, en alguns
casos, comporta la intervencié d’eines computacionals i dels seus métodes per a la identificacié
d’una mutacio, per exemple.

e La quantitat de temps que comporta la identificacié d’'una mutacié és determinant pel cost dels
procediments. Per aixo, el desenvolupament d’eines que la facilitin contribuira a la reduccié de les

despeses que inclouen les tecniques.
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Quant a 'impacte economic, es delibera que...

e La monopolitzacio i mala gesti6 del domini d’organismes transgeénics per part de grans
multinacionals impossibilita treure’n el maxim profit pel que fa al pes social que podrien tenir les
seves aplicacions.

e Enintegrar els transgenics en sectors com I'agricultura, per exemple, els paisos més desenvolupats
son els que en surten més beneficiats, ja que son els que s’ho poden permetre, contrariament als
paisos subdesenvolupats, els quals son els que més necessiten la incorporacié esmentada.

e La comprensié d’organismes modificats genéticament per I'ésser huma com a productes és
relativament recent i, per tant, caldra temps per tal que la seva comercialitzacio sigui aprovada
per més organitzacions a nivell internacional i que la seva adquisicio sigui assequible per un major
gruix de paisos.

e [’establiment de controls i limits étics, nous corrents de difusié de la ciéncia a particulars, com el
biohacking, o el desenvolupament de noves tecniques d’edicié genéetica menys costoses, com el

CRISPR-Cas9, podrien causar una gran influéncia en el futur de la transgenesi.

Pel que fa a la visio6 social, cal destacar que els resultats obtinguts en I'enquesta realitzada del treball de
recerca s’adequien, en molts ambits, als percentatges d’altres estudis que s’han realitzat entre la comunitat
cientifica actual. En I'apartat de visio social dels transgenics, el 2.3., s’expliquen les diferents postures de la
cultura occidental contrastades amb les mentalitats d’algunes zones internacionalment més aillades, tant
economica com socialment. No obstant, 'enquesta ha mostrat una gran relacié amb les opinions europees,
com s’ha explicat en |'apartat esmentat anteriorment, de manera que, tot i que la mostra ha estat reduida,
els resultats han sigut suficientment diversos com per a evidenciar les possibles discrepancies, tant de

conviccié com de coneixement, entre la poblacié catalana. Per aixo, s’arglieix que...

e El desconeixement i la falta d’homogeneitzacio cultural entre els paisos europeus porta a diferents
malentesos sobre I'adequacio i les finalitats de diverses decisions del mén cientific, el qual es
percebut com a llunya, apatic i distant.

e El respecte per la comunitat cientifica és elevat i la curiositat que desemboca del fet que sigui tan
hermeétic ocasiona I'aparici6 de postures reticents i intransigents, les quals sovint guanyen
importancia mitjangant metodes de difusid, com les xarxes socials, la radio o la televisio.

e El distanciament de la ciéncia a la poblacié dona lloc al dubte, el qual es pot manifestar de forma

extrema i radical. Sense anar més lluny, la rapidesa en qué la vacuna del Sars-Cov-2 s’ha
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desenvolupat ha fet apareixer opinions que desacrediten la seva seguretat. Aixo, entre d’altres, ve
donat pel factor que hi ha una manca de comunicacié entre I'ambit cientific i 'ambit social.

e Es necessari treballar la integracié de la recerca a les persones mitjangant noticies més objectives
i revisades per professionals amb la finalitat de reduir les males interpretacions i la difusid de
noticies falses, per exemple. Hi ha més alternatives, com ara el compromis de l'estat a
subvencionar xerrades pels joves i les noves generacions. Consequientment, la desinformacié seria
un factor menys que hi contribuiria i només caldria assegurar-se que els mitjans de comunicacio
es limitessin a informar als consumidors sense la influencia d’opinions externes.

e La novetat de les tecniques i del concepte de transgenesi ha causat que els procediments siguin
percebuts com a confusos i questionables. Per aixo, tot i que el temps atenuara les postures més
radicals, el procés es podria accelerar mitjangant les solucions esmentades en |'apartat anterior,
de manera que la ciéncia seria més propera.

e L’Us de paraules més assequibles en els articles dirigits a un public general farien que I'accessibilitat
no fos un problema i la comprensié resultés senzilla pel lector.

e Cal tenir en compte que les fonts d’informacié textuals no sén tan amenes com les visuals i, per
tant, si els telenoticies o els anuncis al fudissin tematiques cientifiques sobre els transgenics, el

concepte ressonaria més en la societat i la normalitzacié seria més velog i efectiva.

Per les raons anteriors, es culmina que part del conflicte sobre la visi6 social ve donada per la
desinformacié i una mala sincronitzacié entre el mén cientific i el periodistic. Tot i aixo, I'acceptacié de la
transgenesi esta en creixement i s’estima que les properes generacions I'acolliran completament en la seva

normalitat.

Finalment, després d’efectuar el treball de recerca, es conclou que les hipotesis van ser correctament
plantejades i resoltes a l'inici del projecte, tal i com es pot comprovar al llarg dels diversos apartats del

marc teoric.
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Agraiments

(Versié anonima del treball)
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