INGENIERIA
GENETICA

Analisis del genoma




. VERDE - Aplicaciones agricolas y ganaderas

e Desarrollo de cereales resistentes a plagas
e Desarrollo de animales resistentes a enfermedades
e Desarrollo de plantas que expresen pesticidas

BLANCA — Aplicaciones a procesos industriales

e Produccion de nuevos compuestos
e Desarrollo de combustibles nuevos
e Uso de bacterias para eliminar vertidos de petrdleo




Organismo transgénico: es aquél que ha sufrido la alteracion de su material
hereditario (genoma) por la introduccién artificial (manipulacion genética) de un
gen exogeno, esto es, proveniente de otro organismo completamente diferente.

Aparentemente no existen barreras para mezclar los genes (DNA) de dos
especies diferentes. Existen bioherramientas moleculares para componer y
descomponer al DNA, intercambiando asi fragmentos especificos de ADN de
distintas especies e incluso transferirlos a bacterias.

Se descubrid posteriormente que esta practica se venia haciendo en la
naturaleza de forma espontanea desde hace millones de afnos en los
vegetales a través de la bacteria llamada Agrobacterium tumefaciens.

Las bacterias producen hoy en dia, proteinas humanas por ingenieria genética
como el interferon, la insulina y la hormona del crecimiento, de gran
importancia en la medicina.




Microorganismos transgénicos
Produccion de alimentos
Eliminacion de basuras
Obtencion de materias primas para la industria
Descontaminar lo que las industrias han contaminado
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Animales de granja
‘ (cerdos, ovejas, borregos)
i "biorreactores” de proteinas terapéuticas humanas en
_su leche (antitripsina, factor VIII de coagulacion...)




La Ingenieria Genética
Conjunto de técnicas, nacidas de la Biologia molecular, que permiten
manipular el genoma de un ser vivo, introduciendo genes en un organismo
gue carece de ellos

Se realiza por

ncluye

Enzimas de restriccion
Capaces de cortar el ADN por puntos

concretos

Técnicas biotecnoldgicas
*Recombinacion de ADN
*Secuenciacion del ADN
Se obtiene *Reaccion en cadena de la polimerasa
*Aplicaciones diversas

ADN Recombinante
Segmento de ADN extrafio intercalado
en un ADN receptor




Entre los anos 70 y 80 se desarrollaron
herramientas de la biologia molecular y la
ingenieria genética, lo que se conoce
como técnicas del ADN recombinante

La técnica se fundamenta en:
*Doble cadena del ADN
Complementareidad de bases
*Siempre que se encuentren
secuencias complementarias se unen
*Orden de las bases determina
informacion de proteinas

*Caodigo de transcripcion universal




La tecnologia del ADN recombinante incluye diferentes
técnicas de las que destacan:

 La rotura especifica del ADN mediante endonucleasas de restriccion, que
facilita el aislamiento y la manipulacion de los genes individuales.

 La secuenciacion rapida de todos los nucleotidos de un fragmento purificado
de ADN, que posibilita determinar los limites de un gen y la secuencia de
aminoacidos que codifica.

La hibridacion de los acidos nucléicos que hace posible localizar secuencias
determinadas de ADN o ARN, utilizando la capacidad que tienen estas
moléculas de unirse a secuencias complementarias de otros acidos nucleicos
marcadas denominadas SONDAS.

- La clonacion del ADN, mediante la cual se puede conseguir que un fragmento
de ADN se integre en un elemento génico autorreplicante (plasmido o virus)
gue habita en una bacteria, de tal manera que una molécula simple de ADN
puede ser producida generando muchos miles de millones de copias idénticas.
 La ingenieria genetica mediante la cual se pueden alterar secuencias de ADN
produciendo versiones modificadas de los genes, los cuales se pueden insertar
a células u organismos.



Restriction Enzyme
Action of EcoRlI

The enzyme cuts both DRN&
strands at the same site.

Endonucleasas de
Restriccion:

\ / Enzimas que pueden cortar el
Ol et Join ADN vy lo hacen en secuencias
cticky on concretas
Sticky end Enzimas que las bacterias usan
para destruir ADN que ingresa a
ellas, por ejemplo ADN de virus

bacteridéfagos
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~Los enzimas de restriccion sdélo reconocen y cortan secuencias
especificas.

»Generan extremos cohesivos (con monocadenas) o extremos romos.

»La rotura del DNA produce una serie caracteristica de fragmentos, y
estos se pueden ligar a otros DNA, como el vector de clonacién cortado
(pldsmido).

~La reaccion de ligacién estd facilitada por el apareamiento de extremos
cohesivos complementarios, y los fragmentos de DNA con extfremos
choesivos diferentes (no complementarios) no suelen ligarse.

$ g
CGATCCAGGAATTCATCCAGEC ADN RGGCTCTAGAATICTTCTAGET i conocen mas c!e 1.%00
GCTAGGTCCTTAAGTAGGTCGEG TCCGAGATCTTAAGAAGATCGA enzimas de restriccion

t t

z AATTCATCCAGCC AATTCTTCTAGCT

GTAGBTCGG GAAGATCGA :
CGATCCAGE AGGCTCTAL 2 Eco RI (E. coli) reconoce

GCTAGGTCCTTAA TELGAGATLTTAA secuencias GAATTC y

cortaentreGy A
CGATCCAGGAATTCTTCTAGCT

GCTAGGTCCTTAAGAAGATCGA
3




1 ADN plasmido

2 ADN extrafno

3 Corte del plasmido y ADN
extrafio con Eco RI
(endonucleasa de restriccion)

4 Formacion de
extremos cohesivos

5 Formacién de ADN
recombinantes

6 Accion de ADN ligasa
gue sella los extremos




1.- Digestion del ADN
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Corte con Eco RI Corte con Eco Rl

A-A-T-T-Crrr111
GIIIIIII

Fragmentos con colas
complementarias

A-A-T-T-Crr—rr11
GIIIIIII

2. Union

l ADN ligasa

QAT




La clonacion de un gen consiste en introducirlo en una célula de modo que se
copie y se mantenga

El gen se inserta en un ADN llamado vector de clonacion (plasmidos),
capaz de entrar y replicarse de forma independiente en una célula huésped

Resultado: ADN recombinante. Permite obtener grandes cantidades del gen
insertado en la célula hospedadora adecuada apropiada

Cuando el genoma entero de un organismo es cortado en trozos y clonado en
un determinado vector se construye una genoteca o una biblioteca o libreria
genomica las cuales permiten guardar indefinidamente el ADN de un
organismo

Un plasmido recombinante en una bacteria se replica con ella pudiendo
obtenerse y aislarse millones de copias de dicho plasmido




Proceso de clonacion de un gen en bacterias

Gen de resistencia a un antibidtico Cultivo de
bacterias
ADN con el gen @
de interés
EcoRI
. EcoRl
Origen de
< replicacion P —
Corte con "':,Z,Co ., transformada

EcoRl /0 @)
‘Q /&
ADN ligasa S

@ { Gen

yinsertado

Bacteria no
transformada
Plasmido
recombinante

®

Solo sobreviven las bacterias

transformadas Cultivo de las bacterias en un
H_( Sa ) Jj medio con antibidticos
|
Cultivodelas = <=
bacterias - = ®

D o
transformadas
>

Aislamiento de los plasmidos recombinantes

1. Obtencion de plasmido
recombinante

2. Transformacion de
bacterias

3. Seleccidén de bacterias
transformadas

4. Crecimiento de bacterias
transformadas

5. Aislamiento de los
plasmidos recombinantes



Biblioteca de ADN genomico

* Una biblioteca gendmica es un conjunto de
clones, cada uno de los cuales contiene un
fragmento de un genoma de un organismo
dado.

* Las bibliotecas gendmicas se consiguen
clonando los fragmentos en vectores.
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Obtencion del
fragmento de ADN a
clonar mediante
enzimas de
restriccion

Vector recombinante
Transformacion de
bacterias
Replicacion,
amplificacion
Division celular



Biblioteca de ADN copia

* Construidas a partir de |la poblacién total de
ARNmM de un organismo, de un tejido o tipo
celular particular o de una etapa del
desarrollo particular.

 Representa el conjunto de genes que estan
siendo expresados por esas células o por ese
estadio.

* Se pueden explorar con sondas de ADN vy/o
anticuerpos (al estimular la expresion de los
insertos en las bacterias)



Biblioteca de ADNCc

1. Vector recombinante
o 2. Transformacion de
bacterias
3. Replicacion,
L amplificacion
sl en 4. Division celular
00




Obtencion de ANDc a partir de ARNm

Poly(A) tail
s > y(A) |
AAAAAAAA
Il TTTT
Viral reverse
transcriptase Oligo(dT) primer
RNA
5‘ ivr

———————— AAAAAAAA

d s T T T T
cDNA

Hairpin loop -

N |

S1 nuclease
(single-strand-specific)

L4 2
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Double-stranded cDNA




INGENIERIA GENETICA: Agriculturay medio ambiente |

*Tradicionalmente se han mejorado los cultivos por seleccion de ejemplares
«Actualmente se mejoran caracteristicas con técnicas de ADN recombinante:
_-Plantas transgénicas-

™

Agrobacterium
Ty { { nucleo

P Plismido Ti
é | CrOMosom:a

El plasmido Ti o T-ADN
de Agrobacterium

AN i
{.@,) : contiene genes (onc) que
provocan una mayor
Crom asaim:a

producciéon de hormonas
de crecimiento con la
formacion del tumor o
agalla.

tumores

proliferacion de
( hormonas crecimiento.

Se forman tumores en
las zonas de Ia lesion

Se eliminan de Ti los genes onc y se sustituyen por otros genes que interese
clonar, se habra obtenido un sistema eficaz para introducir ADN interesante a la
planta, evitando la aparicion de la enfermedad



INGENIERIA GENETICA: Agriculturay medio ambiente |

Actualmente se consiguen mejorar diferentes caracteristicas con técnicas de
ADN recombinante -Plantas transgeénicas-

*Resistencia a herbicidas
(mejora vegetal)

-Resistencia al glifosfato herbicida Aislamiento gen "cry" Introduccion en A. tumefaciens gen "cry"

no selectivo, con gen de E. coli de B. thurigiensis

resistente, clonado e incorporado - N ———

*Resistencia a plagas, con toxina de ‘ Transferencia a

Bacillus turingiensis células vegetales
Cromosoma Plésmido Ti

*Resistencia a virus, con proteinas

de la capsida de dicho virus Plarta transgénica

gﬂ
F A S E S: g /@ resistente a insectos

1. Transferencia
de genes ~

Cultivo "in vitra"
2. Regeneracion g@%i «— 8
de plantas y

completas




*Mejora del producto (alimentos)

*Arroz transgénico —arroz dorado- con
Bcaroteno (vit A)

CELULA BACTERIANA CELULA VEGETAL

GEN DEL ANTIGEND

Plantas farmaceuticas

(biofarmacedutica)

*Produccion de proteinas humanas,
vacunas, anticuerpos, mas econémicas y
contienen mecanismos de modificacion oot
postraduccional de las proteinas, a 1. S TomA B 2 SEEPONELA 3 SEPASA LA HOJA

diferencia de las bacterias S ENRSIE:  URBACTENAS S ¢

S, UNA VEZ COW YhDO
ANTIBIOTICOS, CON RAGLLO

LOAR A
%SIN 0E Otlg SE PRODUCEN UNA MASA BROTES Y RAICES,
OUZCA CELULAR DESDIFERENCIADA
PATATAS QUE CONTIENEN
TRANSFERENCIA  CONOCIDA CONO CALLD. CAPRGTERA ATIGENCA

CELULAS VEGETALES DE|




" INGENIERIA GENETICA: Agricultura y medio ambiente

Fitorremedacion: Plantas transgénicas que transforman contaminantes

peligrosos en sustancias inocuas

- invernadero

La fitoestabilizacion :plantas que inmovilizan los
metales en el suelo por absorcién o adsorcion en las
raices. Los contaminantes permanecen retenidos bajo
la superficie del suelo

La fitoextraccion : plantas tolerantes capaces de
absorber los metales desde el suelo y acumularlos en su
biomasa aérea. Posteriormente, esta biomasa es
cosechada, incinerada y tratada como residuo peligroso

Absorcion en raices —
Adsorcion en raices -_
/

s chopos modificados para acumular metales,
actualmente en condiciones controladas en

Precipitacion
en rzdsfera

FITOEXTRACCION

Absorcién en hojas

FITOESTABILIZACION



Utilizacion de
nucleasas de
restriccion

Secuenciacion

Hibridacion de los

dcidos nucleicos

Clonacion del DNA

Ingenieria génica

Rotura especifica del DNA, facilita enormemente el
aislamiento y la manipulacién de los genes individuales

La secuenciacién rdpida de todos los nucledtidos de
un fragmento purificado de DNA, hace posible
determinar los limites precisos de un gen y la
secuencia de aminodcidos que codifica.

Hace posible localizar secuencias determinadas de
DNA o de RNA, con una gran exactitud vy
sensibilidad, utilizando la capacidad que tienen estas
moléculas de unirse a secuencias complementarias de
otros dcidos nucleicos.

Se puede conseguir que un fragmento de DNA se
intfegre en un elemento génico autoreplicante
(plésmidos, virus) que habita en una bacteria, de tal
manera que de una molécula de DNA puede ser
reproducida generando muchos miles de millones de
copias idénticas.

Se pueden alterar secuencias de DNA produciendo
versiones modificadas de los genes, los cuales se
pueden reinsertar en células u organismos.



