el
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Estrutura do ADN.- En 1953 dous investigadores, Watson e Crick , baseandose
fundamentalmente nos estudos de Chargaff e na interpretacion das fotografias realizadas
por medio de técnica de difraccidn de Raios X por Rosalind Franklin crearon un modelo de

estrutura do ADN: o modelo da dobre hélice.
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MUTACIONS

As mutacidns son alteracions ao azar do material xenetico. Normalmente son negativaspara o
individua, comportan deficienclas e, ds veces, poden chegar a ser letais, ainda que en xeral son
recesivas e quedan escondidas.

Comportan tamén un aspecto positivo para a especie, xa que, xunto @ recombinacion xenética,
achegan varlabilidade & poboacidn. Isto parmite que, se se produce un cambio no ambiente e as
novas condicions son adversas, a existencia de individuos mutantes aumenta a posibilidade de
gue alguns soporten estas condicidns e, asl, evitar gue a especie se extinga. Este proceso
denominase seleccidn natural. Asi pois, a mutacion posibilita a evolucian.

As mutacions poden aparecer espontaneamente (mutaciéns naturais), ou se provocadaspola
exposicidn a akentes mutaxénicos (mutacidns inducidas).

Clasificacidn das mutacidns.- Podense clasificar atendendo a dous eriterios:
1. SEGUNDO O TIPD DE CELULAS AFECTADAS:
*Mutacidns somaticas.- Afectan as células somaticas e non se transmiten a
descendencia. 5e as célula mutada sabrevive, a sia mutacidn transmitese a todas as

células fillas e dise que o individuo presenta un mosaico xenético (pois presenta
ce&lulas con distintos xenotipos).

»Mutacidns xerminais.- Afectan as células xerminais (gametos), Estas mutacions
tefien Importancia evolutiva, xa que, como as alteracidns afectan aos gametos,

podense transmitir a descendencia,

el
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2. SEGUNDO A CANTIDADE DE MATERIAL XENETICO

AFECTADO:

Nomnal

*Mutacidns xénicas ou puntuais.- Producen
alteraciéons na secuencia de nucledtidos dun

xene, Poden producirse por cambio de
nucledtidosou por perda ou insercion de

Cambio

nucledtidos. Poden deberse a erros de lectura
durante a replicaciondo ADN ou a lesions
fortuitas do ADN.

*Mutacions cromosomicas.- Provocan

Adoxin

cambios na estrutura interna dos cromosomas

(delecion, duplicacion, inversion ou
translocacidn)ou no seu nimero
(aneuploidiase euploidias).

ot f e,
ELIEE
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i
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Igeograma de uea clula Namans Je U3 PO 100 Sindrame de Fdware

taomis ol car 10

1

en una base
indinvidua

ADN (una cadena)

CATCATCATY

CAT CCOT CATY

CATCACGCGCGTCCAT
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Tipos de mutacions

As mutacions podensc clasificar atendendo a varios criterios.

Segundo as células afectadas

Somaticas. Afectan cakyjuern
clula do individwd, excepto

&5 reproduionEs. Mon e iransmiben
f descendenda, pero s as ofulas
Fllas que Se orixXman

par mitoss

Herdables. Afoctan 05 gametos
0L @5 CEUlES Nl guas dardn bogoe
Bors gametos. Transmitense

i descendenca.

Segundo o ADN afectado

» Nénicas ou puntuals, Producen
altEraciins na secuencia
g nuclEibidos dun senc. Un aleko
pédese transformar nowtro alelo
difenerbe,

» CromosOmicas. Producen camiee
nalglns Segrmentos de cromosomas,
) GO ST S CTMEITDS
LU NG Nomero de oramosomes
{liin andiesdiu.

Segundo a s0a orixe
» Espontaneas, Dibenss @ causes

MIErkusralis, COmo 08 emos
na rephicacion do ADN.

» Inducidas, son causaias pola
EHDOEIC0N o axentes
miutaxénicos prosentes no medio
amients, como as radacdns,
alpumnings. SUDSECIAS (UImiIcas
ou axertes bioldxicos (como
e EEETINados VIFUSh,

AS persogs gue presentan anesmia
lalciforme posen globulos vermelios
deformados, 3 modo de fouce

Trisomia 18: Sindrome de Edwards

ccpu o back part

m  Esunsindrome polimalformativo,
consecuencia de un imbalance
cromosemico.
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ou falkaformes.

Debkio 3 isto, prodOcernse alteraciong
na araulacion sanguinea, oroenando
unnha grave enfermidade que pode
cousar dificultade respiratoria, dor. ete

A mutacion debese a substituaon
dunha base, polo que a hamogiobing,
8 proleina presante no ntenoe dos
gitbulos vermellos, encargada

do transporte de osixeno e didxido
de carbono. presenta un amincsado
diferente a proteina normal.
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Mutacions xénicas (puntuais)

Consecuencias de los distintos tipos de mutaciones génicas

ADN normal 3...  TAC GGA GAT TCA AGA GAG ...%
ARNmM normal 5... AUG CCU CUA AGU UCU cuc ..3
Proteinanormal H,N— Met Pro Lleu Ser Ser Lleu —COOH
ADN mutante 3.,  TAC GGA GAC TCA AGA GAG ...%
ARNm mutante  5... AUG CCU CUG AGU UCU cCuC ..3
Proteinanormal H:-N— Met Pro Leu Ser Ser Leu —COOH
ADN mutante 3.,  TAC GGA GIT TCA AGA GAG ..5%
ARNm mutante  5...  AUG CCU CAA AGU UCU cCucC .3
Proteina alterada H-N— Met Pro GIn Ser Ser Leu —COOH
ADN mutante 3., TAC GGG ATT CAA GAG AG .5
ARNm mutante  5...  AUG CCG UAA GUU CuC uC .3
Proteina alterada H,N— Met Pro  Stop

ADN mutante 3., TAC GGA GGA TIC AAG AGA G...5
ARNm mutante  5... AUG CCU CCU AAG UUC UCU C..3
Proteinaalterada H,N— Met Pro Pro Lys Phe Ser —COOH

Mutacions e Biotecnholoxia
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l=l Herencia ligada al cromosoma X

Daltonismo C} —.XDY

Gen recesivo en i ‘ |
el cromosoma X

XPy XPX XDPXDP XY

Ceguera parcial
para los colores

Hemofilia

Imposibilidad
de coagulacion
de la sangre

XAy - XHX XHXH XY

el
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SNP (Polimorfismo nucleotidico simple)
Serve para identificar haplotiplos e non ter que secuenciar xenoma completo.

.
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Mutacions cromosomicas
Deleccidon w

Alelclol el (o] > (alelcloe(F [c]H
—p— Duplicacion : :
Alelelo| e ]cfn : AlELClelc]o [eelr [o[H
_ Inversion pericéntrica — ——
A EDeEl ] | CEEDCEED
uﬂﬂmﬁ aan Inversion paracéntrica N amﬂ“B ann

MInjolrloel & Q:SE;M< CIDIE.F|G|H
Ao ]cfo el | a e [r e )

G l H
—— Transposicion
CEEDeCED > ElelDeG [EE R
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Mutacions cromosomicas (xenomicas, aneuploidia)

ii 31 ii aa aa aa n sa aa

19 2 |

78
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Nondisjunction
at first division
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Mutacions cromosomicas (xenomicas, euploidia)
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BIOTECNOLOGIA
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BIOTECNOLOXIAE ENXENARIA XENETICA

A biotecnoloxia é a utiizacion de sistemas bioloxicos,
seres vivos ou os seus derivados, para obter productos
utiles para as persoas. A biotecnoloxia foiutilizada
desde o comezo da historia en diversos campos:
* Na agricultura e gandaria: Técnicas de seleccidn
artificial para obter animais mais resistentes a
pragas e enfermidades.
* Na industria alimentaria: Utilizacion de
microorganismos para a fabricacidn de vifio, pan,
logur, queixo, vinagre, etc.,
* Na medicina: Producion de antibioticos, vacinas, _I"
sOrOs, ete.

A enxefiaria xenética é unha rama moderna da biotecnoloxia. Consiste en diversas técnicas para
manipularo ADN dos organismos, basicamente mediante a transferencia de ADN duns
organismos a outros,

A enxefaria xenética utiliza fundamentalmente a técnica do ADN recombinante. O ADN
recombilante esta formado pola unién de fragmentos de ADN de diferentes arganismos.
Realizouse por primeira vez en 1972,

Cutro obxectivo da enxenaria xenética & a clonacion (obtencion de copias xenéticas idénticas),

tanto de organismos como de Xenas,
il
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La biotecnoloxia refierese a toda aplicacion tecnoldxica que utilice sistemas
bioldxicos e organismos vivos ou sus derivados para a creacion ou
modificacion de productos ou procesos para usos especificos (Convention
on Biological Diversity, Article 2. Use of Terms, United Nations. 1992).

;gz’\fEiRfE'—»-Apl'iﬁcacfi"ane'sa agricolas y ganaderas
~~ e Desarrollo de cereales resistentes a plagas

« Desarrollo de animales resistentes a enfermedades
* Desarrollo de plantas que expresen pesticidas

BLANCA — Aplicaciones a procesosindustriales

B * Produccion de nuevos compuestos
¢ Desarrollo de combustibles nuevos
¢ Uso de bacterias para eliminar vertidos de petréleo

.
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ADNr ou ADN recombinante

A  manipulacion encimatica do material xenético,
biotecnoloxia moderna, constitle a mais recente evolucion
da manipulacion xenética. Os procedementos que se utilizan
reciben o nome de métodos do ADN recombinante ou
clonacién molecular do ADN.

Con ferramentas da bioloxia molecular (encimas de
restricion) é posible tomar un fragmento pequeno de ADN
dun organismo (por exemplo bacteria) e inxerilo no ADN
(xenoma) doutro organismo. Iso cofiécese co nome de
tecnoloxia do  ADNr, trasxénico ou OMX (Organismo
modificado xeneticamente)

Mecanismo de insercion dun ADN pasaxeiro nun plasmido bacteriano con Eco Rl

Punto de corte ECo Rl
0 EcoRI ! ’
e G A= AT =T=( ' 5. G=3 5 «A=A=T=T=C..3
— "
y i ..C=~T=T-A-A~-G.,. 5 3.C~-T-T-A-A-5 3-G
oOcatenaros com ( ) | ) ;
| extremos cohesivos, quc facil Punto de corte Eco RI Extremos cohesivos
1 de fragmentos de ADN
) MESMO ANZIMA A¢ restnaclon, aln Ao
\DN .
'\‘ 44' 0 .
on ¥ * ’,
| ( - /’:r:f-TT: A
5 - % K3
e n
4 LIS ADN ligase

obt ADN reco rante, tamen cnamadi 5 - , 3 ——

,,,,,,,,,,
ADN quimera
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Téchicas de enxeneria xenética. ADN recombinante.

1. entificese e locallzase
0 xene desexado. O ADN
doador é sometido a enzimas
de restricdn, que cortan
05 extrernos do fragmento
o ADN que nos interesa.

3. 0 fragmento de ADN obtido KRR

Cos enzimas de restricin
(nese a0 vector cod axuda %.‘
PR GTanaA v s PTRRNR

Obtense asi un fragmento
de ADN hibrido ou recombinante.

4. A molécula de ADN
recomnbinante transfirese

a unha céluls hospedesa,

5. Amokcula de ADN recombinada duplicasa na o8lula hospedeira. Cando esta
se divide, as células fillas portan o ADN recornbinado. Créase asi un don
de ctlulas que contin o xene procedente doutra chlula
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Vectores de clonacion en procariotas

Son moléculas que transportan y replican fragmentos de ADN que
llevan insertados.

Plasmidos son
moléculas de ADN
extra cromosomico
de forma circular en

bacterias.
-t TTTT— ”“;..u.f‘éh Cosmidos son
- p ] ]| " .

Bacteriéfagos: son virus vectores sintéticos que
que sirven de portadores de 05 L N combinan
Material genético a bacterias. /R N\ G/ A | caracteristicas del fago

P | | o it o lambda que posee

‘\ /)) \ extremos cohesivos o
N - N regiones cos.

udd
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Vectores de clonacion en eucariotas

« Microinxeccion
 Plasmidos de lévedos
 Plasmidos de Agrobacterium tumefaciens

Agrobactenum tumefacions : . ;
Grazas O anxefaria xeniticn, aliminase Par electroporacion ou mediante
3 INformMacKan Jo plasmido que Provecs o umaor bacterios 85 que se lies intreduciu
¢ Introducense dentro do segmento «T DNAx proviamente o pasmido, pasase
0% XONES Que Se desexan transterir 4 planta 0 plasmIca Ti recombinante

00 Interior da céulo vexetal
Xene de interese

ADN
Plasmido Ti

Sector
«T DNA»
O plasmiclo 11 posue un segmen!
denomnado «T DNA» que pode

Inserirse nun cromosoma da célula Célula
aetal, voxetal que
Vel Plasmido Ti con ADN recombinante Incorporou Planta transxenica
o plasmido obtida por multiplicacion
Grazas @ 0818 LeCnicy, Bpora duponse do plontas resstentes a herdicidas QU Matan as maas tin caluls transformada

herbas, plantas resistentes 05 pragas, coa CoNSeRUINte vantaxe de non ter que utilizar
INSecticicdas, pantas que prasentan wha Maior Proporesan de WEAmINgs que resuilan necesanins
£n poboscions con poucd diversdade de alimentos; anticorpos humanod contra determinadas
bactenas, proteings vincas ulilizables come vaonas, eic
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PCR

A reaccion en <cadea da polimerase cofiecida como PCR (do
inglés  polymerase chain reaction), ¢é unha técnica de bioloxia
moleculardesenvolvida en 1987 por Kary Mullis,2l que ten como obxectivo obter
un gran numero de copias dun fragmento de ADN particular, partindo dunha
cantidade minima (mais vantaxosa g a introduccion en bacterias)
Empréganse ADN __polimerases termoestables (Thermus aquaticus )
Kary Mullis, el padre de la PCR; las siglas que revolucionaron los laboratorios de
investigacion.

DANCInNG NaKED
i tee MiD FiGLD

S e

WOANER 08 TNE BOREL PUREE IN CHEMISERY

KaRy muLLiS

“Kary Nagha, pertuos the seisiest hamas ever 1o win the Nobsl Ivioe ks Charmbry,
[fas witien] o chatfy, cvsdiing. hivmy Komecistic $oer throug® (e wosceriaed

12t Is (i) mina™ “THE WASNINGTON POST ’ [
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https://gl.wikipedia.org/wiki/Biolox%C3%ADa_molecular
https://gl.wikipedia.org/wiki/1987
https://gl.wikipedia.org/wiki/Kary_Mullis
https://gl.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_en_cadea_da_polimerase#cite_note-Bartlett_&_Stirling-1
https://gl.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribonucleico
https://gl.wikipedia.org/wiki/ADN_polimerase
https://gl.wikipedia.org/wiki/Thermus_aquaticus
https://unabiologaenlacocina.wordpress.com/2017/11/22/kary-mullis-el-padre-de-la-pcr-las-siglas-que-revolucionaron-los-laboratorios-de-investigacion/

Para a PCR coOmpre os segunintes elementos

‘Os 4 desoxirribonucleodsidos-trifosfato (dNTP), substratos
para polimerizar o novo ADN.

*Dous cebadores

-ADN molde, que contén a rexion de ADN que se vai
amplificar.

*DND polimerasa termoresistente
*ions divalentes. Adoita usarse o magnesio (Mg2+), (MgCl,),..
*Unha solucidén tampdn ou buffer que mantén o pH axeitado

Termociclador, o aparello que mantén a temperatura
necesaria en cada unha das fases que forman un ciclo.
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https://gl.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3tido
https://gl.wikipedia.org/wiki/Pol%C3%ADmero
https://gl.wikipedia.org/wiki/ADN
https://gl.wikipedia.org/wiki/Cebador
https://gl.wikipedia.org/wiki/I%C3%B3n
https://gl.wikipedia.org/wiki/Magnesio
https://gl.wikipedia.org/wiki/Soluci%C3%B3n_tamp%C3%B3n
https://gl.wikipedia.org/wiki/PH
https://gl.wikipedia.org/wiki/Termociclador

Reacci6n en cadea da polimerase, PCR

A reaccion en cadea da polimerase, tamén conecida como PCR (do inglés,
polymerase chain reaction) é unha técnica para replicar ADN in vitro en grandes
cantidades, grazas a que emprega ADN polimerases extraidas de microorganis-
mos termofilos, que non se desnaturalizan pola calor. Foi desenvolvida por Kary
Mullis en 1986.

En enxenaria xenética, a PCR emprégase cando se dispon de pouca cantidade de
ADN para a obtencion de copias deste (clonacion de ADN), como alternativa moi
vantaxosa a sta introducion en bacterias.

Para realizar a PCR compren os seguintes elementos:
» O ADN que se vai clonar ou ADN diana.
= Os catro desoxirribonucledtidos trifosfatos necesarios para sintetizar ADN.

» Dous segmentos de ADN monocatenario especificos que actian como cebado-
res a ambos os lados da zona que se quere clonar.

= A ADN polimerase termorresistente.
A reaccion consiste na repeticion dun ciclo que consta de tres etapas:

» Desnaturalizaciéon do ADN. Quéntase o medio a uns 80 °C. para que se desna-
turalice o ADN e se separe a dobre hélice.

= Hibridacion dos cebadores. ingadense os cebadores e diminuese a tem-
peratura para permitir a sua hibridacion cos sitios especificos de cada febra.

» Elongacion da cadea. A ADN polimerase sintetiza unha cadea sinxela de ADN
en direccion 5" — 3" en cada febra do ADN.

Mutacions e Biotecnholoxia
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Compictado o primeirg cicla obtéfenss 2 copias novas do ADN diana,

0 ADM MANA BLMENER EXponanaaments en Caia ool -

S —
O sepundn Goln COMEZE IPUAL qUSNIASS Para que 56 Separen s fehras - —
die AL, arrelriase para gue se unan os cebadones, e vohvese elongar 3 cadea. Y e—

OG0 ADIN DONMease & rmorresisierme, non S desnrunaliz 80 Jurmentarn -
A temperasura, & non fa tala engadin novo eNAma en cada ook

ADN o .
T - 5 cabiaor ——
F 3 ADN
-
Fragmento de ADN - . és‘ -
Gue S quere 5 — | —
amplificar =

AD cabo duns 20 doos phdese obter un millén de copias, e en poucas horas
teflenss millins de copias do frapmenn inical

& bhEnich PR ten numentess aphoacidns, ki que perm e amglficar mosinas —
minisculas de ADN Uinha vez que se depdn dunha cantidade adecuaca, —y —
e empregar an bicnicas de eneefiaria xendtica, an medicing fonenses,

[ @ iderifcacion 46 reshis hismanos, pars Corrolar & ofse Jos alrmenhos,

an ectudos de hloenia ewlutiva, etc

1.
|
|
|
Y Y (Y O
|
3
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0

k
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Técnicas de enxeieria xenética, ADNrecominante. En agricultura.

Os organismos eucanotas desenvolvidos a partir dunha célula en que se introdu-
ciron xenes estranos denominanse organismos transxénicos ou xeneticamen-
te modificados (OXM). No campo da agricultura, con estes arganismos inténta-
se aumentar a produtividade dos cultivos, conseguir que as practicas agricolas
sexan mais ecoldxicas e obter produtos con caracteristicas mellaradas. Ainda que
non estan exentos de polémica, os cultivos de plantas transxénicas encontranse
cada vez mais estendidos,

Para introducir xenes nas células vexetais ¢ obter plantas transxénicas, emprégase
o plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens ou outras técnicas, como a mi
croinxeccion ¢ as microbalas de metal recubertas de ADN

Mediante a enxefaria xendtica perséguense varios obxectivas de mellora:

Obter plantas resistentes aos herbicidas. Deste modo, padense empregar
unha maior cantidade de herbicidas sen prexudicar os cultivos. Asi, controlanse
mellor as malas herbas.

G guir plantas r aos Insectos. Isto permite empregar menos
praguicidas, co conseguinte beneficio para o medio

i hi

Mellorar a resi iaac Preténdese asi que poidan

resistir as xcadas. a seca, ele.
» Modificar caracteristicas das plantas. Por exemplo, padese atrasar a madu-
racion das froitas para facilitar a sGa comerdializacion.

Mellorar as caracteristicas nutritivas do produto. Fstase tratando de intro-
ducir determinadas vitaminas e aminodcidos nas plantas, co fin de incrementar
as sias calidades nutritivas.

Algiins cultivos transxénicos que se empregan hoxe en dia son os seguintes:

Millo Bt. £5ta vanedade de milo ncorpora Soa resistente a herbicidas. Permite Tomate de maduracion tardia. A vanecade
un xene que fal que produza un insectioda. usar herbiodas que non danan 0 cultvo trarsxinca g0 tomate ten a vantan

Desee moda, ¢ resistonte  algunhas € Que en Cambio dfectin as makas herbas o6 que rmadhurd e lentaemonte, de modo
pragas qQue BeS rEstan nutrentes que non & preciso recoliclo verde:

Outros cultivos que se encontran en desenvolvemento e que ainda non se conse-
quiron son os sequintes:

» Arroz dourado. Este arroz produce belacarolenos, que son s precursores
da vitamina A, polo que pode resultar Gtil para combater a deficiencia nesta
vitamina que sofren algunhas persoas para as que o arroz ¢ o seu principal
alimento.

Cultivos con xenes nil. Estes xenes fan que alguns microorganismos poidan
utilizar o nitroxeno atmosférico como fonte deste elemento. Estase tratando de
introducilos nalgunhas plantas, de modo que precisen menos fertilizantes ni-
troxenados.,
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Aplicacions na agricultura (Utilizase o plasmido TI de Agrobacterium
tumefaciens) obtense OMX Consiguense plantas resistentes a sequia,
herbicidas, con vitaminas,..

Kernel
Daffodis Genes

Plasmids Agrobacteria

o
Ly

* 25

®-& Provitamin A-
producing rice

Erwina bacleria embryo
The genes that These genas, along These The transgenc rice
give golden rce with promoters agrobactera are plants must now

#ts ability 1o make {segmants of CNAthat then added 1o a Petri be crossed with strains
betarcarotens in its activate genes), are cish containing rce of rice that are grown
endosperm (the inserted info plasmds 3""6")?3- As they locally and are suted to
intenor of the kernel) {small loops of ONA) that infect” the embryos, they a partoular region’s
come from daffodils occur inside & species of also transter the genes clmate and growing
and a bactenum bactenum known as that encede the conditons

called Erwinia Agrobactéerium instructions for making

uredovora tumefaciens beta-carotens

.
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Técnicas de enxeineria xenética, ADNrecominante. En gandaria.

Aplicacions da enxefiaria xenética na gandaria

Actualmente, existe un interese especial en aplicar as técnicas de enxefaria xené-
tica & producian de animais. Non obstante, non se aprobou o emprego de ningun
animal transxénico para o consumao humana e, ademals, a creacién de animais
transxénlcos, especialmente mamiferos, é moi complexa

As aplicacions mdis prometedoras das téenicas de enxefiaria xendiica na meliora
da producion animal desenvolvéronse maloritariamente en pelxes, en que se con-
sequiran distintos tipos de varledades transxénicas:

» Carpas que crecen mais rapidamente. Lsle crecemento incrementouse en-
tre un 20'% e un 40'%, e débese ao xene da hormona do crecemento da troita
arco iris. Este xene uniuse a un promotor (rexion de ADN que regula a expresion
do xene vecifio) sensible aos metals pesados. Como consecuencia, a expresion
do xene estimulase cando se engade cine a sua dieta.

» Salmons que resisten mellor as baixas temperaturas. ['stes peixes tenen
inserido un xene procedente dunha especie de pleuronéctido que vive no Artico.
Liste xene produce unha proteina que se une aos cristais de xeo que se forman
no sangue e impide o seu crecemento, co que se evila a conxelacion do medio
interno que produciria a morte do peixe.

irtroducir
no CIgoto
estionirss Hormona do Proteina
MICTOINXECCION oo
Proteina
desexada
-
ARNM
Peixes non Peixes novo
] transxénicos (entre
10% e 70%). 0 ADN
engadido inseriuse
no ADN orixingd
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Técnicas de enxeiferia xenética, ADNrecominante. En

mediambiente.

Biorremediacion Bioadsorcion ~ Biolixiviacion
Uso de bacterias Fijacion de metales Obtencion de metales
modificadas para pesados a la superficie a partir de minerales
degradar materia de la célula para de baja ley

organica (petrdleo) limpieza de suelos
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Técnicas de enxeieria xenética, ADNrecominante. En mediciia

Fabricacion de insulina
Exmhese

o plasmido
‘
4@
Hase o xene
que codifica
o a insuling

G

\

Inelrense xenes do axente pattaeno
CONra O Ca S0 QUOPe Obeer 3 VacnD
ralgunha ciiuls (Dactenas ou oMUl
eucanotas) e recoiiense as proteinas
Que se Sntotizan. AO Inectas 3 un

A vantaxe deste oo de vacnas ¢ que
non has Que Ioadtir Bentes pattnenos
Oebitados ou mortos, sendn so

&5 S5 proteinas. Desse moda,

05 VOGS S00 M SEFUrEs © tehon
Menos efecios aversos.
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Producion de anticorpos monoclonais (anticorpos
obtidos de poner en contacto un linfocito B con

antixenos de células cancerosa

Células

Antigeno Células productoras
tumorales

e ; de anticuerpos
Inmunizacion /” células inmunes P

aisladas @
o —

Hibridomas %o

o) o

* Expansion * * Seleccién de hibridomas que
Anticuerpos clonal AY AY producen los anticuerpos
monoclonales deseados

.
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ERTN Terapia xénica

A terapia xénica consiste na introduciin de ¥enes correctos en seres humanaos
co fin de corrixir algunha enfermidade de orixe xenética. Preténdese restaurar a
Tuncin dun xene delectuoso ¢ lograr unha curacidn definitiva. A nivel tedrco
pddense distinguir dous tipos de terapias xénlcas:

* Terapia de células xerminais. Introdicese o xene en células da lina xerminal,
& dicin, nos gGamelos, HoS SCUS Proecursores ou nun cigolo, Deste moda, resultan
mcdificadas todas as células do organismo a que dean orixe estas células. Este
Lipo e Lerapia comporta riscos de accions Glica e socialmente indesexables, polo
que non estd avtorizada en ningln pals,

# Terapia de células somaticas. [ntrodicese o Xene nun grupo MAaks ou menos
amplo de células somaticas. A correccion non pasa a descendencia. Para intro-
ducir os xenes nas células somaticas additanse empregar retrovirus modifica-
dos, quae integran o seu ADN nos cromaosomas das células. O problema ¢ que os
KENES S insiren a0 azar en calgquera punto do xenoma, O que pode provocar
diversas alteracidns xenéticas, se se insire, por exemplo, no interior dun xene ou
nakgunha secuencia das que regulan a expresion xénica.

Linha das primefras enfermbdades tratadas con estas téonleas fod a deficlencia do

enzima adenosina desaminase (ADA), a chamada enfermidade dos snenos burbu-

llan. Chutras enfermidades que se estan tratando mediante enxenaria xendélica son

a talasemia, a fibrose cistica e algins tipos de cancro. Non obstante, ainda non

houbo éxitos realmente concluintes coa lerapia xénica. Nalgons casos, incluso se

relacionou a terapla xénica coa aparicikon de tumores. Asi e todo, espéranse gran-
des avances nestas técnicas.

Mutacions e Biotecnholoxia

k

RAFAEL DIESTE



- Terapia xénica (somatica ou con células xerminais)

rénica somatica
3

Terapia g

Terapia génica ex-vivo

Terapia génica in-vivo Gen iy ——>
Gen iy terapéutico
terapéutico
Extraccién

de células Virus
inyecta

el gen
en las

* f células
Inyeccion de

células transgénicas

7

Gen transportado

en un virus
hasta el organismo
mediante algun farmaco

padres con enfermedad congénita

2. Se in}@@ﬂt@?ﬁ“’é"‘cﬂﬂvo vector con
_un vector con el gen sano. gen sano

fecun P Y s
3.:5e obtiene un cultivo
transformado:. - .

célula corregida
genéticamente

1. Se realiza un cultivo
con el dvulo fecundado.

4. Se extrae el nicleo de la célula
corregida y se introduce en un o
évulosinndcleo. < 4

Y genéticamente
6vulo sin nicleo corregido

Correccion genética en el ser humano.
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Premio Nobel

Medicina y Fisiologia 2007
Los estadounidenses
Mario Capecchi (origen italiano)
Oliver Smithies (orig Reino Unido)
y Martin Evans (Britanico)

Ratones de diseiio

Se implantan las
células modificadas
en blastocistos y éstos
en ratonas

La ratona da a luz
ratones 'quimericos’

lipee

células
madre de
un embrion
de 5-6 dias g
(blastocisto) B0

Se extraeng

Mediante un G.CX
jante u e

choque eléctrico
se mezcla

el gen de interés
con las células
extraidas

202 @ junto d
o 888 inccona  Raton knockout! roedor al que se le canceld
= gen de interés el funcionamiento de un gen durante la fase

)Se modifica

la cadena de
ADN para
obtener el
llamado gen

de interds

N
e
A través de la
recombinacion

homdloga se

chiSene an genetica deseada

e embrionaria.
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normal se obtienen ratones con la carga
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lll Generacion de ratones 'knockout' I

n Las células ES (células madre embrionarias) pueden
ser manipuladas genéticarmente in witro con relativa
facilidad, Por lo tanto, el primer paso del proceso de

‘h generacidn de un raton knockout consiste en la
= eliminacidn de una de las dos copias de un gen en las
— celulas ES.

FPara ella, se elabora un vector director, que
contiene secuencias de DMNA idénticas a las del gen
. que se desea eliminar, pera con alguna funcian
alterada, que suele ser la resistencia a un
antibidtico,

Célula ES

Implante de blastocistos (embriones que se han
desarrollado durante 5 o 6 dias después de la
fecundacian) en el Otero de una hembra
pseudoprefiada

La cria es un ratan quimérico. =i las células
rictoinyectadas se incorporan a la linea
germinal, la mitad de los descendientes del
animal quirnérico heredardn un cromosoma con
el gen alterado,
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Raton knockout

%“cuoo.ooaa-o.vc-o«

-

CELULA EMBRIONARIA

BLIBUOLIGW B[N|39 ] ud uab |ap ugIIasuU|
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CLONACION

« Clonacion en plantas:prodlcese de maneira natural e é
aproveitada polos agricultores (esgallos, estacas, bulbos,.)
« Clonacions en animais

Cultivo de

embriones 0 /?

Cultivode ¢ ; @ )

érganos /. 5’ &7

Cultivo de o . Y 4 Y 4
Planta _—y gy - l i
adulta ‘ ' ’ Planta

Cultivo de s B

células s

Q N | S ‘

M-
RAFAEL DIESTE
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Técnicas de enxefieria xenética: Clonacion reprodutiva

Un tipo especial de clonacién é a transferencia nuclear
Células, ovejas y premios Nobel (Articulo Naukas Manuel Collado)
Recordando al “otro padre” de Dolly 20 afios después (Manuel Collado)

En 1997 un equipo dirbado por lan Wilmut conseguiu unha ovella clénica a partir dunha ovella adulta.

Obtenc Extraccion

0O embrion transfirese
do nicleo Fusién dun nGcleo 0O ovocito,

ion
de Gvulos ao Utero dunha terceira
e o Gvulo dunha célula xa diploide, ovella receptora,
\ mamaria cun comeza o seu onde se desenvolvera
N\ 6vulo carente desenvolvemento /
de nicleo embrionario :
N . - Af
M

_ Reactivacion dos xenes /
cuyvo de células do nicleo en GO mediante Oveila Dolly (clon
en fase GO ou de detencion se extraeron células
Obtencion do nicleo da expresion dos seus xenes mamarias)
de células mamarias

dunha ovella adulta

Esta técnica, que recibiu 0 nome de transferencia nuclear somatica, abriu a via para intentar clonar

non un individuo compieto, sendn os tecidos ou Grganos que un paciente precisase. Como estes serian
xeneticamente idénticos aos do paciente, poderiase evitar 0 problema do rexeitamento.
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http://naukas.com/2012/10/21/celulas-ovejas-y-premios-nobel/
http://naukas.com/2017/03/01/recordando-al-padre-dolly-20-anos-despues/
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Cilulas nai embrionarias Cidulas nai adultas Cilulas nai inducidas 1
Son células plunipotertes, & dicir, Son células que 50 poden xerar Son células adultas que non son |
quaz poden serar (odos 0s bpos determinacos Dpos o oiulas, COluUlEes nai, DOrD quie S pooen
cehdares do oorpo. Obtéfiense dun Encomtrarnss na maiia reprogramar no laboratono a céulas
embrin nas pormesas fases oo Seu s beCKos 0o COrpo, Como 3 pel, N ermnbnonanzs plunpodentos,
desammohemento. Mas humandas 0 sisterma sanguined & a medula dsea. & dicir, que poden formar mulkipe:s
m:;an e D.::ustfr fransconmidos Cinco Tamin se poden encontrar tipos celulares
diars dor seu desenvovermientc. en tecidos fetais, en células do cord6n | 0 uso destas céluls evita a utilizacian
Proveien de embodns excedantes urnibilical & na placenta. dhiz ermbndns g, pobo o

e fertilraciin i wiro. O SBU Us0 NS
, hurmanos presanta problemas ehoons.

0 5EU UsD Non presenta probimas
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Clasificacion das células nai: Terapia celular

Totipotentes: Que poden xerar u individuo completo. So
as embrionarias

Pluripotentes: Poden xerar calquera tipo celular
Multipotentes: so do tecido do que proceden

Masa celular interna
(embrioblasto)
Totipotentes

2-©-@-

Células madre
embrionarias

—> .g.

Ex wvo

Pluripotentes

Ovulo Cigoto Mérula  Blastocisto Cuerpos
fecundado embrioides
In VIVO
Ectodermo Mesodermo Endodermo l Determinacion

Células madre C C Células madre
somaticas germlnales
Ovulo Espermatozmde

Cerebro Piel Sangre Musculolntestlnongado© /f
Células especializadas £ £ () @

Multipotentes

M—
RAFAEL DIESTE
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Técnicas de enxeineria xenética: Clonacion terapeutica

o
F - ‘\
Células madre embrionarias . o Q

® ©
Introdicese o nicleo dunha célula somatica da persoa que se vai tratar nun ovocito
a0 que previamente se lle extraeu o nicleo (ovocito enucleado). O ovocito desenvilvese
para formar un embrion. Cando este chega ao quinto dia, pédense obter as células nai
.

pluripotentes, que xa son compatibles co paciente.

A diferenza co caso da ovella Dolly é que estes embriGns non se desenvolven
para formar un individuo completo, sendn os tecidos que se precisan.

Human Monkey
Human EPSCs

> RN gom
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Clonacion, células nai embrionarias

Células aisladas de
cualquier tgjido adulto,

células adulta

nécleo\ >

Se extrae el ndcleo - /

del dvulo vy se deja A w y -
4

el citoplasma. » -
A

K

citoplasma

El ndcleo de la célula del paciente
se fisiona con el dvulo sin ndcleo
citoplasma rmediante una descarga eléctrica,

nucleo =

El embridn resultante es destruido a
los siete dias de desarrollo para

En la célula hibrida,los genes del \ 4 ) 3
aislar las células madre,

nucleo dirigen la division celul an

. \ w) -)
r'.;( v ~ — ._‘ a
| } » g
1
Pero si el embridn no es destruido y se

Por un lado ser utilizadas para producir implanta en el dtero de una mujer
células de numerosos tejidos v érganos, naceria un ser clénico del paciente.

78
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sin mcleo

Paciente

Ovocito con el
nicleo del donante

cww&".‘l’ ‘,." X

células madre \; ,.\Q‘I_g.y
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Clonacion terapéutica: céluas nai adultas

Moitas células adultas tenen pluripotencia, € dicir, poden
diferenciarse noutro tipo de tecidos.

Tenén ventaxes
« Son faciles de conseguir
« Non presentan incompatibilidade

« Non orixinan tumores
Trasplante
wwnc acion
Factores Yamanaka

Reparacion de

Factores reprogramadores las células iPS

_—

Reprogram acion
epigenética

Célula somatica
de un paciente

Células iPS

En 2012 John B. Gurdon y Shinya Yamanaka premio Nobel de
Medicina por estudios con células madre descubriu o paso de
células adultas xa diferenciadas a células nai.
Reprogramacion celular. As células nai pluripotentes

inducidas iPS éﬂ‘.

Mutacions e Biotecnoloxia RAFAEL DIESTE



http://www.rtve.es/noticias/20121008/john-gurdon-shinya-yamanaka-premio-nobel-medicina-2012/568521.shtml

Nobel Prizes and
Laureates

Medicine Prizes > £|2012 [

v About the Nobel Prize in
Physiology or Medicine 2012
Summary
Prize Announcement
Press Release
Advanced Information
Popular Information
Greetings
Award Ceremony Video
Award Ceremony Speech
Banquet Video

» Sir John B. Gurdon
» Shinya Yamanaka

All Nobel Prizes in Physiology or
Medicine
All Nobel Prizes in 2012

@ The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2012
Sir John B. Gurdon, Shinya Yamanaka

Share this: I EIEIEl 768

The Nobel Prize in
Physiology or Medicine
2012

Photo: U. Montan Photo: U. Montan

Sir John B. Gurdon Shinya Yamanaka
Prize share: 1/2 Prize share: 1/2

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2012 was awarded jointly
to Sir John B. Gurdon and Shinya Yamanaka "for the discovery that
mature cells can be reprogrammed to become pluripotent”
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O proxecto xenoma humano

O 26 de Xuno de 2000, nun acto auspiciado polo presidente
Bill Clinton e que tivo como escenario a Casa Branca,
atoparonse os dous maximos representantes das partes en
competicion, Craig Venter por Celera, e o director do
Consorcio Publico, Francis Collins

La Wikipedia del genoma humano

b tHE
B8 HUMAN
GENOME [

R Avizicas Associario
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http://naukas.com/2012/09/07/la-wikipedia-del-genoma-humano/
http://bioinformatica.uab.es/base/base3.asp?sitio=ensayosgenetica&anar=pgh&item=
http://bioinformatica.uab.es/base/base3.asp?sitio=ensayosgenetica&anar=pgh&item=

Para que serve 0 proxecto xenoma
humano?
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http://www.crtvg.es/informativos/ngel-carracedo-catedratico-de-medicina-legal-da-usc-3421983

Edicion xenética CRISPR

A\ o

ANDO 1, BESCIFRAR EL GENOMA A ¥
BENOMA £ ponmma 410 "Loes e 1 vids ™ AM puth Lt nsdauciones 0 LR Coda str v dd planets THam .-.,-u . A~.‘a
a0 3¢ exconde of origen ¢ famrstas palermadader. £ ol bk 2000 tenin Copiies de descin o le NS ..A-f..,
£e00m) Gt AUeTt'D E1pec |iira cons $ANTAEY 11 akonderitl Far i enieme ety ot vestigad UNTES

-
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CRISPR

“Sistemas CRISPR-Cas, una revolucion biotecnoldgica
con origen bacteriano”, Dr. Francisco M. Moijica

Emmanuelle Charpentier en |a Universidad de Umea
v Jennifer Doudna, en |a Universidad de California en

Berkeley, publico un articulo en la revista Science
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https://www.youtube.com/watch?v=GOK6FkfmHdQ
http://www.helmholtz-hzi.de/en/research/research_topics/bacterial_and_viral_pathogens/regulation_in_infection_biology/e_charpentier/
http://rna.berkeley.edu/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22745249?dopt=Abstract
http://www.sciencemag.org/

CRISPR

— VISORA

ik
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https://youtu.be/GOK6FkfmHdQ
https://youtu.be/GOK6FkfmHdQ

4

Premios Nobel 2020: Quimica, "Ocho afos para ganar un Nobel, tres décadas de investigacion CRISPR" I - ‘Q
) EE -
: A

20 Lluis Montoliu ...

IHEERRRRRRRRNERNNENY

El sistema
CRISPR-Cas
original
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https://www.youtube.com/live/Z-KY0TGZXOM?feature=share
https://www.youtube.com/live/Z-KY0TGZXOM?feature=share

Procariotas

Eucariotas

Mammalian cells

DSB
NHEJS ~_ HDR

INDEL o o —— U7

gene disruption gene edition

Mojica and Montoliu, Trends in Microbiology 2016

78
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¢, Como funcionan las CRISPR?

GEN v
. -
INERRRNNRNNRARR AR AR

/A\

[T TTT T IR
S [T

l l Con CRISPR podemos...
T T « ISR g8

EDICION * Corregir una mutacion de un gen
* Editar un gen, cambiar una o varias letras
* Eliminar un trozo de un gen
» Afadir un fragmento nuevo a un gen
* Marcar un gen
* Activar o silenciar un gen

.
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Prokaryotic cell

~r

cas genes

Stage 1: Foreign DNA acquisition

O —
Q/’é& 2

N & CRISPRIocus

host genome

—OODOO SRONOTORS —
&AD

/
D
g 8883 — ~Fg-d

l CRISPR locus transcription

Stage 2: CRISPR RNA processing

Stage 3:
RNA-guided
targeting of
viral element
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Bioética

&3

07 REGUEIFAS

- DE CIENCIA 17 -

s

1998 T 0001

=

N 1997

DEBERIA A :1C11/ AXUDRRNOS A V/IVI% PARA SEMPRE?

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo
DO CSIC. CNB (CSIC—UAM) s ssssssssssssssssss
ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

FECYT §fe UBS  Poemeédica
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https://www.regueifas.org/home
https://www.regueifas.org/home
http://wwwuser.cnb.csic.es/~montoliu/prensa.html
http://wwwuser.cnb.csic.es/~montoliu/prensa.html

Francis
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JQué pasa cuando las bacterias
hacen (@l @ Y

& &) con el ADN?

Francis Mojica con
camiseta regalo del
IES Rafael Dieste

.
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Moitas Grazas. Marisa Castineira
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