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Tema 19. Ingenieria genética

e Biotecnologia

e Ingenieria geneética. Técnicas

e ADN recombinante y los enzimas de restriccion
e C(Crispr/casg

e Los colores de la biotecnologia

e Losalimentos transgenicos

e Biomedicina

e Genomica



Biotecnologia

Utilizacion de organismos vivos, o de sus

componentes, con fines industriales
»Seres vivos: componentes o funciones
» Multidisciplinar

» Objetivo:

Un producto, ej. yogurt
Un servicio, ej. depurar agua




cEs la biotecnologia una disciplina actual?

» Primeros pasos: industria alimenticia
»Mineria: extraccion de Cu (S. XVII, Rio Tinto)

»S. XIX: Pasteur estudios sobre la fermentacion



Biotecnologia actual

Cultivos celulares Anticuerpo monoclonal
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Un proyecto biotecnologico

Arbol-farola, un ejemplo de 2xa1 biotecnoldgico



Ingenieria genética

Manipulacion de la
informacion genética
» Aislamiento
» Modificando
e Eliminando
e Anadiendo b,
genes segun la finalidad
deseada.




Historia de la Genética

1865 1910 1953 1970 2007

Genética mendeliana

Genética de Morgan

Genética molecular
—

Ingenieria genética

—
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https://unlockinglifescode.org/timeline?tid=4
https://unlockinglifescode.org/timeline?tid=4

Ingenieria genética

Milagros de la
ingenieria genética

10



Ventajas de la Ingenieria genética

v' Rapidez
(frente a hibridacion clasica)
v' Sencillez

(incorpora sdlo el gen deseado)

v' Evolucion horizontal

(permite combinar genes entre distintas especies)
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Tecnicas de ingenieria genética
e Crear ADN recombinante
e Clonar ADN

e LatecnicadelaPCR

e Secuenciacion del ADN

e Tecnologia CRISPR/Casg
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Tecnicas: 1. ADN recombinante

ADN recombinante

Son moleculas de ADN artificial
formadas al unir fragmentos de ADN sintetico o natural

de distintos seres vivos

ADN recombinante
es viable

se duplicara mas tarde
en células vivas

Un ser vivo con el ADN modificado se llama transgénico

13



Tecnicas: 1. ADN recombinante

Palindromos

. Dabale arroz ala zorra el abad
. Etna da luz azul a Dante

. Salta Lenin el Atlas

. Olga nos mima

o » W N B

. Anas uso tu auto Susana
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Tecnicas: 1. ADN recombinante

Fragmentar el ADN

Enzimas: endonucleasas de restriccion. Rompe
ADN en lugares especificos
Ej. EcCOR,
» Reconocen palindromos
» Extremos cohesivos

. () Extremos pegajosos
Enzima de restriccion pg—

Enzima de restriccion
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Tecnicas: 1. ADN recombinante

Crear ADN recombinante

Genetic Engineering of Recombinant DNA
Molecule A

Restriction
endonuclease

GEANA c
I I I'I'I cleavage point Recombinant DNA
Stlcky ends

Molecule B Digest molecules Separated strands

with same are mixed with
restriction enzymes that seal

[CHAmA
' ' H endonuclease, the sticky ends,

u ‘ ‘ EcoRl forming a recombinant
ANANG DNA molecule

© 2006 Encyclopaedia Britannica, Inc.

Se basa en la complementariedad de las bases
de ADN

1. enzima de restriccion

2 Armnirvey liaaen



= NCE

ACTUACION DE LAS ENZIMAS RESTRICTASAS

HUCLESTIDG OE AOENIMA

HUCLEQTIDD DE GUANINA

HUCLESTIDG DE CIMOSINA

HUCLESTIODG OE TIMINA
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cQue me pueden preguntar?

Averigua los productos que resultan cuando el siguiente fragmento de ADN
se digiere: a) con Eco Rl; b) Hae lll; ¢) con las dos enzimas a la vez:

5 -TAAATTGCGCAATTCGAGCTTAAGGGCCGCGCCGAAGCTTTAAA-3!
3'-AATTAACGCCTTAAGCTCGAATTCCCGGCGCGGCTTCGAAATTT-5'

Haelll: 5'GG/CC 3’ EcoRl: 5'G/AATTC 3’
3'CC/GG 5’ 3'CTTAA/G 3’
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Tecnicas: 2. Clonacion de ADN

Clonar ADN

1. Escoger el vector de clonacion
2. Seleccionar el ADN a clonar
3. Crear ADN recombinante

4. Introducirlo en la bacteria o célula eucariota

(ceélula huesped que lo clona o multiplica)

Se crea ADN clonado para tener mas posibilidad de éxito
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Tecnicas: 2. Clonacion de ADN

Metodologia

2. Seleccionar ADN

©O00O - \ recombinante

Plasmid vectors DNA fragments to be cloned

1. Escoger vector de
clonacién

Enzymatically
insert DNA fragments
into plasmid vectors

3. Crear ADN
@ © @ © recombinante
J7 Transform E. coli cells

and select for ampicillin-
resistant colonies

" —~— ] @7
(O s
Qg“@b*mﬂh @@,»
- 1% O) / >
_ e ) 4 Introduccidn en el
et @’j_ }Qﬁ_; w"w;’ o huésped transgénico
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Tecnicas: 2. Clonacion de ADN

Vector de clonacion

Plasmido
Bacteriéfago
Retrovirus

Introducen el gen
en la célula huésped deseada

21



Tecnicas: 2. Clonacion de ADN

Huésped transgénico

Condiciones:

v" Capacidad de crecimiento rapida
v Medio de cultivo barato

v" No ser dafiino ni patogeno

v" Aceptar el ADN recombinante

v" Contener enzimas para replicar el vector

El huésped transgénico expresa el ADN
recombinante
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Tecnicas: 2. Clonacion de ADN

ADN recombinante
Foreign DNA
ene for region of mterest
iﬁtihinfuti-:: _ | Ec\
resistance EcoRl
EcoR1
_ . EcoRI EcoRI
i0jo! l - ..f-\l
marcador 7 N\ o A\
v Hybridization
+ DHNA ligase

Recombinant 2~y
DNA /]

ADN recombinante = vector + gen de interes + (marcador)

Se necesitan dos enzimas: EcoR —-rompe- y ligasa —une-
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Tecnicas: 2. Clonacion de ADN

Huésped transgénico

Se usan:
Procariotas:
Escherichia coli,

Bacillus subtilis

Eucariotas:
Saccharomyces

cerevisae

Recombinant 2~y
DNA i g

-:*_.I*._.ﬂ'._ﬂ'._.l

DNA inseﬂiy
Bacteria

P actenal EBactena platted on medium
ey chromosome + antibiotic

|_.|l|. N

Culture l

P\

Cloning into a plasmid

Only bacteria containing
recombinant DEA grow

DNA
purification
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Tecnicas: 2. Clonacion de ADN

Seleccion de clones con ADN hibrido

e No todas las celulas huesped expresan el gen

e Se usaun marcador para reconocerlas (resistencia a
antibiotico, luminosidad...)

( — |___- = _.I._.ﬂ._ﬂ'.—-l
Bactena

P actenal Bactena platted on medum
E_=anchromosome + antibiotic

o

Only bacteria containing
recombinant DMA grow
Culture l
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Técnicas: 3. La PCR

Amplificacion del ADN

e Se llama PCR (Reaccidén en cadena de la polimerasa)

K. Mullis
Nobel 1993

e Técnica para obtener (rapidamente) miles de copias de un

fragmento de ADN

o Utiliza ADN-polimerasa de una bacteria Thermus aquaticus

(Taq) que soporta altas T°

e Requiere conocer algo de su secuencia: cebador

26




Técnicas: 3. La PCR

La técnica de la PCR

e = ——

Farwestol
primer
Parental strands o —
.| | .|
\rﬁfflt Anneal Extend

First cycle
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A\ i

L4 Técnicas: 3. La PCR

\ 35‘ A
e S
® 7
‘ % e
v

. PTC100" Programmable Thermal Controlier -,

Técnica de la PCR

|

VAV.AVAN

Peltier Effect Cycling \

94° C 50°C 72°C

Utiliza: muestra base, cebador,
NTP, ADN-polimerasade T.
aquaticus (Taq)

*—

_ —

ee— -
- — -S—-
Fm’d - = —
primer Backward e —
— primer

Parental strands - —— e —
_*

Melt Anneal Extend _I:
e - e =
v e fpre—

First cycle —
_:

Second cycle
—

Third cycle



Técnicas: 4. Secuenciar ADN

Secuenciacion del ADN

Se rompe en fragmentos con EcoR y ultrasonidos
Se clonan los fragmentos

Se secuencian D

Gendmica

> Catalogo de los genes de una especie
> Determinacion de su organizacion, estructura y funcion

> Conocer interacciones entre genes
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Técnicas: 4. Secuenciar ADN

Secuenciacion de ADN

| 1I44III| | 1|52EI| | 1IE-IIIIII | 1IE-EEI

TTGTTATCCGC TCACAARTTCCACACHAC
12H 13H 14H




Técnicas: 5. CRISPR/Cas

;Qué es el sistema CRISPR/Cas9?

Ni CRISPR es el nombre de una nueva marca de aperitivo

crujiente ni Cas es el nombre de un refresco para

acompanfarlo UGH , BREA

Clustered Regularly
Interspaced Short

Palindromic

Repeats

E. Charpentier (cesa)
y J. Doudna (USA)
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Tecnologia CRISPR/Cas9

CRISPRs: Hallmarks of acquired

immunity in bacteria

H erram | e nta | d €d I Clusters of Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
(CRISPRs)

Simplicidad de uso

cas genes

Coste moderado S o

Accesible en cualquier
laboratorio genetico

Bacterial/archaeal
chromosome

Técnicas: 5. CRISPR/Cas


https://www.youtube.com/watch?v=TdBAHexVYzc
https://www.youtube.com/watch?v=TdBAHexVYzc
https://www.youtube.com/watch?v=O3e2_Ctty_M
https://www.youtube.com/watch?v=O3e2_Ctty_M
https://www.youtube.com/watch?v=k99bMtg4zRk
https://www.youtube.com/watch?v=k99bMtg4zRk

Proteccidony

reparacion
del ADN
(2012)

Sistema
CRISPR/Cas9 en
E.coli

Sistema de
genes repetidos
que promueven
resistencia
contra fagos

Técnicas: 5. CRISPR/Cas

Premio Breakthrough 2015
y El Princesa de Asturias 20715

ARN guia

2. El ARN se une a las
proteinas Cas y dirige
el trabajo de estas

tijeras moleculares.

1. Se construye un ARN guia capaz
de reconocer la parte del ADN
que queremos editar.

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...

mmrrrrmnrr.'.'mmnmmr

el LULULL LU UL, INTIRITEEINIITINNER
H ...0 repararlo con un fragmento
modificado de ADN

bbb AL LLAULLEL LR UL UL U LLL UL L,



Técnicas: 5. CRISPR/Cas

Multiples aplicaciones

APLICACIONES

Industria
alimentaria

En agricultura transgénica,
evitaria muchos de

los antiguos fallos.

Investigacion y
biotecnologia
Ya se han corregido enfermedades

en ratones adultos y se han modificado

embriones de monos para evitaries dolencias.

CRISPR permite investigar enfermedades
que antes apenas podian estudiarse.

e Implicaciones eticas y
sociales

Cambios
ecolégicos
La modificacion de

poblaciones enteras
WH de mosquitos podria
P ' prevenir la malaria.
"4--.’?/{ '. \./-.

Medicina

La terapia génica con CRISPR,
probada en animales de
laboratorio, permitina corregir
genes defectucsos ligados a
enfermedades humanas y
disenar estrategias contra

el cancer.

Edicion de embriones humanos

Cientificos chinos ya han probado que es viable, aunque
la técnica no es del todo segura y despierta conflictos
éticos.

34



GENETIC ENGINEERING

Sometimes you can go too far

35



cQue me pueden preguntar?

a) ;En que consiste la reaccion en cadena de la

polimerasa?

b) ;Quée funciones desempenan las enzimas de
restriccion?

c) Define DNA recombinante.

d) ¢;Que peligro, respecto al equilibrio ecologicoy
respecto a la salud humana, se puede derivar de la

utilizacion de tecnicas de ingenieria genetica?

36



oceanos

gy agroalimentacion
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Biotecnologia verde: agroalimentacion

Plantas transgénicas mas resistentes

» aplagas de insectos

» a heladas, escasez nutrientes, salinidad
Mejora vegetal y animal:

» mas nutritivas

» tamanos mayores

Biofactorias: sustancias de interes:

» vacunas contra paludismo 38



Biotecnologia gris: medioambiental

Depuracion de aguas

residuales (EDAR):
Compost

Biorremediacion

» biodegradacion de petréleo

> vertidos toxicos

» metales pesados, fenoles,...

39



Biotecnologia roja: biomedicina

v'disefio de organismos para producir antibiéticos,

v'el desarrollo de vacunas mas seguras y Nuevos
farmacos,

v’'los diagnosticos moleculares,

v'las terapias regenerativas (células madre, tejidos,
0rganos)

v'curar enfermedades a través de la manipulacion génica.

40



Insulina: primera hormona producida por IG

U Gen de la

Plasmido de expresion en msulina humano

bacterias
Gen de la msulina humano
iserto en el pldsmido
w bact eriano

t" _
.Q'

Escherichia coli
insulina

Bacteria E. col

ADN bacteriano recombinante

Mult plicacion de
las bacterias

Produccién de insulina = e Insuling
en gran cantidad s "} humana
Extraccion y .

pur lflCdC '6‘ 41




Otros ejemplos en medicina

Produccion de farmacos y vacunas

» Ademas de insulina, hormona de crecimiento, interferdn, factor
VIl de la coagulacion, antibidticos

Diagnostico clinico
» Fibrosis quistica, hemofilia, artritis reumatoide, ciertos tipos de
cdncer, etc.

Terapia genetica
» Talasemia, carencia del enzima Adenosin Desaminasa (ADA)

Trasplante de organos
» Células madre de embriones o adultas

42



Medlicina personalizada

[
i
R
A

Mapas de mutaciones cancerigenas

43



Biochip de ADN

Control Sample Experimental Sample
() G
(- (= (=
l mRNA extraction ‘
Reverse Transcription, -
flourescent labeling
AN AN
AN NANNS

S Combine equal amounts
\ and hybridize /
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Terapia génica

e Invivo: genes se introduce dentro de un vector y son
reconocidos por células diana especificas

e Exvivo: se extraen células, se cultivan, se modifican, se
reintroducen

45



Otros aplicaciones biomédicas

e |nvestigacion policial y medicina forense

» lIdentificacion de supuestos implicados

e Pruebas de paternidad

» Por comparacion de muestras de ADN

e Estudios historicos y arqueologicos

> Investigacion sobre restos humanos

46



cQue me pueden preguntar?

En ingenieria genética se usan tecnicas de ADN recombinante para
modificar bacterias con dos propositos principales: obtener muchas
copias de un determinado gen y obtener proteinas que son Utiles para
alguna aplicacion.

En este caso queremos encontrar un tratamiento para ayudar a nifos con

problemas de crecimiento.

a) Representa en un esquema como construirias un plasmido bacteriano

que contenga el gen humano de la hormona de crecimiento.

b) ;Como disenarias el tratamiento? ;Suministrando el gen clonado o la

proteina producida? Razona tu respuesta.

47



Biotecnologia blanca: en la industria

Incluye:

> las aplicaciones de la industria quimica,
» procesamiento de materias primas,

» generacion de tejidos biologicos,

» generacion de combustibles (biocombustibles),

48




Biotecnologia blanca

Su principal objetivo es
e lacreacion de productos facilmente degradables,
® Que consuman menos energia'y menos recursos

e generen menos desechos durante su produccion.

49




Biotecnologia azul: marina

El 80 % de los seres vivos se encuentran en los oceanos

Aplicaciones
e acuicultura,

e nuevos productosy
materiales

e cosmeticay
e nuevos medicamentos




W Gasto en |+D

En millones de euros

M Facturacion del sector
En millones de euros y peso en el PIB en %
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biotecnologia
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Genomica

e Genomica funcional: caracterizar la funcion de los genes

» andlisis de los perfiles de expresion génica,
» andlisis fenotipicos de mutantes

» andlisis de interacciones proteicas

52



Organismos modelo

e Escherichia coli

e Saccharomyces cerevisae
e Drosophila melanogaster
e Caenorhabditis elegans
e Mus musculus

e Arabidopsis thaliana

53



Proyecto Genoma Humano

e Desarrollado entre 1990—2003 por: 8- -l

M
2'E
"
142 |
s
L 1
L
n
1

> Universidades publicas % m
/- Dusiar
o 172 03si2i7 [ @
» Empresas privadas (Celera e
Genomics) . 8
& g
I =N
- NG
e Fue declarado porla ONU en 1997 =N ey
i ol N3 > N 1&
Patrimonio de la Humanidad B e NN ™
] TR pasi2%8 8 .
N I
: . 1 \f\\\%g I3
(pero no las pruebas diagnostico, etc..) NN ]




Genoma humano consta de 25-30.000 genes (.3.200 millones de pares

de bases ), frente alos 100.000 calculados
> el nimero de genes es relativamente bajo
El 99,9% son iguales en todas las personas, y en un 9g8% idéntico al de
chimpancés
> Las diferencias con otras especies son menos de lo esperado
El 90% del genoma no tiene funcion conocida
» Solo una pequena parte codifica proteinas o ARN
Cada gen puede codificar unas 5 proteinas diferentes
> Gracias al procesamiento alternativo del ARNm (exones-intrones)

55



Genoma Humano

e |Los humanos difieren entre si: en 1 /1000 nucleotidos.

e Dados aprox. 3.200 millones de nucleotidos: hay 3,2

millones de posibles diferencias

Son los SNPs (Polimorfismos de un solo nucleétido)

. 3

Sirven para descubrir la base genética de muchas enfermedades

Para estudiar la respuesta a determinados farmacos

56



Coste por genoma

Moore's Law

" National Human

N,
- Genome Research
Institute

genome.gov/sequencingcosts

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

El coste de secuenciacion ha disminuido de 100,000%
por 10° letras (2001) a 10 cent$ actualmente.

57



HGP y otros proyectos

e Herramienta base para investigacion biomédica y genética clinica

» Disponer de sondas y marcadores para diagndstico de enfermedades
e Tanto enfermedades genéticas, como cancer e infecciones
e Disenar farmacos especificos: tratar las causas y no solo los sintomas
e Diagnostico pretransplante
e Conocimientos sobre la evolucion del hombre

e Migraciones de poblaciones humanas a lo largo de la historia

El proximo reto es conocer todas las

Se podran aislar y patentar

proteinas que se codifican y

“genes terapéuticos”
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Encode

e Encyclopedia of DNA Elements

e Proyecto (USA) paraidentificar todos los elementos
funcionales del genoma humano (2003-2012)
e C(riticas:

» Alto costo ~$400 millones en total

> Resultados escasos

https://www.youtube.com/watch?v=UmGVpxbCWm8
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https://www.youtube.com/watch?v=TwXXgEz9o4w
https://www.youtube.com/watch?v=TwXXgEz9o4w

Resultados de Encode A I ’
/
I

Mas del 8o % del ADN tiene alguna actividad
Los procesos de regulacion son mas complejos de lo previsto

ADN no codificante interviene en procesos de regulacion a varios niveles

Las secuencias no codificadoras se mantienen en el curso de la evolucion
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Proteomica

Estudia a gran escala las proteinas celulares

Se centra en su estructura y funcion.

Avances en:

» Modificaciones post-traduccionales

» Interacciones entre proteinas

Aplicacion en biomedicina:
» desarrollo de farmacos (anticancerigenos, cardiovascular, etc.)
» métodos de diagndstico

> desarrollo de vacunas
61



Uso de armas bioldgicas

1. Se extraen células 3 2. En el laboratorio
del paciente. se modifica un

virus de forma que

7. Las células modificadas E 3. Seinserta
genetlcamente producen un gen en
Q‘}\

la proteina o 1a hormona S% el virus.

deseada.

6. Las células modificadas
se inyectan al paciente.

4. El virus modificado
se mezela con celulas
del paciente.

S. Las células del paciente
se modifican genéticamente.

no pueda reproducirse.

La huella genética™ y
la discriminacion

Biotecnologia negra




Biohacking, jcualquiera puede hacerlo!

Ejp. in Brooklyn, New York, desde 2010

En Silicon Valley (Sunnyvale) California, un grupo de

aficionados: empezo en 2011.

En Cambridge, Massachusetts, se encuentra Boston

Open Source Science Lab ( )

En Baltimore, otro llamado
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https://www.genspace.org/
http://biocurious.org/
https://www.boslab.org/
http://www.bugssonline.org/

