L'ENGINYERIA GENETICA
i
LA BIOTECNOLOGIA

frog genes in potato breeding were conveniently
forgotten.



L'enginyeria genetica i la biotecnhologia

e Obtencio d’un animal transgenic.
« Obtencio d’'una planta transgenica.



Obtencio d’'un animal transgenic

Un animal transgenic eés aquell animal desenvolupat a partir d’'una cel-lula
a la que li hem introduit un gen estrany amb la finalitat de modificar-li
caracteristiques ja existents o afegir-ne de noves.

El gen introduit (el transgen) passara a formar part del genoma de
I'individu i per tant la modificacié genetica passara a la descendencia.

Per insertar un gen correctament en un animal, el transgen ha de poder
expressar-se en el moment adequat, amb la quantitat adequada i en el
lloc adequat de I'animal: per tant a part de la regié codificadora ha de
portar una zona promotora i sequencies reguladores.



La introduccio del transgen en animals es pot fer per...

* Microinjeccio

» Electroporacio

» Biobalistica

e Mitjancant retrovirus.



Ens centrarem en la microinjeccio...

Prontcleo del macho

D ADN

Célula

Prontcleo de la hembra

Cuerpos Polares

Aguja que lo sostiene '



Mecanisme simplificat per a I'obtencié d’'un animal transgénic
Tecnica 1: per microinjeccio en zigots

Ailllament del gen que es vol transferir (tallant-lo amb ezims de restriccio).
Obtenci6 dels ovuls fecundats d’'una femella (per fecundacio "in vitro")

Introduccié del gen en un dels pronuclis de I'ovul fecundat (zigot) per microinjeccio.
Implantacio de 'embrié modificat a 'uter d’'una femella.

Totes les cel-lules del nou organisme seran portadores del transgen introduit.

1. Insercion de genesen 2. Implantacién del 3. Nacimiento de
el prontcleo del 6vulo cigoto en el receptor individuo transgénico
tecundado

Owulo sujeto
mediante succion



Microinjecci6 d’ADN en un pronucli d’'un embrio
d'una cél.lula. A Tlesquerra, la micropipeta de
subjeccié que succiona suaument la cel-lula. A la
dreta, la pipeta d’injeccio.

Equip per manipular embrions i realitzar hi la microinjeccio.
Damunt de la platina es veuen la micropipeta de subjeccio i la
d’injeccio

Font. Article aprofundim en la ciéncia. Animals transgénics: qué sén, com
s'obtenen i per qué serveixen. Anna Pujol UAB.



Transgenic Mice by Microinjection
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Mecanisme simplificat per a I'obtencié d’'un animal transgenic

Tecnica 2: per microinjeccio en cel-lules embrionaries

1. Obtencién de células
madre embrionarias

7. Si la descendencia tiene
alteraciones genéticas, los
cambios se han incorporado

en la linea germinal

6. Cruzamiento con
un raton normal

2. Insercién de

genes en CME en el blastocisto

4. Reimplantacion

3. Inyeccién de CME
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del balstocisto wmr72y . .

en el receptor k.

5. Nacimiento
de un ratéon
quimera

Ailllament del gen que es vol
transferir (tallant-lo amb
ezims de restriccio).

Extraccio d’algunes cel-lules
d'un embrid en fase de
blastocit i cultiu al laboratori.

Introduccié del gen en el nucli
de les cel-lules embrionaries
en cultiu (per microinjeccio,
plasmidis especials, virus,
descarrega electrica, o algun
altre sistema)

Reintroduccio de les cél-lules
modificades al blastocit

Implantacio del blastocit a
I'uter d’'una femella.

Part de les cél-lules del nou
individu seran portadores del
transgen (organisme
guimera)



1. ES cell culture Blastocyst

Embryonic stem (ES) cells
are cultivated from mouse
pre-implantation embryos

(blastocysts).

\ 2. Construction of targeting vector

Transfection

3. ES cell transfection

Rare cell carrying Target gene

targeted gene
Positive-negative
\ selection

4. Proliferation
of targeted ES cell

Pure population of ES cells
carrying targeted gene



Injection of ES cells into blastocysts

The targeted ES cells ..where they mix and form a mosaic The injected blastocysts are implanted
are injected with the cells of the inner cell mass into a surrogate mother where they
into blastocysts... from which the embryo develops. develop into mosaic embryos.

Mosaic inner
cell mass
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6. Birth and breeding Born mosaic mice
of mosaic mice

The mosaic mice mate with normal mice @ @ @ @

to produce both gene targeted and
normal offspring. l

Normal
mouse ?

Sperm Sperm
Gene targeted mice — called "knockout mice” Normal mice

when the targeted gene is inactivated

The Nobel Committee for Physiology or Medicine
Illustration: Annika Rohl



1. Se inyecta el gen 2. Se transfiere el 3. Nace un ratén
en el pronucleo de cigoto a un ratén transgénico
un 6vulo fecundado huésped

. B
1. Se obtienen
células precursoras 4. Se transfiere el
de un embrion blastocisto al ratén
huésped
2. Se transfiere un gen ®
en las células precursoras
embrionarias in vitro 3. Se inyectan las
células precursoras
embrionarias en el
blastocisto
7. Si la progenie ha sido
alterada genéticamente,
los cambios se han
incorporado a la linea
germinal
5. Nace un ra-
tén quimera
6. El ratén
quimera se
reproduce

Figura 3-10 A. Procedimiento para crear ratones transgénicos mediante inyeccion en los prondicleos,
B. procedimiento para insertar genes en ratones introduciéndolos primero en células precursoras embrio-
narias y después insertando las células precursoras transfectadas en un blastocisto por lo demas normal.



Desavantatges d’aquestes tecniques...:

* Percentatge d’exit baix. El gen s’inserta a 'atzar, es necessiten molts ovuls
fecundats i/o embrions... nomes un percentatge molt baix dona lloc a
animals transgenics vius.

Se necesita gran cantidad

de ovulos fecundados para
asegurar el proceso.

Los ovulos se El porcentaje
reintroducen en de éxito es
las hembras. muy bajo.

« També lligat amb el fet que la integracié del transgen és produeix a I'atzar,
pot ocasionar I'alteracio involuntaria d’algun altre gen del genoma.

« Amb aquesta tecnologia de transgenesi no es pot suprimir totalment (si fos
necessari) I'expressio d’un gen endogen.

Aquests inconvenients s’estan resolent mitjancant una metodologia més complexa, la transgénesi dirigida per
recombinacié homologa, que permet introduir el trangen en lloc especifics del genoma de la cél-lula hoste.



gEﬂMI‘J SE PRODUCEN LOS ANIMALES TRANSGENICOS?

Hembra Macho
MEDUSA
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CORDEROS TRANSGENICOS
Contienen el gen para la proteina verde
fluerescente

SEmaAna 1esios emiriones

Fundacin IRALY

Mayo 2013.- Cientificos del Instituto de Reproduccion Animal Uruguay
(Irauy) y del Institut Pasteur han creado nueve ovejas transgénicas con un
gen propio de las medusas que los hace fluorescentes bajo la luz
ultravioleta, segun informa la BBC.

Los cientificos utilizan la transgénesis -la introduccion de un gen ajeno a una
especie en algunos ejemplares para que lo incorporen en su ADN y lo doten
de nuevas caracteristicas- para investigar la cura de enfermedades.

En este caso, sin embargo, se realizé para ensayar la complicada técnica
utilizada y también con un objetivo divulgativo. "Usamos este gen en
particular porque ese color verde permite muy facilmente identificar que la
técnica fue exitosa", ha explicado un investigador a la BBC.

Los corderos fluorescentes tiene ahora seis meses, durante el dia no se
diferencian del resto de sus congéneres y "van a tener una vida de oveja
normal". Los autores de la investigacion recalcan que "a diferencia de los
animales que se utilizan para producir alimentos, como la carne, a éstos
nadie los va a sacrificar".



Algunes de les aplicacions gue pot tenir el desenvolupament
d'animals transgenics son:

Produccio de proteines humanes d'interes (farmacs).
Investigacio malalties humanes en animals.

Animals resistents a malalties, a baixes temperatures,..
Animals que creixen més rapidament.

Millora en la produccio de carn, peix, ous.. per alimentacio
humana.

Xenotransplantaments d’organs (com a donants d’organs).



Produccio de proteines humanes (*pharming”):

S’introdueixen els gens humans en animals. Aquestos produeixen
la proteina que després es purificada i comercialitzada...

Anticossos monoclonals, interleucina2, eritropoietina, hormona
del creixement, son alguns exemples de proteines obtingudes
d’aquesta manera.

bkl < o

Vacas, ovejas y cabras cuya leche El pez Tilapa puede Cerdos que contienen
puede ser usada para tratar la producir insulina hemoglobina humana
diabetes, el enfisema pulmonar o humana para diabéticos. en sus glébulos rojos.

la hemofilia, entre otras enfermedades.

"Pharming” és un joc de paraules entre les paraules angleses farm (granja) i pharm (farmacia):
utilitzacié d’animals de granja per a la produccié de proteines humanes que poden ajudar al
tractament de malalties.



Obtenciéon de medicamentos por ingenieria genética

El gen del factor VI, procedente Tras el desarollo del embrign, nacera
de ceélulas humanas, se insera una vaca transgenica gue portara el
en un plasmido. gen del factor VIl en sus celulas.

& —

wn i) @'@

® e

\‘\ 2

Y g — -

®le
ey
Plasmido Células Vaca receptora Vacatransgénica Vaca transgénica
8 congen ambrlanarias
insartado
El plasmido se Los embriones se - Cuando la cria
inserta en células 3] implantan en una crezca, de su leche
embrionarias de vaca receptora. se podra obtener el
una vaca. factar VIIL.

Animals transgenics.
Exemple. Factor de coagulacio VIl (deficient en persones hemofiliques) s’obté d’animals

transgenics, als quals s’ha transferit el gen huma que codifica aquesta proteina.



Receta para disefiar una vaca

Investigadores argentinos insertaron el gen humano de la insulina en el genoma de terneras que
produciran la hormona en su leche, la dinastia Patagonia
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Investigacié de malalties humanes en animals.

Exemple, el cancer huma en ratolins.

S’ailla el gen huma gue produeix la malaltia i s’introdueix en un
ratoli. Aquest desenvolupa la malaltia | es poden investigar
tractaments per a humans en ratolins.

Se aisla el gen humano

causante de la enfermedad Los cientificos pueden
:s.ubre _Ia que se quiere investigar nuevos
investigar. tratamientos sin arriesgar

vidas humanas.

m q 7"‘" | 1

Gen humano

responsable de )
la enfermedad El animal desarrolla la

enfermedad igual que lo
haria un humano.



Xenotrasplantament d’organs (en investigacio)
Exemple:

En els porcs s’ha introduit gens humans per produir proteines de
membrana humanes, disminuint aixi el rebuig en els

trasplantament d’organs entre porcs i humans.

Debido al tamario de sus

organos, el cerdo se podria
convertir en el principal
donante transgénico. \
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 Resistencia a malalties:

Implantacio de gens per reforcar el sistema immunitari o fins |
tot, iImmunitzar totalment cap algunes malalties.

Exemple, vedelles immunes al colera (inflamacio bacteriana de
I'intesti), la mastitis (inflamacio bacteriana glandula mamaria),



Creixement organismes:
Implantacio de ’hormona del creixement.
Exemple:

Introduccid del gen de la hormona del creixement de la truita en
carpes. Creixen mes rapid i molt més que de manera natural.

Organismes més resistents a les baixes temperatures

Exemple:

Salmo mes resistent gracies a la incorporacio d'un gen d'una especie de
pelaia que viu a l'artic.



Increase the Yield of Milk

L
Sperm

O » Microinjection of Pronuclei . Egg
rBST into
Recombinant By, Pronucieus g é@
BST rBST NJ :
rBST :

Implant the egg into Cow seFertlllzed
pseudopregnant cow ' ag

Pseudopregnant "‘j ﬂ
cow
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-.n.- w4 aear wea®
Transgenic cow

Offspring

Aumentar el rendimiento de la leche

La somatotropina bovina (BST), tambien conocida como hormona de crecimiento bovina (BGH), es una proteina natural
producida por la glandula pituitaria de los bovinos.

La biotecnologia permite a los cientificos producir una forma recombinante de esta proteina llamada rBST.
Las glandulas mamarias de tales vacas lecheras toman mas nutrientes de la sangre y producen mas leche.

El rBST aumenta la produccion de leche de vaca hasta en un 20 por ciento.



Obtencié d’'una planta transgenica

La introduccid de gens en plantes és mes dificil per la presencia
d’'una paret cel-lular de cel-lulosa.

S'utilitza el plasmidi Ti d’Agrobacterium tumefaciens com a
vector biologic.

Agrobacterium tumefaciens infectant
una ceél-lula de pastanaga. En el
proceés, el material genetic del bacteri
entrara dins la cel-lula.

Font wikipedia.




Agrobacterium és un genere de bacteris capac de transferir
part del seu material genetic a les plantes (mitjancant un
plasmidi anomenat plasmidi Ti) causant-los tumors.

Aguest procés de transferencia natural de DNA és aprofitat
pels investigadors per introduir gens en cel-lules vegetals.

Tumors produits per Agrobacterium tumefaciens



El bacteri Agrobacterium tumefaciens infecta les plantes a través de les
ferides.

Presenta un plasmidi, el plasmidi Ti (tumor inducing) amb un sector,
anomenat T-DNA, que conté els gens responsables del tumor.

El bacteri introdueix la regid T-DNA a les cel-lules vegetals. La regioé T-DNA
s’hi integra en un dels cromosomes de la planta provocant-li el tumor.

Plant
chromosomal

T-DNA

Ti plasmid

tumefaciens Transformed
plant cell




Tumor-inducing genes

Plamidi Ti
com a vector biologic

Preparacio del plasmidi Ti:

Gene to be
transferred
+antibiotic
resistance

Se li extreu els gens responsables
del tumor i se li inserta el gen
d’'interes amb la regié promotora i
un gen marcador de seleccio com
pot ser un gen de resistencia a un
antibiotic.

Imatge modificada a partir de I'original.
http://www.discoveryandinnovation.com/BIOL202/notes/lecture23.html



bacterial cell plant cell

cytosol
transgene selectable

of interest marker gene
¥

nucleus
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plasmidin — -- B s B ] —

Agrobacterium L f
L
T-DNA 25-nucleotide-pair
repeats plant chromosome

DNA IS EXCISED FROM PLASMID AS A LINEAR
MOLECULE AND IS TRANSFERRED DIRECTLY INTO THE PLANT
CELL, WHERE IT BECOMES INTEGRATED INTO THE PLANT CHROMOSOME

Font imatge Principios Ingenieria genetica. Hermina Loza



Procés per a I'obtencié d’'una planta transgenic

A. Tumefaciens

ﬁ O Ti plasmido el gen que quiere transferir a la planta
+ el gen de seleccion

secuencias N
especificas transformacion

Los genes patoldgicos han suprimidos v
¥ han reemplazados por una sitio de restriccion — n
\ >

La bacteria transfiere el ADN

e, % (_,)\ en las células de planta
N

W NE
i e ‘ "‘"-l,
1 los genes de interés se hacen seleccidn
integrados en el cromosoma de planta

se cocultivan las células de la planta con las de las bacterias
para inducir la introduccion del plasmido recombinado

a

Aillament del gen que es vol transferir.
(tallant-lo amb ezims de restriccio).

Aillament del plasmidi Ti d’Agrobacterium
tumefaciens. Eliminacio dels gens de la
regidé T-DNA causants del tumor i
substitucio pel gen d’interes. Obtenim aixi
un plasmidi Ti hibrid.

Introduccio del plasmidi Ti hibrid al bacteri
Agrobacterium tumefaciens (per
transformacio o algun altre sistema)

Selecci6 dels bacteris que han incorporat
el plasmidi.

infecci6é d’un cultiu de cél-lules
embrionaries de la planta que es vol
modificar amb els bacteris que contenen el
plasmidi hibrid.

Seleccio dels embrions que han incorporat
el gen d’interes (la manera dependra del
fenotip al que done lloc el gen introduit)

Obtenci6 de plantules transgéniques.



Agrobacterium

3 ; Planta que es vol
(.I :) tumefaciens odificar

DNA d'interes
\ x\
Plasmldl recombinant
Eliminacio /
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Infeccié de cél-lules vegetals @ Incorporacio Planta‘ .
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Font llibre Biologia Batxillerat 1. Grup promotor Santillana



Plasmido
recombininte

2/ Pistola de

genes

O

Particula
de oro

Font imatge Principios Ingenieria genetica. Hermina Loza



¢ Como se transforma una planta?

o Construccion de un piasmido

con el Gen de interés
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ADN; L. ey I™mgeys Planta con células
Punto de ADN con el ADN T construido qu'ificadas
restriccién  gen modificado con el nuevo gen geneticamente



Algunes de les aplicacions gue pot tenir el desenvolupament de
plantes transgeniques son:

* Resistencia a condicions ambientals agressives, com gelades, sequeres
| sols salins.

* Resistencia a herbicides, a plagues d’insectes i a malalties.

* Millora de les qualitats nutritives dels productes agricoles i augment de
la mida de les fruites.

* Allargament de la vida comercial d’'un producte.

 Assimilacio del nitrogen atmosferic. Alguns bacteris contenen gens
responsables de la fixacio del N, atmosferic. La insercio d'aquest gens

al genoma de les plantes permet que les plantes no depenguin d’adobs
nitrogenats.

e Sintesi de productes de interes comercial. Existeixen plantes que
produeixen anticossos animals, interfero, i fins | tot elements d'un
poliester destinat a la fabricacio de plastics biodegradables.



e Tomaquets transgenics:

— Retard maduracié tomaquets "Flavr Savr® (1994
EE.UU.), als que li han eliminat |a
poligalacturonasa, una proteina que fa que les
parets es facin malbé quan madura massa, de
manera que es manté durant molt mes temps.




ADN del tomate

AN\
M)

Transgen con la

informacién genética —  ———__
que se quiere )Iml
implantar al fomate.

DADADEDUDM

X
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ADN del tomate

El Mediante ingenieria n Se introduce en
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se modificay se sin causar dano

fragmenta el gen. a la célula.



e Blat de moro transgenic:
— Amb vitamines A, C i acid folic.(gens bacterians).
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RESISTENCIA A LAS PLAGAS

i

El desarrollo de plantas
transgenicas resistentes

a plagas especificas logra
reducir considerablemente
la cantidad de insecticida
que se le aplica a los
cultivos.




RESISTENCIA A LAS PLAGAS

Los insecticidas tienen una accion indiscriminada En respuesta a esto, se han creado
tanto sobre insectos dafinos como benéeficos. plantas trangénicas capaces de
sintetizar sus propios herbicidas o

insecticidas selectivos para
defenderse del ataque de plagas.




Resistents a plagues (gen bacteria)

Ejemplo del empleo de la ingenieria
genética en la lucha contra plagas

Bt (Bacifius thuringiensiz) es una bacteria gque
se encuentra naturalmente en el suelo, en
todo el mundo, La caracteristica exclusiva de
esta bacteria es la produccidn de un cristal
proteico gue mata en forma selectiva un
grupo especifico de insectos, Estos cristales
proteicos (proteinas Cry) son toxicos para el
aparato digestivo de los insectos sensibles v
deben ser ingeridos para ejercer su accidn,
Una vez ingeridos, las enzimas digestivas del
insecto activan la fdrmula thxica de la
proteina. Las proteinas Cry se ligan a
"receptores" especificos del revestimiento
interno de los intestinos ¥ dafian las células,
Los insectos dejan de comer dos horas
despues de haber ingerido el primer bocado vy,
si han comido suficiente cantidad de toxina,
mueren dos o tres dias despugs. Durante mas
de treinta afios se han aplicado con exito en
una serie de cultivos diversas fdrmulas
liguidas v granuladas de Bt cortra
lepiddpteros (orugas).

La insercidn en el maiz del gen procedente de
Eacillus thurigiensis, que codifica esta proteina
tdxica para el insecto gue provoca la
enfermedad conocida como *taladro del maiz®,
hace que esta planta se vuelva resistente al
insecho,

hittp: £ ulles fooordinacion/biologiafMateri

]

alftrans gen.htm

Planta de maiz en
la que se ha
introducido un gen
gue produce la
proteina Cry

Dos o tres dias
despueés el
barrenadar del maiz
muere,

El barrenador del
tallo del maiz
ingiere la plarta
modificada.

La proteina causa la
lisiz de los tejidos del
barrenadar del maiz.
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MEJORA DEL RENDIMIENTO

La modificacion genética de algunos cultivos
producen una planta mas corta y fuerte al
tiempo que aumenta el rendimiento de la
planta ya que ésta invierte mas energia en
sus parte comestibles.

Aumento del
rendimiento en la
parte comestible

Planta mas
corta y fuerte




PLANTAS RESISTENTES A LA SEQUIAY AL FRIO

La sequia es una amenaza generalizada para la agricultura mundial y una de las principales causas de la
perdida de cultivos. Existen variedades de plantas transgenicas que duplican su rendimiento aln bajo

condiciones de sequia severa o heladas.

Los investigadores incorporaron a Con el fin de aumentar la resistencia
diversos cultivos genes de especies - delos cultivos a las bajas temperaturas
vegetales resistentes a la falta de i ! olas heladas los cientificos estudian la

agua, lo que redujo su deshidratacion
en época de sequia al tiempo que
también se logro disminuir la cantidad
de agua necesaria para su riego.

incorporacion de genes o grupos de

|



USO DE TIERRAS MARGINALES

Grandes extensiones de la superficie terrestre se encuentran actualmente inutilizables por ser excesivamente
salinas o alcalinas. Los cientificos lograron identificar, clonar y transferir a algunas plantas un gen de
tolerancia a la sal que permitiria el desarrollo de la agricultura en tierras marginales.




BENEFICIOS NUTRICIONALES
Es posible la obtencidn de alimentos con mayor contenido en vitaminas, minerales y proteinas o con menor

contenido en grasas.

Con la introduccion de nuevos genes en el arroz se logrd una mayor produccion de beta-caroteno, el
precursor de la vitamina A. Este arroz amarillo o dorado, puede ayudar a resolver el problema de la deficiencia

de vitamina A que padecen miles de nifios en las regiones tropicales.

Ademas, se produce un arroz transgénico con altas concentraciones de hierro que combatiria la anemia que
sufren millones de mujeres embarazadas en Asia y Africa.




PROLONGACION DE LA CONSERVACION Y DURABILIDAD DE LOS ALIMENTOS

El desarrollo de tecnologia de modificacion genética logro retrasar la maduracion de las frutas y verduras
lo que permite almacenarlas por mas tiempo.

Ademas, es posible mejorar el sabor,
el olor y el aspecto de los alimentos.



	Diapositiva 1
	Diapositiva 2
	Diapositiva 3
	Diapositiva 5
	Diapositiva 6
	Diapositiva 7
	Diapositiva 9
	Diapositiva 10
	Diapositiva 11
	Diapositiva 12
	Diapositiva 13
	Diapositiva 14
	Diapositiva 15
	Diapositiva 16
	Diapositiva 20
	Diapositiva 21
	Diapositiva 22
	Diapositiva 23
	Diapositiva 26
	Diapositiva 28
	Diapositiva 29
	Diapositiva 30
	Diapositiva 31
	Diapositiva 32
	Diapositiva 33
	Diapositiva 34
	Diapositiva 35
	Diapositiva 36
	Diapositiva 37
	Diapositiva 38
	Diapositiva 39
	Diapositiva 40
	Diapositiva 41
	Diapositiva 49
	Diapositiva 50
	Diapositiva 51
	Diapositiva 52
	Diapositiva 53
	Diapositiva 54
	Diapositiva 55
	Diapositiva 56
	Diapositiva 57
	Diapositiva 58
	Diapositiva 59
	Diapositiva 60

