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LA BIOTECNOLOGIA
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MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL
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foto ilustrativa

DERIVADOS LACTEOS: 2
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TECNOLOGIA DEL ADN RECOMBINANTE
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CLONACION DE GENES

ESQUEMA DE LA FABRICACION DE INSULINA

2- Extraccion del vector , 1-Aislamiento del gen a

(plasmido) transferir por enzimas de
e W Q\ restr1c01on

3- Insercion del gen I, '
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Produccion industrial 4- Introduccion
TR & del vector en la

c¢lula receptora

5- Multiplicacion del organismo
recombinante (clonacion).




LA PCR RCgionof~<5 MTTTITIT I T T I T I
pl il 0000808000003

interest

|5'

l 98°C

IBREEEREREEEEEEREER Denaturation
Temperature is increased
3 ranansnansnanananan 5 to separate DNA strands

l 48 to 72°C

"TTTTITIT I T I I I IT> j’?“"e“h"g_
T 3 5 Temperature is decreased
Template 5 Primer 3 Primer to allow primers to base

DNA strand :
NG st snaaaagagy .  Peirtocomplementary

(reaccion en cadena
de la polimerasa)

5

“

. o 5 DNA template
Permite la obtencion de l“ to 72°C
millones de copias de un TPTTTTTTARTTTTTTTT®  Extension
Nascent 3~L"L.-\-"L--\-‘(—L‘L ‘ 5 P().l)'merase extends
fragmento de ADN DNA strands< g&tzt: :Zrm nascent
mediante NUMErosos 3 IIIIIIIIIZ\Q;IIIIIIIS‘Y)

ciclos de separacion de |

c *r Istcycle — 2ndcycle — 3rdcycle — 4thcycle ---------- » 30th cycle
cadenas y replicacion del M s W o B il
OO TITTITITITIITITITIT TIITTITTITITITITITIY TITITITITITITTTITIY 23| 2 bllllon Coples
ADN. wacoples AaamImCUR, IEIIBAGIEL  KEHEHIGUG
23=8copies I TOTOOTTIOTIOD
AU W ~ .
IO T ITIIIT bxponentlal
2w 16 508 T Amplification
= copies TITTITITIITITITIIY i
————————— Process is repeated, and
T the region of interest is
T amplified exponentially

2% = 32 copies



Frar laoe soquencey (o lage sequeacing
[ez>2] r
= = LA SECUENCIACION DE GENES
(=)
== sy
— Para ello hay que hacer fragmentos de ADN de
S wm todos los tamafos y ponerle fluorescencia al
) ultimo nucledtido. Se usan 4 colores, uno para
—_— e cada base
e Se hace la electroforesis en un tubo pequefio y un
€= e laser lo va leyendo
[~
- o
oo .
—  a» O ) Adenina Guanina
| .f*. - @ Timina @ Citosina
| | I ‘
' ' ' | ' |




LA ELECTROFORESIS

la muestra se aplica a los pocillos
; empleando una pipeta
catodo -~ |

compartimento
superior
con tampon

gel entre dos | 1 =
placas de vidrio

compartimento
inferior
con tampon



LAS SONDAS DE ADN

\ Daddsha.
stranded)

\v..’—\ DNA
Melt and place
Bound DNA on filter
single-
stranded
DNA
Filter

Incubate with
labeled DNA (=)

Hybridized

DNAS

that does not hybridize

Wash away labelect DNA
to DNA bound to filter

|

Perform awtoradiography

Fragmentos artificiales de ADN
marcado radiactivamente con una
secuencia de nucleotidos
complementaria al ADN que se
busca.

Se utilizan chips o micromatrices de
ADN para analizar miles de genes.

[ complementary

Microarrays de ADN.




CRISPR/Cas9

1. Se construye un ARN guia capaz ARN guia
de reconocer la parte del ADN 2. EI ARN se une a las

He quelemos ediar proteinas Cas y dirige
el trabajo de estas
tijeras moleculares.

3. Las tijeras Cas, guiadas por
el ARN, buscan la secuencia
especifica y la cortan.

A continuacion, se puede
silenciar el gen que nos interesa...
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Edicion de genes:

* Mas precisa

e In vivo

APLICACIONES

20

Industria alimentaria
(transgeénicos)

Investigacion basica

Medio ambiente
(control plagas)

Terapia geénica

Edicion de embriones




OBTENCION DE PRODUCTOS TERAPEUTICOS

- . Vacunas
Proteinas terapéuticas
Extraccion
Hormonas, Interferon, Del ADN del virus |
Anticuerpos \1:5
/ Integracion del plasmido
. > hibrido en una célula de
levadura
¢ ADN @ Una célula de levadura
ESQUEMA DE LA FABRICACION DE INSULINA Plasmido ) Ll
bacteriano »

e extrae el plasmido, una cadena D Se aisla el gen que La inyeccion contiene las
rcular de ADN que tiene la bacteria & codifica la insulina proteinas viricas recombinantes La levadura fabrica las

iemas de su material genético. humana. Proteinas viricas
> “_L--...«‘f) l -.—?j‘ )

Con poder inmunolégico
o P Se introduce el gen

e e en el plasmido. e:}(g

3 insulina puede ser empleada . Se introduce de

ara tratar la diabetes. a hOENE ERAAS
= £ ] ; W f bacteria.

Antibioticos

i 7% Estas bacterias producen insulina humana.
Al multiplicarse se pueden obtener grandes
cantidades de esta proteina.




LA HUELLA
GENETICA

Hay partes del genoma que son

repeticiones:
ACACACACACACACAC

Son muy variables en tamafio

Cada persona tiene 2 veces
cada repeticion: una que viene
de su madre y otra de su padre

Cada progenitor ha tenido que
dejar la mitad de las
repeticiones a cada uno de sus
hijos.

Todas las repeticiones que tiene
una persona tienen que estar o
en su madre o en su padre.

¢ Como se obtiene la huella genética?

1. Se extrae el ADN de algun fluido humano. En el 2. El ADN extraido se rompe en fragmentos, que se

caso de investigaciones criminales se usan manchas colocan en una placa con un gel. Gracias a una

de sangre, restos de semen o también pelos. corriente eléctrica esos fragmentos se separan en
bandas segun su tamano.

3. Las bandas de ADN, aun invisibles, se transfieren a 4. La hoja de nailon se sumerge en un liquido que
una hoja de nailon. 3 vuelve radiactivas las bandas de ADN.

SRR

B

5. A continuacién, se cubre la hoja con una placa 6. Al revelar la placa, las bandas de ADN aparecen
fotografica. como rayas negras de diferente grosor. El resultado
es algo parecido a un cédigo de barras.




LA TERAPIA GENICA

Tratamiento de enfermedades genéticas mediante sustitucion de

genes defectuosos por genes sanos.

EX VIVO

Cultivo in vitro

Héﬁatoéii;)s

-’
Vector retrovirico  delgena A

i sintético | transferir
o complejo sintético N S
macromolecular (transfcccnon},
adenoasociado AP
= ~

Seleccion de las células modificadas mediante un gen marcador

IN VIVO

o

Tejido blanco,

0 tumor
0 circulacion
general

DNA 13
\‘ recombinante
¥ Ny
B \ h/
Inyeccion

Vector virico

DNA
recombinante

Adenovirus




OBTENCION DE ORGANISMOS TRANSGENICOS

b %TRANSGENESIS MEDIANTE TUMORACION

e 3 VENTAJAS
W Chromosomal
: DNA .7
i?“ * Mayor produccion
- Chromosome I
2w B | TONA de alimentos.
! B8 I plasmi .
N P ™ * Mayor calidad de
\ @ : /J n los alimentos.
INCONVENIENTES
Agrobacterium Transformed
tumefaciens plant cell ° E fCC tos
e desconocidos en la
' , salud.
robaccoma  TRANSGENESIS MEDIANTE PLANTULAS
cel * Desarrollo de
resistencias.
 Pérdida de
- | . .
o o biodiversidad.
. 4 ..
1 * Restricciones
| | & econdmicas en el
e = , ((:;;:;ured ¥ Plantlet t f£§§?§"‘° | : g:r':sge " acceso a patentes.
@ - ' plant plant



APLICACIONES MEDIOAMBIENTALES

Depuracion de aguas residuales:
tratamiento secundario o bioldgico

Biorremediacion microbiana

tanque de
sedimentacion

tanque de
aireacion

Control

microbiologico

de plagas

BEFORE =

En suelos

En vertidos de petroleo

Biolixiviacion

Obtencion de energia




LA GENOMICA

Conclusiones del PGH:
1. 25.000 genes en el ser humano, similar al del resto de
mamiferos.

2. 3,1 * 10° pares de bases

3. 99,9 % genes comunes dentro de la especie humana. Mas que
otras especies.

4. Muchos genes comunes con microorganismos.

Un gen pude codificar muchas proteinas

6. Lamayoria del ADN (el 98 %) no codifica proteinas.

N

Start of transcription

~

[—_’

Intron 1 Intron 2
Gene:
Exon 1 Exon 2 Exon 3
Transcription
v * Genes que codifican ARN
Primary transcript: en ! en® » Secuencias reguladoras

Exon 1 Exon 2 Exon 3
* Intrones
Splicing
e ADN basura
) |

Mature transcript: | |
Exon1 Exon?2 Exon 3




Rango de tamano del genoma en organismos de los tres dominios de la vida.

Methanococcus

ARQUEAS

Buchera sp. CEE  E. coli
BACTERIAS
Mycoplasma

Paramecios
PROTISTAS Ml
Levadura
HONGOS I —

Guillardia
. ALGAS I

Pino
GIMNOSPERMAS —
ANGIOSPERMAS u
INSECTOS _
MOLUSCOS s
Tiburén
PECES CARTILAGINOSOS
PECES TELEOSTEOS M
“
ANFIBIOS
Boa
REPTILES sl
Gallina
AVES e
Ser humano
MAMIFEROS mmlln

I 10 100 1.000 10.000 100.000 Mb



LAS CELULAS MADRE

TEJIDOS
(especializados y
CIGOLO CELULAS diferenciados)
SOMATICAS
I CELULAS MADRE
CELULAS MADRE ADULTAS
|, | EMBRIONARIAS (multipotentes
(totipotentes y y unipotentes)
pluripotentes)
CELULAS
GERMINALES | _ . |GAMETOS
(Gonadas)
CARACTERISTICAS

-— ) T

Indiferenciacion Alta capacidad de division

Potencialidad




LA MEDICINA REGENERATIVA

Obtencion de células madre no diferenciadas para obtener los distintos tipos
celulares en grandes cantidades y regenerar 6rganos y tejidos.

Ovocito con el
si?:cgl:o ‘ .. nicleo del donante
SR Vil ® Célulos d
< d ulas de
CLONACION ® [ ¢ T
Obtencion de células / M £
madre embrionarias ,\. S ‘N,
mediante la técnica de la ' Y S Rente
transferencia nuclear A @
(+)
Cultivo de of-.
Paciente células mad-el Ly Netronas
Trasplante
Diferenciacion
REPROGRAMACION
s 7 r Factores Yamanaka
Obtencion de células madre 0 Reparacion de
. . . . Factores reprogramadores las células iPS
pluripotentes inducidas (iPS)

Reprogramacién

: epigenética
Célula somatica Células iPS

de un paciente



LA BIOETICA

~
Trata de limitar las investigaciones biomédicas que atenten a la dignidad

humana o supongan riesgos derivados de su aplicacion. )
. .« . , . h

Limit looi :> La introduccion de organismos transgeénicos puede
IMIEES €CO1081CoS generar la extincion de especies naturales. )
é . ., : )

Aparicion de nuevas enfermedades (nuevos virus o

Limites sanitarios |:> bacterias, mas virulentas) o contaminantes (nuevos
g procesos metabolicos) y

( Vulneracion del derecho a la intimidad mediante
Limites sociales |:>

sondeos genéticos para acceder a un trabajo, seguro o

\ asistencia sanitaria. )

Limites éticos y Muchas aplicaciones en pl,elntas y a}nlmales no son
licitas en humanos (seleccion genética en gametos y
morales

embriones, clonacion reproductiva).

Limites politicos y Las aplicaciones de la ingenieria genetllca.l han de
legales |:> favorecer a toda la humanidad. Problematica de las

patentes de OMG y secuencias del genoma humano.




