Genes. Fundamentos.
Regulacidon de la expresion génica
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Procariotas:
Sistemas mas simples



Estructura de un gen procariota
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Las ARN polimerasas

Catalizan la sintesis de todos los tipos de ARN
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Secuencias promotoras procariotas
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: i Sintesis de ARN

Basel| Base] ;
s (5 CGCTATAGCGTTT(3")

DNA nontemplate (coding) strand
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0—P=0 (3")GCGATATCGCAAAI(5") DNA template strand
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La sintesis de ARN generalmente se inicia con ATP o GTP
(primer nucleotido)
Base Las cadenas de ARN son sintetizadas de 5’ a 3’



Crecimiendo diauxico
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Operon lac: regulacion negativa
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« lacZ codifica para la B-galactosidasa
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Factores que actuan en trans
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Sequencias gue actuan en cCis
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o subunit RNA polymerase
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(a) Glucose present (cAMP low); no lactose
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Conceptos de clonado



Elementos basicos

Endonucleasas de restriccion
Vectores de clonado
Fragmento de ADN a ser insertado

Métodos de transformacion



Endonucleasa de restriccion

5 GAATTC 3
HTTTTTTTETTTT
3 CTTAAG 5
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CTTAA G 5




Hindlll
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Sau3Al

Existen diversas endonucleasas de restriccion
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Bacteria de origen

Haemophilus infiuenzae Rd

Bacillus amyloliguefaciens H

Arthrobacter luteus

Staphylococcus aureus 3A



Plasmido como vector de clonado
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Insercion del fragmento de ADN

L Gen blanco
(p-ej- producto de PCR
Pliemide con sitios de restriccién
en los extremos)
Digestion con
enzimas de
restriccion

N

Unidn con Pliemids
ADN ligasa. recombinante




Procedimiento de clonado
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Transformacion de bacterias por
Electroporacion

Bactenas huesped

Recombmant
Plasmid E colf
Host Cell

vector

Transformed
Cell

electroporador ,
Cultivo en placas

20 de Enero 2012



Seleccidn con antibidticos y X-Gal

Colonia azul

sin inserto

Colonia blanca
con inserto




Extraccion de ADN de algunos clones y
confirmacion por digestion (también puede
hacerse por PCR)

Algunos clones poseen el inserto con el tamafio esperado (+), otros no (-) y otros poseen
insertos de tamaiios diferentes al deseado (?), lo cual puede calcularse facilmente usando
los marcadores de peso molecular (M)

M - ?2+ - ?27? -+ 7?2 ? +

hn---“’-.-*-.

g

»
() [¥]
. ~ -
> - - - ~ - ‘ plasmido linealizado
;|- - inserto liberado
3 . -

*El tamafio del plasmido linealizado en los (-) es mayor que en los (+) porque en estos Ultimos se removid parte del sitio de
clonaje durante la insercién, pero no siempre es asi.



Insertos



ligate fragments
into vector

ﬁ

remove filter
and prepare for
hybridization

expose hybridized
plate cells onto filter to X-ray film
filter on agar plate

—
l"|||
II
II
/

N is the necessary number of recombinants!'®l
P is the desired probability that any fragment in the genome will occur at least once in the library created
f is the fractional proportion of the genome in a single recombinant

f can be further shown to be:
i

f=-
g

where,

i is the insert size

g is the genome size
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(@) Hin.dIII

Hindlll BﬂmHI BamHI
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Electrophoresis gel

Hybridize with unique
nucleic acid probe

Nitrocellulose filter

N

Probe hybridized

- S to complementary
DNA sequence
3 6 e == == == | Expose Xray to

filter

Y Autoradiogram
A transferred

to filter




Enzima

Endonucleasas de tipo
1]

Accion

Aplicacidn

Clivaje sitieespecifico del ADN Generacion de fragmentos de

ADM

Ligasa de ADN

Unign de dos fragmentos de
ADN con extremos romos, en
presencie de ATE

Forma enlaces covalentes
entre el extremo 5' de una

cadena polinuclectidica vy el
extremo 3" de otra cadena

Transcriptaza reversa

Sintesis de una hebra de ADMC
utilizando como molde ARM.

Construccion de bibliotecas de
cOMNA.. Amplificacion por PCR

Polinucleotido kinasa

Incorporacién de un grupo
fosfato al e xtremo 5'de un
palinucleotido.

Permite ligado con otro
polinuciedtido o incorporacian
de fosfato marcado.

Transferasa Terminal

Adicion de colas

homopalimericas 2l extremo
3'0OH de ADM doble hebra

linesl

Genera extremos cohesivos
cligo aT u oligo dA

Exonucleaza lll

Remocidn de nucledtidos del
extremo 3° de un ADMN doble
hebra.

Expone los extremos 5°.

Exonucleasa del fago |

Remocion de nucleotidos del
extremo 5 de ADMN doble

hebra.

Expone los extremaos 3.

Fosfata=a alcalina

Remocidn de fosfatos
terminzles de extremos &

Impide autoligado de vectores.
FPermmite |a incorporacion de
fosfato 5° marcado.

~ Fragmento kienow

Fragmento de una enzima ADMN
polimerasa, con actividad DMA,
polimerasa y exonucleasa en
direccicn 3'?5".

(Genera extremos romos desde
elext remo 37, por sintesizs
complementana o divaje de
nucledtidos desapareados.

Tabla 1. Algunas enzimas utilizadas en |a tecnologia del ADN recombinante



Obtencidon de recombinantes en procariotas



Modelo de recombinacion homologa
iniciada por ruptura de doble cadena “double strand break” (DSB)

rottura a doppio
a filamerito (DSB\ c
Ly _ \ _ .
3 L < LS : : :
’ = =)
A 4 B
3 b
3 3
c > > > > > > 5
a b
invasione del secondo filamento
P"“““lmnm ‘:“ 9_22?3‘130 del DNA e sintasi di DNA riparativa
:‘s?:;olgfci‘:‘n::\;:m' dalle estremita 3'
b
5 A B
g - > 3> [ 2]
Ey - < 0000 < S
A 8
¥ -h__-b-
5 > > > > > >
b
’ L migrazione del chiasma
!estren?lta 3 e formazione di un intermedio
invade il flamento con due giunzioni di Holliday




junction x

junction y

a
resolution at site @ resolution of x at
in both xand y site @) and y at site @
b c
A B a B
e - : ) L i — — > ] : )
3'a < 2 ) 3 rd < =
A B a B
a b A b
< g 3'a < e <
S’ 5'a ; P> > oo )
a b A b
noncrossover products crossover products

Copynght © 2008 Pearson Education, Inc., publshing as Pearson Benjamin Cummings.
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UTR-OUT Rx
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B. diazofficiens
USDA 110 salvaje

1
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Ingenieria Genética en Plantas



Transformacion genética: Agrobacterium tumefaciens




Introduccion de ADN de A.

tumefaciens en plantas Ti plasmid
(~200,000 bp)
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integrated

at random
site in host
chromosomes

Agrobacterium : T
Healthy cell of susceptible

5"::':'5"-:':-""'*'-"-'!-'::-.'-:--.::..";..-.-..':-,'.-,'.u:-..-.. host Pla'm

complex
importte | g
nucleus and | §
integration | |

|| @TDNA
transfer
Upines :

Vir proteins @ H
metabolized by | £/

synthesize ~
single-stranded Agrobacterium | | Synithesis || First step in| | Synthesis
of opines || cytakinin || of auxin

ii.f..;il::_.:._l_#. T-DNA P :
'""':'5"'-*:-'-.-:-.-:;:,:_..,.‘,.:;_,._._I = synthesis @ | Auxinand cytokinin
T e P L L synthesis promotes

= | tumor formation
—d in Agrobacterium-
infected plant cells

25pb

Single-stranded
T-DNA
Intermediate

tfra

opC

Acetosyringone COCH,
activates virulence

ori+inc genes

~ n Wounded plant

- cell produces
CHy Hs U acetosyringone

OH
Acetosyringone




~¢— borders —» Right
<l <l

VirD1/D2 l

Immature

/\/—.—*

= N
T-strand _RV > xireg

T-complex >

®

o™

Plant cel




TGGCAGGATATATTGNNTGTAAAC TGACAGGATATATTGNNGGTAAAC
Left repeat Right repeat
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Modificacion del plasmido Ti

Agrobacterium tumefaciens

Genes vir \ '\

Plasmido Ti

Gen marcador
de resistencia en
E.coliy A. tumefaciens




Agroinfiltracion

Expresion transitoria: el transgén no es heredable



Produccion
de vacunas
en plantas

Viral particles

D’Aoust et al., Plant Biotechnol. J. 8:607-619 (2010)



3. Bombardeo de particulas usando una pistola de genes que usa Helio

Metodologia
Gas de Helio

Discos de l
ruptura \
\

macroprojectiles

Céelula vegetal os
o - 2
%0 o°, Particulas recubiertas

. . . con el DNA

1. Bombardeo de células con particulas de oro
2. Detectar actividad con proteinas marcadoras




Se puede regenerar plantas enteras mediante el cultivo de células y tejido

@ Protoplasts
7
Root tip

Cell wall
@ Shoots

Single @

cells
@ @ |
\L! formation
Callus

Copyrnight © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.






Trigo HB4



Promotor y primer intron de la ubiquitina de maiz.
Secuencia codificante de HaHB4.2

Terminador de la nopalina sintetasa de A. tumefaciens,
Incluyendo la seial de poliadenilacidon.

Conventional HD-Zip |




MCS

Neo Yeast Two Hybrid System
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Yeast Two Hybrid System
www.technologyinscience.blogspot.com
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Vacuna contra la gripe
producida en plantas
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Western blotting
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Elution fraction
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Thin-Layer Chromatography
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Bioseguridad, analisis de riesgo y
autorizacion para la liberacion de OGM



Organismo Genéticamente Modificado (OGM)

Segun el Protocolo de Cartagena, un OGM es todo organismo vivo que posea una nueva
combinacidon de material genético obtenida mediante |la aplicacion de la biotecnologia
moderna.

Biotecnologia moderna: la aplicacidon de: técnicas in vitro de acido nucleico, incluidos el
acido desoxirribonucleico (ADN) recombinante y la inyeccion directa de acido nucleico
en células u organulos, o la fusién de células mas alla de la familia taxonémica, que
superan las barreras fisiologicas naturales de la reproduccion o de la recombinacion y
gue no son técnicas utilizadas en la reproduccion y seleccién tradicional.

La nueva resolucion incluye la definicion de nueva combinacion de material genético
que se refiere a cualquier cambio producido en el genoma del organismo por la
incorporacion, de forma estable y cohesionada, de uno o varios genes o secuencias de
acido nucleico que forman parte de una construccion genética definida.



La Comision Nacional Asesora de Biotecnologia Agropecuaria
(CONABIA) regula las actividades relacionadas con OGM de uso
agropecuario, constituyéndose como instancia de evaluacion y
consulta. Su mision es garantizar la bioseguridad del
agroecosistema.

> C O @ argentina.gob.ar/agricultura/bioeconomia/biotecnologia/conabia

w @
> Argentina.gob.ar  misowts

Inicio / Ministerio de Economia / Agricultura, Ganaderia y Pesca / Alimentos, Bioeconomia y Desarrollo Regional / CONABIA

CONABIA

Comision Nacional Asesora de Biotecnologia Agropecuaria



Para que un OGM sea aprobado, debe llegarse a las siguientes conclusiones:
> que es tan seguro como y ho menos nutritivo que su contraparte no transgénica
> gue no se hayan generado o introducido nuevos alérgenos, toxinas o antinutrientes

> gque su desempeno agrondmico sea similar a su contraparte convencional y sdlo difiera en Ila
caracteristica introducida

> que no se pueda convertir en una maleza
> gque no afecte organismos benéficos (ej: abejas, otros polinizadores, otros insectos)
> gue la caracteristica introducida no se transfiera a otras especies

> gue sea inocuo para las personas y los animales
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Rubinstein, C. en: Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il; Levitus et al., eds. (2010)



Etapas del andlisis de riesgo

a) ldentificacidon de cualquier caracteristica genotipica y fenotipica nueva relacionada con el organismo vivo
modificado que pueda tener efectos adversos.

b) Evaluacion de la probabilidad de que esos efectos adversos ocurran realmente, teniendo en cuenta el nivel y el tipo
de exposicidon del probable medio receptor al organismo vivo modificado

c) Evaluacion de las consecuencias si esos efectos adversos ocurriesen realmente.

d) Estimacion del riesgo general planteado por el organismo vivo modificado basada en la evaluacion de la
probabilidad de que los efectos adversos determinados ocurran realmente y las consecuencias en ese caso.

e) Recomendacion sobre si los riesgos son aceptables o gestionables o no, incluida, cuando sea necesaria, la
determinacion de estrategias para gestionar esos riesgos.

f) Cuando haya incertidumbre acerca del nivel de riesgo, se podra tratar de subsanar esa incertidumbre solicitando
informacion adicional sobre las cuestiones concretas motivo de preocupacion, o poniendo en practica estrategias de
gestion del riesgo apropiadas y/o vigilando al organismo vivo modificado en el medio receptor.



Evaluacion de riesgos, manejo de riesgos vy
comunicacion de riesgos son tres etapas
interdependientes que conforman el analisis
de riesgo en su conjunto.
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Rubinstein, C. en: Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal II; Levitus et al., eds. (2010)



Regulacion y aprobacion de OGM en Argentina
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Burachik, M. en: Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal II; Levitus et al., eds. (2010)



Evaluacion de OGM

Contenidos (p.ej. invernaderos, camaras de cria)

Confinados (en parcelas experimentales)



Invernaderos BS1 (nivel de bioseguridad 1): Para especies que no son malezas y que no tienen posibilidad de cruzamiento
con malezas locales

- Estructura: aluminio, acero galvanizado, madera, caio.

- Accesos: alambrado perimetral de la instalacidn o puerta principal de acceso, con acceso restringido al personal autorizado.
- Paredes: vidrio laminado o plastico rigido (policarbonato o similar).

- Mallas anti-insectos en aperturas: de 640 micrones de poro como maximo (40 mesh como minimo).

- Ventilacion: aperturas laterales y/o cenitales cubiertas con mallas, ventiladores, extractores y pantallas de evaporacién.

- Pisos: preferentemente de material (cemento, baldosas); pasillos y caminos internos de material.

- Banquinas: de material resistente al agua y a los productos quimicos utilizados.

- Drenajes: hacia la red sanitaria o pozo.

- Rejillas: con mallas para impedir la entrada de animales y el escape de semillas.

Invernaderos BS2 (nivel de bioseguridad 2): Para especies que tienen posibilidad de cruzamiento con malezas locales

Deberan contar con las mismas caracteristicas que BS1, adicionando doble puerta de acceso y pisos, pasillos y caminos
internos necesariamente de material (cemento y baldosas).



Confinamiento en parcelas

Cartamo 100m 2 afos
Especie Distancia de | Duracién del Maiz 250m Tano
aislamiento Periodo Papa 10 m 3 afios
control
postcosecha Soja (cosecha manual ) 3m 1 afno
Alfalfa 2000m 4 afios Soja (cosechadora autopropulsada |30 m 1 afo
_ __ _ convencional )
Alfa,'lfg,(baéo %aula de malla antiafidos o corte| 200m 4 anos Soja (cosechadora autopropulsada tipo|15m cabecera 1 afio
E:Ienod ico de flores) 500 T experimental) (*) 10m laterales
godon m anos Tabaco 450 m 2 anos
Algoddn (bajo carpa antiafidos o embolsado | 200m 3 anos Trigo (cosecha manual) 3m 2 anos
individual) . =
Arroz 150m > aR0S Trigo . (cosechadora autopropulsada | 30 m 2 afios
convencional)
Cana de azlcar 15m 1 afio Trigo (cosechadora autopropulsada tipo|15m cabecera 1 afio

experimental) (*)

10m laterales

(*) Se evaluara caso a caso si la cosechadora autopropulsada presentada puede o

no ser considerada como de tipo experimental.




Eventos aprobados por la CONABIA para su comercializacion

Cultivo Tolerancia a Resistencia a
herbicidas insectos

Algodon

aResistencia a insectos y tolerancia a la sequia

bTolerancia a herbicidas y a la sequia

“Tolerancia a herbicidas y alto contenido de acido oleico
dResistencia a virosis

®Tolerancia a herbicidas y disminucidn en el contenido de lignina
fCon expresidn de pro-quimosina bovina en semilla




Manejo responsable de los OGM

Mitigar el flujo de genes:

Guardar distancias de seguridad con cultivos emparentados no transgénicos y evitar que coincidan las fechas de
floracion.

Monitoreo de:

Especies silvestres sexualmente compatibles con el OGM y la probabilidad de que el transgén difunda en ellas.

Cambios en las caracteristicas de poblaciones de patdgenos, insectos y malezas relacionadas con el OGM y medidas para
evitar o retardar la aparicidon de biotipos resistentes.

Cambios en la dinamica de poblaciones de otras especies vegetales y animales que comparten el habitat (polinizadores,
pardsitos y predadores, microflora y fauna del suelo).

Tomar medidas para contrarrestar la seleccidon natural de resistencias:

Utilizacion de refugios para contener el escape de alelos de resistencia (p. €j. en insectos): al menos 10% de superficie
cultivada con no-transgénicos en bandas cada 1500 m.

Rotacion de cultivos

Uso de cultivos de cobertura



