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BIOTECNOLOGIA

Disciplina basada en la utilizacion de seres vivos 0 sus componentes, para
realizar determinados procesos quimicos con finalidad industrial.
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TECNICAS DE MANIPULACION DEL ADN

-~

e Formacion de moléculas de ADN recombinante.
e Clonacion del ADN.
e Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
e Expresion de genes clonados.
Sintesis de ADN complementario (ADNCc).
e Hibridacion de acidos nucleicos mediante sondas de ADN.
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ADN RECOMBINANTE

Es un ADN vector de un organismo al que se ha afiadido un ADN
foraneo de otro organismo (de igual o de distinta especie).
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Las endonucleasas de restriccion bacterianas (> 1200)
pueden cortar cualquier ADN segln secuencias de
reconocimiento especificas. =

Este corte entre ciertas pb da
lugar a fragmentos con extremos
| pegajosos o cohesivos, que son
I<— complementarios, por donde

pueden unirse al ADN fordneo.

s@ag

Si los extremos no son
pegajosos, se dicen romos.







OBTENCION DEL ADN RECOMBINANTE

CCGAT ATTCG 1. Las enzimas de restriccion cortan el

GGCTAQTTAALTAAGC ADN en ciertas secuencias especificas.
Sitio de corte para Ecofn

CCGATG 2. Dejan extremos pegajosos, por donde

GGCTACTTAA puede unirse a otro ADN extraino.

ADN PASAJERO
ADN RECOMBINANTE

AATTCATTCG -
GTAAGC CCGATGAATTCATTCG

CCGATG
GGCTACTTAA

CCGATGAATTCATTCG
GGCTACTTAAGTAAGC

ADN RECOMBINANTE

GGCTACTTAAGTAAGC

—

3. El extremo pegajoso de una hebra puede hibridar con
el ADN foraneo, cortado por la misma enzima.

4. Las ADN ligasas, terminan las uniones,
formandose el ADN recombiante.




ADN vector

Secuencias de reconocimiento

Enzimas de restriccidon

. (N
Bordes cohesivos

ADN foraneo

ADN-ligasas

ADN recombinante




CLONACION DEL ADN




CLONACION DEL ADN

Para transferir un gen de un organismo donante a un organismo receptor,
primero hay que obtener copias de ese gen mediante la clonaciéon del ADN.

Para ello, el gen se inserta en un
ADN (> vector de clonacion) (por ej.
un plasmido), constituyendo un ADN
recombinante (plasmido recombinante) ADN bacteriano Plasmidos
capaz de entrar y de replicarse en ¢
una célula huésped (bacteria), la cual

multiplica el gen insertado.

Si se guardan las células
huésped obtendremos
genotecas del ADN.




TIPOS DE VECTORES TRANSPORTADORES O DE CLONACION

El gen que queremos clonar (ADN pasajero) se une a un vector transportador

|

Plasmidos bacterianos

Genomas viricos (fagos)

Cosmidos

ADN sintético

ADN al que se le ha intercalado un segmento
de ADN extraio (el gen que deseamos clonar).

A

ADN ligasa /

Gen + Vector >  ADN recombinante




Vector de clonacion

Gen que se
desea clonar

=

S :
/ ~% Extremos cohesivos
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Corte con enzima de restriccion

Unién con ADN-ligasa

1. Tenemos un gen (color rojo)
que deseamos insertar en un
plasmido (color turquesa).

2. Una enzima de restriccion
corta el gen y el plasmido,
quedando unos bordes cohesivos.

3. Las ADN-ligasas unen ambos
trozos de ADN. El resultado es
plasmido recombinante.




VENTAJAS DE LOS PLASMIDOS
COMO VECTORES DE CLONACION

Mayor estabilidad del ADN circular
durante su aislamiento quimico.

Facilidad de aislamiento y
manipulacion por su pequefio tamafo.

Presencia de un origen de replicacion
independiente, fuera del control del
cromosoma.

La existencia en una célula de varias
copias haciendo posible la
amplificacion del ADN.

ESTRUCTURA DEL PLASMIDO pBR332

Resistencia a
o Clal
la ampicilina

EcoR | Hind Il

Zonas de corte
paraenzimas de
restriccion

Origen de la
replicacién de ADN

Facil deteccion y seleccion de clones por
la presencia de marcadores especificos
(genes de resistencia a antibioticos).

Resistencia a
la tetraciclina




Mediante las enzimas de restriccion, se corta el ADN donante y
se aisla un gen determinado. Este, mediante un plasmido
recombinante (donde se ha insertado este gen), es introducido en
la bacteria (- transformacion). Esta, al reproducirse, aumenta las
copias del gen (clonacion génica).




Fragmento de ADN

Fragmentacion del ADN con

/_’Oocod\ :po(ﬁj\ enzimas de restriccion

Formacion con ADN ligasa :b Y,

de una molécula de ADN
recombinante

Plasmido

Aislamiento y corte del
plasmido con la misma

enzima de restriccion .,
“ Seleccidon del clon deseado
y produccién de células
: § Replicacion

Introduccién en la célula huésped




CELULAS HOSPEDADORAS PARA LOS VECTORES DE CLONACION

Escherichia coli (bacteria)
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LOS VIRUS BACTERIOFAGOS COMO VECTORES DE CLONACION

ADN del virus
1. Insercion el gen deseado en un
-g fragmento de ADN virico, con la
j 5 formacion del ADN recombinante virico.
Formacion de
Gen que se ADN recombinante

guiere clonar

\ 4 2. Ensamblamiento de las distintas
partes del virus (1: Cabeza. 2: ADN
)\?)\\) recombinante. 3: Vaina. 4: Fibras de la
cola. 5: Placa basal).

2@’%

3. Al final tenemos el virus completo.
En el siguiente paso, se insertara este

ADN recombinante virico en una bacteria
% % por el proceso de transduccion.
)»




Clclo litico y lisogénico de un fago. |

1) Respuesta litica.

|

Profago ]
S
/

2) Respuesta lisogeénica,




La transduccion es la transferencia de genes de una bacteria a
otra por medio de un virus.

. Ciclo litico

Virus con el ADN
mezclado

4

Transduccion: 1) Fijacién del fago a la bacteria; 2) Respuesta litica; 3) Transduccién del
fragmento de ADN a otra bacteria; 4) Integracion del ADN en el genoma.




LOS VIRUS BACTERIOFAGOS COMO VECTORES DE CLONACION

Mediante el proceso de transduccion podemos transferir el gen
deseado del fago a la bacteria A y de ésta a la bacteria B.

m i Ciclo lisogénico Ciclo litico
. NN | %
[@ } {©Profago] [ /H,___D] [@ @]
Bacteria A l
= = PR S -
s - it | - Q |
[ Yl Profago } [ \ - \ - )'
Bacteria B Bacteria B Li;s d_e ; b—ac'r;'i &

recombinada

|

La bacteria B recombinada tiene incorporado el ADN virico del fago inicial como
nuevo profago. Si el fago inicial tiene ADN virico recombinante, con el gen
deseado, éste lo incorporariamos a la bacteria B recombinada.



TN W W W W W
ADN a introducir

ADN virico

Césmido

Extremo cos

Coésmido

‘ Infeceion a E. coli I

Son vectores hibridos = el fago A y un
plasmido. Poseen unos bordes
cohesivos procedentes del genoma del
fago A (extremos cos). Por ello, se
pueden introducir en el interior de un
fago, y asi infectar bacterias, donde se

multiplica el plasmido.

Cromosoma
bacteriano

Escherichia coli



Son virus que infectan a bacterias y durante la transduccion, algunos genes de la bacteria
huésped pueden incorporarse a su genoma y ser transferidos al infectar a otra bacteria.

EL FAGO LAMBDA COMO VECTOR DE CLONACION
ADN con el gen
deseado (rojo)

Corte con enzimas
de restriccion
ADN con el gen deseado

i« W /

Extremos cohesivos
del ADN del fago A

ADN hibrido (ADN recombinante)

Particula de
fago infectiva

Empaquetamiento
'S/

en el fago 7
Se infecta a una bacteria



Cada clon puede ser probado de diversas maneras para saber si contiene el

gen deseado.

Uso de
anticuerpos,
ensayos de
actividad
enzimdtica o
exposicion
ante toxinas

o herbicidas.



Los plasmidos recombinantes introducidos en la bacteria contienen un gen
de resistencia a antibidticos (marcador selectivo). Sélo aquellas que tengan
el plasmido recombinante con el gen de resistencia, creceran en el medio
de cultivo.

Medio de crecimiento para © O % %
células con el antibiético o O
herbicida incluido.

Grupos de Células sobrevivientes A=z
(callos), resistentes al agente selectivo. chliboe B Baemitis bacteria no transformada



Cuando el vector es un virus basta con buscar la presencia de lisis viricas en la placa bacteriana.

Si el gen buscado se expresa en el huésped de clonacion (se sintetiza la proteina) se pueden utilizar
dos procedimientos.

ADN o ARN sonda

}}kj\ (radiactivo)
Colonias @ " | _ \
transformantes Peliculas /
* pararayos X *

Se lava la radiactividad Autorradiografia para Colonias

® o o d que no se haya fijado detectar radiactividad positivas
Réplicade la placa sobre la * *

Placa Petri  superficie de una

membrana
x A

3o
Anticuerpos/ ' % J

especificos
(radiactivos)




RESUMEN DE LA CLONACION GENICA EN BACTERIAS

=t

Hw

Ol

. Aislamiento y obtencion del gen.
. Seleccion del vector de clonacion (plasmidos, genomas

. Formacion del ADN recombinante.
. Eleccion de la célula hospedadora: bacterias, células

. Introduccion del ADN recombinante en una célula

. Comprobacion de la expresion del gen clonado y

Etapas: \

viricos, cosmidos o cromosomas bacterianos artificiales), con
la inclusion de un marcador (genes de resistencia a los
antibioticos,...).

eucariotas o levaduras.

hospedadora (- transformacion bacteriana).

seleccion de las células hospedadoras que lo tienen.
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REACCION EN CADENA DE LA

POLIMERASA (PCR)




REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Mediante esta técnica se consigue amplificar una pequefia cantidad de ADN

Es un método alternativo a la clonacidn del ADN para
conseguir un gran n2 de copias del gen deseado.
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Desnaturalizacion
Hibridacion

:
iy 2 é%
s

|

Hibridacion

En 20 ciclos se
obtienen un
millon de copias.
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NEeCIQIReFcauenFad A polmerasa(PeR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), junto con la producciéon de ADN sintético, ha
posibilitado la multiplicacion de ADN hasta cien mil veces en un tubo de ensayo.

Amplificacion del
Elementos necesarios para la realizacion de la PCR: ADN in vitro.

5!

<——— EI ADN que se desea amplificar

Iniciadores o cebadores para las nuevas hebras
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Los cuatro tipos de desoxirribonucleétidos trifosfato
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=

ADN diana EE—

5 )
Iniciador /_fp

0 cebador: ‘

5 Desnaturalizacion (95 °C)

Sintesis de ADN (72 °C)

hibridacién (55 °C)
ADN polimerasa

Desnaturalizacion

termorresistente

La técnica de la PCR se usa en:

- Estudios comparativos o evolutivos.

- Amplificar y clonar ADN de restos humanos
momificados o restos de animales y plantas
ya extinguidos.

- Amplificar cantidades pequeinas de ADN en
una muestra, muy util en medicina forense.

Extension del
o (g = iniciador

Repeticion
del ciclo




BACTERIA TERMORREISTENTE (THERMUS AQUATICUS)




EXPRESION DE GENES CLONADOS

Sintesis de ADNc



EXPRESION DE GENES CLONADOS

Vector
, ADN
Una de las aplicaciones de la clonacion del Q Fse,ciéﬁ‘"é"eo
ADN es la obtencion de grandes cantidades \V4
de cualquier proteina.
Vector
hibrido Q

Introduccion
Cromosane V enrgduce

Para ello se utilizan células huésped
(bacterias, células de mamiferos,..) en las éfﬂi@f
que se introduce el ADN recombinante {@&5 ?
formado por el gen que codifica la proteina y
un vector de expresion. Crecimiento Vedtor

de las celulas ‘

de E. coli

o Expresion

o & ° . de ADN
El vector de expresion contiene las Muchas J foréneo
o o copias resencia
secuencias de ADN necesarias para la delADN ) | delaproteina
Y .s foraneo pl'OdUCtO)
transcripcion y la traduccion del gen 7] [\
insertado. / 2\



Para la expresion de genes en bacterias, los vectores de expresion
son plasmidos que contienen una secuencia promotora bacteriana muy
activa. Asi se producen grandes cantidades de ARNm que seran
traducidas a proteinas.

Secuencias de ADN (gen) que Insercion de la secuencia
codifican para una proteina. promotora del gen.
- Vew—

La nueva secuencia
promotora activara y
amplificara la expresion
del gen.

La bacteria producira
grandes cantidades de
la proteina buscada.




EXPRESION DE GENES CLONADOS EN CELULAS EUCARIOTAS

Si queremos utilizar bacterias para producir proteinas de células eucariotas, hay

que tener en cuenta que en las bacterias no hay un proceso de maduracion del

ARNm y no podemos introducir genes con intrones y exones. Se utiliza el ADNc
obtenido a partir un ARNm de la célula eucariota.

Plasmido cortado

Bacterias
productoras - ==
de insulina | { 1 ‘

ADN de célula pancreatica ADNcde doble cadena ‘ 3

Si queremos producir insulina, se transfiere el gen humano de la insulina (ADNc)
a una bacteria, y asi obtenemos insulina en gran cantidad.




SINTESIS DE ADN COMPLEMENTARIO (ADNC) a partir del ARNm

Transcriptasa inversa
o retrotranscriptasa

v
Secuencia de ADN artificial, usando como molde el ARNm sin intrones

/

[

O TRANSCRIPCION &

D ARN (se foma como molde)

2 _—

Retrotranscriptasa

ADN complentario

\ TRANSCRIPCION INVERSA /

Este procedimiento es necesario si queremos intercalar un gen
eucariotico en una bacteria para que se exprese como proteinas, ya
que en éstas no hay un proceso de maduracion del ARNm y no
podemos introducir genes eucarioticos con infrones y exones.



La utilizacion de ARNm para aislar un gen tiene la ventaja de no
contener intrones que si estan presentes en el ADN.

5’ \
ARM
m ———_ Colapoli-A (Identifica a los

v
\m

Transcripcion inversa Iniciador oliao-T
paraobtener ADN <~ S — g

complementario

ARNmM de un eucariota)

Una vez obtenido el
ADN bicatenario se

ﬁ . . -, 1 .
\ ' Eliminacion de ARN Inserta en un vector

B ""—"_-_—m

ADN

Horquilla S «q AN polimerﬁsiﬁl_ — _W bicatenario
.;(ﬁ\;iia\\'n\m\t”t‘\l. /

l'\‘_-' t‘m

l

|

\!

Nucleasa especifica p | TU ""“ V -H‘
para ADN monocatenario { | L




Proceso de adicion de nucledtidos
Nugvos segmentos de ADN en la sintesis de ADN de novo.

Soporte

@@@@ o

Retirada del
soporte

Bases modifiéadas

G-T-A-C



LIBRERIAS O GENOTECAS DE ADN
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Cedl cuure

FRERARREERE

- Librerias gendmicas
Conjunto de genes obtenidos por fragmentacion del ADN
cromosomico de un organismo, introducidos y “guardados”
en bacterias.

- Librerias de ADNCc

El ADN no procede directamente de los cromosomas, sino
que se ha obtenido a partir de ARNm.




ANALISIS DE LA SECUENCIA DE ADN

HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS



SECUENCIACION DEL ADN

Deducir la secuencia de aminoacidos
de la proteina codificada.

- Secuencias de bases codificadoras de proteinas.

- Secuencias reguladoras de la expresion del gen.




Los fragmentos de ADN desconocidos se hacen hibridar con
secuencias de ADN conocidas (- sondas). Los fragmentos de ADN
desconocidos que consigan hibridar con un gen conocido, podra ser

/dentificado.
: |
Hibridacion Sonda > fragmento de ADN
ADN - ADN monocatenario de secuencia conocida.

IL Transferencia de tipo Southern

Hibridacion Sonda - molécula de ARN (puede
ADN - ARN ser un ARNm).

Transferencia de tipo Northern



SECUENCIACION DEL ADN. TECNICA DE HIBRIDACION

ADN Fragmentos Cadenas
cromosomico de ADN de ADN

D) (R~

Marcador
OO radiactivo
000

Enzima de , . ..
restriccion @ Sintesis de la sonda radiactiva

Hibridacion de acidos nucleicos

ADN
s I
ST PO [ [
ARN \
Ms' @ Localizacion de un segmento
Gf i L\b Hihridacifnlw de ADN de i ,
ADN-A e e interés por
Hibrido ADN-ARN medio de una sonda radiactiva.

¥ 5

dauve




SECUENCIACION DEL ADN. TECNICA DE HIBRIDACION

Hibridacion in situ con
fluorescencia ( FISH )

]
b 4 * e %
cromosoma en Gy B \
preparacion TAGATCCT )
de microscopio R R I B A
desnaturalizacion ”i‘ 'Il' CI 'II' ’T ‘T GI' *"I* / =

© i

¥
DNA [T T T L] o
: : TAGATCCT preparacion de sonda
i marcada con un
X compuesto fluorescente
w
T T T T T 11 A
TAGATCCT %
kol lgrol =) o
ATCTAGGH <
]l 0 O s g
hibridacion de la sonda
X o con el cromosoma
desnaturalizacion desnaturalizado
. ¥
[T T T B ) e
TAGATCCT TAGATOGC
Y ST P
TCTAGG
150 1 i S [

—
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2
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TECNICA DE HIBRIDACION PARA EL DIANOSTICO CLINICO

Se identifica la secuencia
de ADN que presentan
los enfermos.

res Mediante ingenieria genética
WADN —p |A GG TiT|A A se construye una sonda,
= |marcada ra.dlactlvarlnente,thn
AN — [A[TICIEIEIC! T TTIGIA a secuencia complementaria
anomaio™ [ALT] i TEA del ADN anomalo.

ADN de la persona
%ue se quiere
iagnosticar.

ADN
complementario
del ADN andémalo.

Renaturalizacion
del ADN con la
sonda radiactiva.

(= )ouo(j)

=
4
<
<
Z

Desnaturalizacion

del ADN Transferencia del

ADN a un papel de
nitrocelulosa en el
que se mide la
radiactividad.

Si aparecen bandas
radiactivas es
porque la sonda ha
hibridado, lo que
demuestra que la

¢ Hibridacion? persona presenta la
LrITAcHO1 >
¢ No hibridacion? anomalia.

o) +— (An o




HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Cromosomas humanos en metafase, en los cuales se
identifican secuencias especificas de nucledétidos mediante la técnica de
hibridacion in situ de ADN - ADN.
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Ingenieria genética



- Llamamos organismos transgénicos a aquellos que se desarrollan a
partir de una celula en la que se han introducido genes extrafios (- transgenes)

- El objetivo de estas técnicas es obtener caracteristicas "utiles" de otros
organismos. Estas caracteristicas pueden ser muy variadas.

- La técnica mas empleada es |a de microinyeccion (introduccion de ADN
mediante microjeringa y micromanipulador).

N A
Vv Vv
\‘\,\’\’\N

N

ADN a transferir.

Microinyeccidén del ADN
en la célula receptora.

Microbala
recubierta de ADN




ORGANISMOS TRANSGENICOS

i E—jémplbs dél.empléo de estas técnicas en la prodixccii’fn animal:

En los animales estas técnicas se emplean mas en peces porque la
fecundacion es externa. Las técnicas mas comunes son:

* La microinyeccidn de [0s genes en el zigoto.

* Campos electricos que hacen permeable la membrana y permiten la entrada de
material genetico.

Mediante estas técnicas se han obtenido o se esta en vias de obtener:

+ Carpas transgenicas que crecen de un 20% a un 40% mas rapido. Se
consiguen introduciendo el gen de la hormona del crecimiento de la trucha arco
Iris. Se estimula anadiendo Cinc a la dieta.

« Salmones transgenicos - Resisten mejor las temperaturas bajas. Se consigue
por incorporaciéon de un gen de una especie de platija del artico.

+  Enmamiferos se han conse?uido ratones que carecian de la hormona del
crecimiento por mutacién del gen productor de la misma por introduccion en el
Zigoto de estos ratones del gen de la hormona del crecimiento de la rata. Los
ratones transgénicos conseguidos producen 800 veces mas hormona que 10s
normales. El gen de la rata no se introduce en el lugar propio, sino en otro.



La ingenieria genética consiste en
la manipulacion de la informacion
genética de los organismos.

Caracteristicas incorporadas a
cultivos transgénicos

Ratén transgénico gigante y normal

Resistencia a insectos

Tolerancia a virus

Resistencia a hongos
Tolerancia a herbicidas

Otros



SALMONES TRANSGENICOS

\% rugy




RATONES TRANSGENICOS CON PROTEINAS FLUORESCENTES

‘ Ratones fluorescentes al incorporarles una proteina fluorescente de una medusa.



TRANSFORMACION

Consiste en el
intercambio genético
producido cuando una
bacteria es capaz de
captar fragmentos de
ADN de otra bacteria que
se encuentran dispersos
en el medio donde vive.
Solo algunas bacterias
pueden ser
transformadas. Las que
pueden serlo se dice que
son competentes.

Transgén con el vector
Transformacion ‘ de expresion

natural %

[ Saamd

Transformacion
inducida

=5

El transgén se expresa con el efecto deseado



OBTENCION DE QUIMERAS TRANSGENICAS

1. Extraccion del plasmido bacteriano (va a ser el vector de expresion).

2. Union del gen foraneo al vector de expresion (- ADN recombinante).

3. Clonacion del gen de interés en las propias células del organismo receptor.
4. Transferencia de genes al organismo receptor.

Plasmido bacteriano

ADN recombinante
— A B :

l Clonacion
@ @ génica

Tiene células modificadas y otras no,

{ ) ya que la insercion de transgén solo se
O hace sobre algunas células del
embrion.

e
-
f
L
~ ’/

./ :
* Transferencia de genes
al organismo receptor

|

-
+

Quimera transgénica




OBTENCION DE ANIMALES TRANSGENICOS

Tienen todas sus células modificadas por un transgén, ya que éste ha sido
insertado en el 6vulo fecundado o en células madre embrionarias, que dan el
individuo completo, y que permite su transmision a los descendientes.

. '—’ ;, 'r
~ ) (;5-‘ ' 4. Se implantan los
: — }g! k] ,‘6 W embriones en una
1. Se aplica la hormona N % ; o ratona pseudoprenada
estro a una hembra 3. Se microinyecta el gende i \\4\ {que previamente se ha
para que ovule. interes utilizando una pipeta ‘et apareado con un macho
ultrafina. La operacion se estéril.)
2. La hembra se aparea repite en 10 a 20 huevos.

los ovul 8
Fef:ﬁ::;::;n 050005 5. Se analiza una muestra
de tejido de las crias en

19-21 dias

6. Los ratones heterocigotos busca del transgen. de gestacion
{con una sola copia del -
transgen) se cruzan entre si 4&‘ _@
para obtener ratones
homocogotos {con dos m &= Raton conel
. ,.—a...) ¥ —— transgen o raton

copias del transgen). trangénico



Gen de interés de otro organismo

Plasmido
recombinante
)(vector de expresion)

Ceélula

Agrobacterium
vegetal

tumefaciens

Planta transgénica




ADN de interés ADN extrafio

Célula de la
planta infectada

El ADN se introduce

T . enla bacteria pardsita
Plésmido
Nucleo El ADN extrafio se
celular integra en el ADN
de la célula
Multiplicacién celular Cromosoma que

lleva ADN extrafio

Plantitas obtenidas o Planta transgénica con
partir de cada célula caracteristicas nuevas



BACTERIA AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

R4, aa

Se utiliza como vector en
plantas el plasmido Ti de
esta bacteria del suelo.
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BACTERIA AGROBACTERIUM TUMEFACIENS
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APLICACIONES DE LOS ORGANISMOS TRANSGENICOS

= Obtencion de productos industriales, farmacéuticos y médicos:

- Enzimas (industria alimentaria, detergentes,...).

- Mejorar la produccion animal y los productos agricolas.

- Vacunas. Antibidticos (tetraciclina, penicilina,...).

- Aumentar la resistencia a enfermedades.

- Fabricar organos de animales para xenotransplantes.

- Produccion de proteinas terapéuticas (insulina, hormona del
crecimiento, interferon, factor antihemolitico,..), creando
granjas farmacéuticas.

= Mejora del medio ambiente:
- Biorremedacion: eliminacion de mareas negras,
de metales pesados, ...
- Producir biocombustibles (biodiesel, bioalcohol,...).
- Produccion de plasticos biodegradables.




Biotecnologias aplicadas a

la mejora de la salud




BIOTECNOLOGIAS APLICADAS A LA MEJORA DE LA SALUD

BIOTECNOLOGIAS APLICADAS A LA MEJORA DE LA SALUD:

La biotecnologia tiene en la salud humana, entre otros, los siguientes
campos de aplicacion:

- Prevencion de enfermedades hereditarias.

- Terapia genica.

- Produccion de vacunas.

- Obtenciéon de anticuerpos monoclonales e interferones.

- Produccion de hormonas (por ejemplo insulina ¥y hormona del
crecimiento).

- Produccion de antibidticos v otros productos farmaceuticos.

Penicil lium notatum
penicilina
|




BIOTECNOLOGIAS APLICADAS A LA MEJORA DE LA SALUD

LA INGENIERIA GENETICA Y LA TERAPIA DE ENFERMEDADES
HUMANAS

Hay en los humanos numerosas enfermedades de caracter hereditario o
relacionadas con alteraciones genéticas. En la mavoria de los casos ni
siguiera se han identificado los genes responsables v en muy pocos casos
se dispone del mecanismo para incorporar el gen correcto a las celulas del
individuo afectado,

Mo obstante existen varias lineas de investigacion que se basan en:

123 Transferir un gen humano normal a una bacteria, obteniendo de
ella |a sustancia necesaria para luego inocularla en el enfermo.

2%y Transferir un gen correcto a las células de una persona: terapia
de células somaticas.

39) Terapia de células germinales (no legal): En el futuro, si el gen se
hiciera llegar a un dvulo, un espermatozoide o el zigoto, todas las celulas
del individuo tendrian el gen normal.

Todas estas terapias estan sometidas a cambios muy rapidos. Veamos
algunos ejemplos en los que va en |la actualidad se emplean estas tecnicas ©
estan en fase de ensayo o investigacion,



BIOTECNOLOGIAS APLICADAS A LA MEJORA DE LA SALUD

INGENIERIA GEMNETICA EN HUMANOQS:

1) Sustancias humanas producidas por bacterias. Mediante |la
introduccion de gernes humanos en bacterias con lo gue se consigue gue
las bacterias produzcan la sustancia en gran cantidad.

Insulina,

Hormona del crecimiento.
Interferon.

El factor VIII de la coagulacion.

2) La ingenieria genética en humanos Se basa en la introduccion de un
gen correcto en las células humanas para sustituir un gen defidente,
Algunos casos en los que esta tecnica esta en estudio o en proceso de
2nsayo son!

La Talasemia.
o |3 carencia de la enzima &denosin Desaminasa (ADA),
(Mifios burbuja).

3) Enfermedades sometidas a ensayos clinicos de terapia génica

Cancer
Fibrosis quistica
Hemofilia

| ]
| ]
| ]
o Artritis reumatoide



Se inyecta en
transgen en el
nicleo de un
cigoto.

-
Se implanta
el embrion.

Sélo algunas cabras
llevaran el transgen

Se extrae la leche
con la protefna
deseada.



Transferencia génica

Ovulo de oveja
fecundado

Oveja nodriza

&

Rebafo de descendientes
transgénicos que producen
la proteina

ww m Medicamento como la

a-l-antitripsina o el
activador del
plasmindgeno.

Produccion de
leche

Purificacion de
la proteina



La forma activa de la insulina consta de dos polipéptidos (Ay B), que estan codificados por partes
separadas de un mismo gen. Estos se pueden obtener en cultivos bacterianos separados.

Proteina de fusion con subunidad A
del gen de la insulina

Promotor

del gen dela
insulina

Subunidad A I@

Transformacién Extraccion de

. Separacién de OB
en E. coli Lla:fﬂrsoiger:nas los polipéptidos “
Ay B l
Promotor

"
& >8> io’

insulina activa

Subunidad B Proteina de fusion con subunidad B
del gen dela del gen de lainsulina
insulina



Extraccién del
dcido nucleico

| Acido

Acido nucleico

(ADN o ARN)

Proteina virica

nucleico virico

Gen para la funda
proteica

o Plasmido

Gen para Plosmldo bacteriano
la fundo \

proteica

<«——— Empalme de genes

’__Introduccién en una bacteria

l P|asm|do

Obtencion de
vacunas
recombinantes




\_

Plasmido

— Purificacién de
las proteinas

Vacuna

Inyeccién (en persona o animal);

Obtencion de
vacunas
recombinantes.

Cultivo bacteriano

Proteina de
la funda virica

Las bacterias
con la proteina de
la funda virica se reproducen

Proteina de la funda virica

la proteina es detectada como extraiia y
desencadena la respuesta inmunolégica al virus



ANTICUERPOS MONOCLONALES

Cuando un antigeno entra en el organismo, diferentes clones de
linfocitos B, que lo reconocen, se transforman en células
plasmdticas, que producen diferentes anticuerpos especificos
contra ese antigeno (- anticuerpos policlonales).

En el lab., podemos fusionar un linfocito B y una célula cancerosa
(= hibridoma) (para que el linfocito se divida indefinidamente). El hibridoma
producira anticuerpos de un solo tipo (= anticuerpos monoclonales), ya que
proceden de un solo linfocito clonado.

Cultivo de
celulas
de mieloma
\'I
‘a' S &
Cultivo AW 4 i
C)-) en masa 8
Hibridoma Anticuerpo
seleccionado monoclorgal

Inmunizacion Produccién de un anticuerpo monoclonal de primera generacién




APLICACIONES DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

- Para la investigacion, al afadirles
moléculas fluorescentes.

- Para el diagnostico de enfermedades
(SIDA,.).

- Para el tratamiento de enfermedades.

- Como inmunodepresor, en los trasplantes.

- Para combatir el cancer:

Las células cancerosas exhiben en su membrana moléculas que no se hallan en
las células normales. Entonces se producen anticuerpos monoclonales, unidos a
sustancias radiactivas o citotoxicas, contra estas moléculas.

Para evitar el rechazo se emplean anticuerpos humanizados, donde la parte que
reconoce el antigeno procede del ratdn vy, el resto, del ser humano.



Biotecnologias aplicadas a

la produccion agricola




FINES PERSEGUIDOS CON LAS PLANTAS TRANSGENICAS

» Conseguir plantas resistentes a herbicidas,
plagas...

» Consegquir plantas resistentes a los
insectos.

. Pr_ote%er las plantas frente a enfermedades
microbianas y viricas.

* Resistencia a las heladas, sequias, acidez
o salinidad del suelo,...

* Mejorar el producto que se obtiene (valor
nufritivo,...).

* Retrasar la maduracion.

* Producir sustancias de interés
farmacologico.

Resistencia a herbicidas
e Insectos

TOMATES
Maduracion retardada,
piel mas gruesa
resistencia a plagas

Inmune contra el escarabajo
menos aceite para freirlas

TRUEBA
20 || Mejor sabor
Harina de mejor @%nﬁcajglﬁg
calidad

Nuevas cualidades de algunos
productos agricolas



FINES PERSEGUIDOS CON LAS PLANTAS TRANSGENICAS

Mediante estas téchicas se han obtenido o se esta en vias de
obtener:

a) WVariedades transgénicas del maiz que:
* Resisten heladas - incorporacion de un gen de un pez resistente al frio.
* Resisten plagas - incorporacion de un gen del trigo. ?
* Resisten herbicidas - incorporacidn de un gen bacteriano . 58

b) Variedades transgénicas del trigo que:

* Son mas nutritivas.

Yy bacterias.

¢) Variedades de tomate gue maduran mas lentaments por anulacion de un gen
que regula la maduracion por haberlo introducido en sentido contrario, se
producen dos ARMmM complementarios que hibridan y no se traducen.

nif' que posibilitarian el aprovechamiento directo del M, atmosferico. 5e usa
esta planta porgue es una planta muy maleable .



El material genético de la

ADN bacteriano Gen responsable de la toxicidad . :
bacteria se ha insertado
w_!/ en el ADN de la planta.
Lo |

Bacillus thuringiensis

Se corta el ADN y se
selecciona el fragmento
que tiene el gen para
sintetizar el toxico.

Se introduce el
ADN bacteriano
en la célula.

Se cultivan
las células en
el laboratorio.

)

ADN planta

Plantas de maiz
resistentes a
insectos.

Planta de maiz
no resistente a

insectos. Célula vegetal




Biotecnologias aplicadas a

la mejora del medio ambiente




BIORREMEDIACION

La biorremediacion consiste en la utilizacion de microorganismos para hacer
frente a la contaminacion.

BIODEGRADACION DEL PETROLEO

Algunos tipos de bacterias, mohos y levaduras y algas verdes pueden crecer sobre
el petroleo, decomponiéndolo. Esto es atil cuando se produce un vertido.

TRATAMIENTO MICROBIOLOGICO DE AGUAS RESIDUALES l

Los microorganismos se emplean para eliminar las sustancias organicas, que
contaminan el agua, mediante reacciones de fermentacion.

Se obtiene productos como dioxido de carbono, amoniaco, nitratos, sulfatos y
fosfatos.

REMEDIACION DE VERTIDOS TOXICOS (FITORREMEDIACION) l

Muchas plantas que poseen una capacidad natural para concentrar metales
pesados, pueden potenciar esa cualidad mediante un tratamiento de ingenieria

genética.




MICROORGANISMOS Y DEGRADACION DE HIDROCARBUROS

Algunas bacterias, levaduras y mohos utilizan los hidrocarburos como
fuente de materia orgdnica para su metabolismo.

Ello se aprovecha para la biorremediacion (degradacion de los vertidos
de hidrocarburos), afiadiendo nutrientes inorgdnicos (P, N,..).






