M- Colegio de

.= San Francisco de Paula

Biotecnologia y bioinformatica
Opcion B
B2. Biotecnologia en la agricultura
d Tema 9 de Biologia NS

International

Baccalaureate Dlploma BI

Idea Fundamental: Los cultivos pueden
modificarse para aumentar el rendimiento
y obtener productos novedosos.
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Organismos transgénicos (OGM)

Al igual que denominamos genoma a la totalidad de la informacidn
genética de un organismo, se denomina proteoma al conjunto de
proteinas que un organismo puede sintetizar.

Algunas veces la ingenieria genética busca extender el proteoma de un
organismo, sintetizando una nueva proteina, con objeto de llevar a cabo
alguna aplicacion biotecnoldgica concreta.

Si la adicion al proteoma se
debe a la adicién de un gen de
otro organismo, al oganismo
modificado se le denomina
transgénico.

Por tanto, los organismos
transgénicos producen
proteinas que no formaban
parte previamente del
proteoma de su especie.

Se transfieren

Organismo

o,
los genes g

deseados

utiles a los
intereses del

¢ disenador
Organismo %
\ i www.cibertareas.com

IMAGEN: http://cibertareas.info
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Organismos transgénicos (OGM)

El pez GloFish® ha sido el primer organismo : o

transgénico comercializado como mascota, Yy

contiene el gen que codifica para la Proteina - v

Verde Fluorescente (GFP) de la medusa T

Aequorea Victoria. e

Esta proteina bioluminiscente irradia luz verde _ . . . . @ @
identificr la secuenciade ADN quehace que

cuando se ilumina con luz azul 0 UV, aunque en la o e s s oot
actualidad se comercializan 6 colores distintos.

O @ Milesdesecuencasdel ADN delGPF se pusden
SoreLocabe Newsapeaks Contts Ceanwaermane (S N M) B o obtener
e W— www, cibertareas.com
EXPERIENCE THE GLOI® IMAGEN: http:/soils.wisc.edu Estos fragmentas S& pueden introducir es s

celulasdeotro organizmo, por ejemploenun
huevodeun pez

—

®

y s

AL introducirse esta informacion, el pezva a

producir laGPF

Al reproducirse, este pez transmitira el ADM
modificadoatodasu descendencia

BORN BRILLIANT! .

IMAGEN: elprogreso.galiciae.com/
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Cultivos geneticamente modificados

B Cuando a una especie se le introduce una proteina o un fenotipo nuevo
gue antes no tenia, se le denomina producto novedoso.

B Asi, las plantas de cultivo modificadas genéticamente pueden
usarse para obtener productos novedosos.

B Ejemplo de ello lo tenemos en el arroz dorado, arroz modificado
genéticamente para producir beta-carotenos (precursor natural de la
vitamina A), indispensable durante el embarazo para prevenir la ceguera
y la mortalidad.

\N/ 1 tarr:ir::’:—/t
Fuentes de vitamina A y beta caroteno:

&N L

Web1l . La vitamina A proviene de

( y fuentes animales como

la carne, huevos y
productos lacteos

—_—

El betacaroteno es el
precursor de la vitaminaAy
proviene de los vegetales
de hojas verdes, asi como
de las frutas y vegetales 4%,
de colores intensos ‘

S90.119AE/S3"RION|RPURPRIUNT-MMM//:dNY NIOVINI
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Cultivos geneticamente modificados

El arroz no produce beta-carotenos de forma natural
en el endospermo (parte comestible del arroz)
debido a la ausencia de tres enzimas (fitoeno
sintasa, fitoeno desaturasa y licopeno ciclasa).

GGPP

El arroz dorado se encuentra modificado
genéticamente mediante la introduccién de dos de phytoene
estos genes de la flor del narciso y el tercero de

ellos de la bacteria Erwinia uredovora.

Z-carotene

Bt Gene it
insertec
into crog

Otro ejemplo es el
maiz Bt, al que se le momonss
ha introducido el gen

de la bacteria L(

Bacillus thuringiensis

ge codifica para la * Lo
toxina CRY, evitando A

asi que la cosecha W .

de maiz sea atacada
por la oru ga del Crop is infected by Pest dies when feeding on

, European com borer any plant part
taladro del maiz.
IMAGEN: www.scg.ubc.ca

Videol

B PSY
& (from
plant
source)
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Factores limitantes de la productividad de los cultivos

B Existen factores limitantes tanto bidticos como abidticos, que
constituyen una resistencia ambiental a la productividad de las plantas
de cultivo.

B La modificacion genética puede usarse para superar la
resistencia ambiental con el fin de aumentar las producciones de
los cultivos.

m Entre los factores biéticos, . .
destacan la competencia con las
malas hierbas, la depredacién por
insectos y la infeccion por

patdgenos.
B Ejemplos son e maiz Bt
comentado anteriormente,

resistente al gusano del taladro, o
la papaya transgénica en Hawaii,
resistente al virus de la mancha
anular, gracias a la introduccidn
de un gen que codifica a la
cubierta de dicho virus.
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Factores limitantes de la productividad de los cultivos

Entre los factores abioticos que limitan la productividad de las cosechas,
se encuentran la sequia, las bajas tempraturas, una alta salinidad o un

bajo contenido en nitrégeno.

Fig. 3 Phenotypes of wild-type
and AtNHXI-expressing peanut
plants after 150 mM NaCl
treatment. WT" wild-type; 7 and
11 two independent AtNHX/
expressing peanut lines. Arrows
in WT indicate chlorotic and
necrotic leaves

El gen AtNHX1 de
Arabidopsis thaliana, que
codifica para una proteina de
membrana que acumula el
exceso de sodio en el
interior de las vacuolas, ha
sido introducido en el
cacahuete, de manera que
puede crecer en condiciones
salinas que antes limitaban
la productividad del cultivo.

El maiz DroughtGard® contiene;el gen
que codifica para la proteina. B/ de
shock por frio (scpB) de Badillus
subtilis, que le permite retener agua
en condiciones de sequia.

NPa-asIM'S[10S//:d1Y :NIOVINI
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Factores limitantes de la productividad de los cultivos

M La siguiente imagen muestra un esquema de los principales cultivos
transgénicos obtenidos hasta la fecha, indicando los genes objetivo
(transgenes) usados y su procedencia.

Resistencia a insectos
Modificaciones en la composiciéon quimica

Genesde las —p  Maiz, papa, 2
proteinas Cry algodon ADN » Canola >
: s e @
Bacillus thuringiensis m
Produccion de vacunas <
Resistencia a virus =
=
ADN proveniente de A ©
m—— microorganismos para = Plétano, tomate =
Genes de las . producir anticuerpos o,
— proteinas de la —  Maiz, papa, >
capside papaya, calabaza <
Resistencia a heladas g
Virus a
: c
Resistencia a herbicidas m— ?)Syegrgz|e£$2;e ——p Tomate, fresa
Genes de resistencia a
= herbicidas como glifosato, ey Maiz, soya, 2 i .
c glufosinato y fosfinotricina algodén, canola Re5|stenC|7a ASpas
Agrobacterium, Streptomyses ADN proveniente de
bacterias sometidas : 5
Maduracién retardada aestrés y de plantas ——p Maiz, algodon
" - como el girasol
Manipulacion del gen
— dela —p  TOMate, papaya, Bacterias
poligalacturonasa Pifia, melon
Plantas Web?2

Adicion de genes que confieren un precursor para un
compuesto bioquimico de interés (Vitamina A)

Genes para la ST
— absorcion de a'gunos D —— Mail, tabaco BfRsoiloons
compuestos ADN »  Arroz

organicos e
Pseudomonas inorganicos Hongos

Capacidad de asimilacion de nutrientes y tolerancia a sustancias toxicas
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Marco de lectura abierto

B Cuando el ADN de un organismo ha sido secuenciado, los investigadores
deben buscar y localizar genes dentro del genoma, ya que no todo el ADN
no lleva informacion o codifica para una proteina.

B El punto de inicio de esta busqueda es localizar un marco de lectura
abierto (ORF), que depende de los siguientes conceptos:

Segunda base

- Existen 64 tripletes de bases o U
codones. UUU ]
. - uuc

- 61 de ellos codifica para un S UUA -
aminoacido. . e
cuu

- De estos 61, uno de ellos es el ;g? Bl cuc
codon de inicio (ATG) que codifica ‘s cue |
para el aminoacido metionina y 21 4
senala el comienzo de una ORF. N e
- Los 3 codones restantes (TAA, AUG
TAG y TGA) son codones de STOP, gﬂg
que senalizan el final de un ORF. € Gua
GUG

Web3

Phe

Leu

Leu

e

Met

WVal

c

ucu
ucc
UCA

UCG |
CCU

CCC
CCA,

cCG |

ACLU
ACC
ACA
ACG

GCU
GCC
GCA
GCG

Ser

Pro

Thr

Ala

A

uAL -|
UAC
LAA
UAG

CAU |
CAC -
CAA
CAG |

AAL T
AAC |
AAA
AAG |
GAU T
GAC
GAA |
GAG

Tyr

Stop
Stop

His

(5in

Asn

Lys

Asp

Glu

G
UGU |

UGC
UGA
UGG

cGU |

CGC
CGA

CGG |

AGU 7
AGC |
AGA 7
AGG |

GGU |

GGC

GGA
GGG

IMAGEN: www.onegen01.com

Cys

Stop
Trp

Arg

Ser

Arg

Gly

GrFrOC QGFx0C OQFPFOC BFOC

Tercera base
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Marco de lectura abierto

Un marco de lectura abierto es una longitud significativa de ADN
con suficientes nucleétidos como para codificar los aminoacidos de
una cadena polipeptidica entre un codon de inicio y otro de
terminacion (el tamano medio de un ORF en E. coli es de 317
aminoacidos). Amino acids

open reading frame

/,
IMot. The ‘Asp Gln Pro Gln ‘Ala G ‘Leu ‘Ala ‘Phe Thr Tyr Asp ‘Ala Pro /-IS‘OP
| |

_ mRNA | SN (ol | 1 | | i | 1 | | | Y

J§> A AUGACGGAUCAGCCGCAAGCGGAAUVUGGCGUUUACGUACGAUGCG G UAA

o

prd

é Codon

=3

-% Sense strand (Coding strand)

_% ATGACGGATLAGLCCGCGCAAGLGGAATTGGLGTTTACGTACGATGLGL LG TAA

g DNAC 015078 B3RS G088 14010040 680 1000 1050 0 R G = 68 boeien 47D
TACTGCCTAGTCGGUGTTCGCCTTAACCGCAAATGCATGCTACGCGG ,ATT

7
Antisense strand (Non-coding strand)

Dado que el ADN es leido en grupos de 3 nucledtidos (codones), una
cadena de ADN tiene 3 distintos marcos de lectura. Como la doble hélice
de la molécula de ADN esta formada por 2 cadenas antiparalelas, cada una
de ellas con tres marcos de lectura, hay seis posibles marcos abiertos de
lectura que daran lugar a una secuencia proteica absolutamente diferente.
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HABILIDAD: Identificacion de un marco de lectura abierto

B Realiza el siguiente ejercicio en tu cuaderno:

Identifying open reading frames

Identification of an open reading frame (ORF).

A short base sequence is shown below. 2 Researchers need to distinguish between open
reading frames that code for polypeptides and
random base sequences in the genome that
by chance have start codons [ollowed by an
extended sequence without a stop codon.

AATTCATGTTCGTCAATCAGCACCTTTGTGGTTO

TCACCTCOGTTGAAGCTITGTACCTTGTTITGCGGT

GAACGTGGTTTCTTCTACACTCCTAAGACTTAA

TAGCCTGGTG

a) Calculate the percentage chance of
finding a start codon in a piece of
DNA with a random sequence of ten

1 Find the first start codon and the first stop
codon alter it in the sequence.

a) State how many bases there are before base pairs. [2]
the start codon. [1] b) If the start codon is found in a random
b) State how many codons there are in base sequence, calculate the percentage
the open reading frame that you have chance that the next triplet of bases
found. [1] codes for an amino acid. [1]
¢) Calculate how many amino acids are ¢} Calculate the percentage chance
encoded in this open reading frame. that the next 100 triplets all code for
Show how you worked out your answer. [3] amino acids. [2]

27

Lﬂﬂﬁlilﬁﬂ

FUENTE: DP Biology Course Companion 2014 by Andrew Allott and David Mindorff
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Bioinformatica

La bioinformatica se puede definir como la aplicacién de la tecnologia
de la computacion a la gestidn y analisis de datos bioldgicos.

Cuando el genoma secuenciado de un organismo se encuentra disponible
en una base de datos, puede someterse a una busqueda de secuencias
no interrumpidas por codones de STOP, permitiendo encontrar mas
facilmente marcos de lectura abiertos.

Cuando se identifica un ORF, puede
llevarse a cabo un BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool).

Esta herramienta permite la busqueda
en la base de datos de secuencias en
otras especies parecidas al ORF
encontrado, asi como la buUsqueda de
proteinas en la base de datos segun la
secuencia traducida del marco de
lectura abierto. Web4

La bioinformatica desempeia, por tanto, un papel importante en
la identificacion de los genes objetivo.

IMAGEN: www.bioinformaticscience.com/cursos.html
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HABILIDAD: Identificacion de un marco de lectura abierto

La siguiente actividad se basa en el uso de herramientas bioinformaticas
para la busqueda de ORFs y sus respectivas proteinas.

La siguiente secuencia de ADN pertenece a E. coli y contiene un ORF en
uno de sus 6 marcos de lectura.

TCGTTACCAATTATGACAACTTGACGGCTACATCATTCACTTTTTCTTCACAACCGGCACGAAACTCGC
TCGGGCTGGCCCCGGTGCATTTTTTAAATACTCGCGAGAAATAGAGTTGATCGTCAAAACCAACATTG
CGACCGACGGTGGCGATAGGCATCCGGGTAGTGCTCAAAAGCAGCTTCGCCTGACTAATGCGTTGGT
CCTCGCGCCAGCTTAAGACGCTAATCCCTAACTGCTGGCGGAAAAGATGTGACAGACGCGACGGCG
ACAAGCAAACATGCTGTGCGACGCTGGCGATATCAAAATTGCTGTCTGCCAGGTGATCGCTGATGTAC
TGACAAGCCTCGCGTACCCGATTATCCATCGGTGGATGGAGCGACTCGTTAATCGCTTCEATGCGCCG
CAGTAACAATTGCTCAAGCAGATTTATCGCCAGCAGCTCCGAATAGCGCCCTTCCCCTTGCCEGGCGT
TAATGATTTGCCCAAACAGGTCGCTGAAATGCGGCTGGTGCGCTTCATCCGGGCGAAAGAAACCCGT
ATTGGCAAATATTGACGGCCAGTTAAGCCATTCATGCCAGTAGGCGCGCGGACGAAAGTAAACCCAC
TGGTGATACCATTCGCGAGCCTCCGGATGACGACCGTAGTGATGAATCTCTCCTGGCGGGAACAGCA
AAATATCACCCGGTCGGCAGACAAATTCTCGTCCCTGATTTTTCACCACCCCCTGACCGCGAATGGTG
AGATTGAGAATATAACCTTTCATTCCCAGCGGTCGGTCGATAAAAAAATCGAGATAACCGTTGGCCTCA
ATCGGCGTTAAACCCGCCACCAGATGGGCGTTAAACGAGTATCCCGGCAGCAGGGGATCATTTTGCG

CTTCAGCCATACTTTTCA
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HABILIDAD: Identificacion de un marco de lectura abierto

TAREA:

a) Use the EMBL-EBI web based sequence tool to translate the sequences
below.( )

Find the ORF in the correct reading frame (you must select *6” under the
frames pull down menu before translating to see all 6 frames).

b) Once you find the ORF protein sequence, perform a BLAST search at the
National Center for Biotechnology Information web site

(

of the protein.

) to determine the identity and function

c) Report the correct reading frame (+3, +2, +1, -1, -2, or -3), the
translated sequence from the start methionine to the stop codon (you can
assume the first methionine in the correct reading frame is the start
methionine), the encoded protein name, and a brief description of its
function.

FUENTE: http://ecolistudentportal.org/exercise_blast-6


https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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Introduccion del gen objetivo

Una vez localizado en una especie el gen objetivo que queremos
transferir a otra especie, para llevar a cabo la modificacion genética no
solo se le introduce el gen de interés de la otra especie que le aportara
el producto novedoso, sino que este gen objetivo esta ligado a otras
secuencias que controlan su expresion.

Los genes eucariotas son introducidos junto con una secuencia
promotora al inicio y otra de terminacion al final, ademas de
introducirse otro gen denominado marcador, que permite comprobar que
la construccion se ha unido al gen hospedor y que esta expresandose.

En algunos casos hay que
anadir otras senales, como
cuando hay que asegurar que
la proteina sea sintetizada en
los ribosomas del reticulo
endoplasmico rugoso para su
secrecion, en lugar de ser
sintetizada en los ribosomas
libres del citoplasma.

Promoter

Coding sequence

IMAGE: http://www.i-sis.org.uk/

Terminator

s




Colegio de

San Francisco de Paula

Genes marcadores

Como se ha comentado, ademas del gen objetivo se introduce un gen
adicional denominado gen marcador, usado para indicar una
captacion satisfactoria del gen objetivo.

Algunas veces, el gen marcador confiere resistencia a un antibioético,
de manera que aquellas plantas (organismo) que han captado la
construccidon con el gen objetivo y el marcador, sobreviviran en un medio
selectivo con antibidtico.

Testing whether the gene has been

transferred
f \,’ J
e : ‘ Mants with new genes Cells without new genes
Light microscope Fluorescent image Images superimposed grow desplite antibiotics are killed by antibiotics.,

S0 plants ¢o not grow

Otro gen marcador frecuentemente usado
es el que codifica para la proteina
fluorescente verde (GFP), de manera

que aquellos organismos que hayan captado - ponlid
la construccion, fluoreceran bajo una fuente
de luz azul-UV (Plasmodium en Anopheles). IMAGE: http://www jyi.org

Plasmid for gene transfer:

esired
ang v 'w

O Q

LT
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ADN recombinante

Se denomina ADN recombinante a aquella molécula de ADN que ha
sido manipulada de manera que tiene secuencias de dos o mas fuentes
(organismos).

Para crear un organismo transgénico, en este caso una planta
transgénica, el ADN recombinante debe insertarse en la célula
vegetal y ser captado por su ADN cromosomico o su ADN del
cloroplasto, en un proceso conocido como transformacion.

o oot clovse B La ventaja de integrar el ADN
> recombinante en el ADN del
cloroplasto, es que éste no
se transmite por el polen, lo
Host Plasmid que previene el flujo genético
Cleavage by Restriction entre la planta transgénica y

las plantas silvestres.

Annealing Point of attatchment

and annealing
ZAAN

Sticky ends %% Recombinant
Specified Genas P|a5m|d DNA

IMAGE: http://www.jyi.org
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Métodos de transformacion

Una vez generado el ADN recombinante (transgen) hay que elegir la
técnica que permite la introduccion del ADN exdgeno (transformacion).

El ADN recombinante se puede introducir por métodos directos
fisicos y quimicos o indirectamente por medio de vectores.

Un choqué térmico es un
método quimico usado
originariamente, consistente
en mantener la célula a bajas
temperaturas en presencia de
cloruro de calcio para
posteriormente aplicarle un
choque térmico que estimule
la  introduccién del ADN
recombinante.

Esta técnica ha sido muy
usada en la transformacion de
bacterias.

T_
i

@

© jpherveg

IMAGE: genemol.org
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Métodos de transformacion

Otro método quimico usado para la introduccion de genes en plantas
implica el uso de liposomas (vesiculas lipidicas).
Entre los métodos para transformacion vegetal, la transferencia de

genes, mediada por liposomas, es uno de los mas dificiles y aunque en
un principio éste mostro ser eficaz, su utilizacion ha sido muy limitada,

debido a su baja frecuencia de transformacion.

(A) Lipid , Ny
Water i \ Presprae B En este metodo, el casete de expresion es
igm € (== encapsulado en una esfera lipidica (liposoma),

3 ¥ \Z=E) que permite o facilita su paso, a traves de la

&ﬁa, ey
’)[)-‘{( i Q&(\ \‘»\2.,
\

célula vegetal por endocitosis.

Lipid bilayer
II

Target cell Nucleus’

& IMAGE: http://www.biotechspace.site90.com
(

Pese a las dificultades que presenta este sistema, la fusién de liposomas
que contienen ADN con protoplastos esta bien establecida en |la
produccion de plantas transgénicas. Menos exitosa ha sido la fusién de
los liposomas con tejidos y células vegetales intactas.
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Métodos de transformacion

La biolistica es un método fisico consiste en disparar particulas
recubiertas de ADN a la planta, para que éste penetre.

Se utilizan microesferas de metal, frecuentemente oro coloidal de 1 um
de diametro, que se proyectan a gran velocidad sobre las células que
deben modificarse con el fin de cruzar su pared. Algunas de las células
alcanzadas van entonces a integrar espontaneamente los genes en un
punto aleatorio de su genoma.

Particle Particle gun

(Gold or Tungsten) DNA

G
T HHS

o

@
o

Transformation

O
o

&
o

[
PL'I‘.-'u‘-_A

&
!
S

&y
=

o

&
S

Protoplasts

T
LT

[wiy yosyou-pnseld :NIVINI
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Regeneration

Acclimatization
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Métodos de transformacion

B La electroporacion es un método
fisico que consiste en la aplicacion
de un campo eléctrico externo, que
provoca la formacion temporal de
poros en la membrana de las células,
a través de los que penetra el ADN. _ _ Z

intact bilayer hydrophilicpore

@ Renger, 2013
IMAGEN: bioelectrochemical-soc.or
Centrifuge Resuspend bacterial Resuspend bacterial ‘
pellet in sterile HoO peliet in sterile Hy0

electrical pulse

Chill on ice
Log phase
Use competent
E. coli culture cells ately
amp’ plasmid DNA O\ /_—
U9 Web8
Electroshock
Plate
on LB + l/—\
-
108-1010 amp' Saline buffer IMAGEN: dmohankumar-files.wordpress.com

colonies / pg DNA
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Métodos de transformacion

B La microinyeccion es otro método fisico consistente en inyectarle a una
célula el ADN recombinante mediante una aguja mientras que la célula

se encuentra sujeta por succién en una pipeta.

Video4

Microinjection
needle with
foreign DNA

Cytoplasm

IMAGEN: images.tutorvista.com I

Holding pipette Host cell

Nucleus

KYTUI R A A A
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APLICACION: Uso del plasmido Ti de Agrobacterium

IMAGEN: enhs.umn.edu

Otro método para introducir transgenes en las plantas es mediante el uso
de vectores, como la bacteria Agrobacterium tumefaciens.

Esta bacteria vive en el suelo y produce tumores en las plantas
dicotiledoneas. Cuando a través de una herida contacta con las células de
la planta, les transfiere un segmento de ADN del plasmido Ti (inductor de

mor .
tumores) IMAGEN: http://www.bio.davidson.edu

Tamod proshacion

Hopaling mymibedis

L !

-

Chromosomal
DIMNA

__ Hopalines
utizaton
Chromosoma

1-heA T-DNA

HE R L

SanOnE Ti plasmid

g —

(

s . e -
‘m,.__./'J-"F r ':. -

_Agrobacterium

I'_"l-pgm o raollg O e tumafaciens Transformed

plant cell

Este plasmido puede integrarse en uno o mas cromosomas de las células
vegetales, por lo que puede utilizarse como vector de genes que se
deseen introducir en plantas dicotiledoneas. La célula que recibe genes
extrafos puede regenerar una planta entera y obtener asi una planta
transgénica.
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APLICACION: Uso del plasmido Ti de Agrobacterium

Una aplicacion del uso del plasmido inductor de tumores (Ti) de
A. tumefaciens, se encuentra en los cultivos de soja resistentes al

glifosato.

El glifosato es un herbicida que actua en
todas las especies vegetales inhibiendo la
actividad de las enzimas que sintetizan
los aminoacidos aromaticos, necesarios
en la fotosintesis. Por ello, las plantas al
no poder sintetizarlos mueren o frenan

El gen de resistencia al glifosato es
introducido en el plasmido Ti junto con
un gen de resistencia a antibiodtico
(marcador). Este plasmido Ti modificado
es reintroducido en Agrobacterium.

T-DNA Gene of interest is inserted into

Site where the T-DNA of the Ti plasmid.
restriction
enzyme cuts

considerablemente su crecimiento. Resoriinety
Glyphosate
) O O Video2 The recombinant Ti plasmid is
IMAGEN: http://justmeans.com H lg l transferred into A. tumefaciens.
HO ~ EHOH A. tumefaciens

Recombinant Ti plasmid

Plant cells are exposed to A. tumefaciens.
The T-DNA is transferred and incorporated
into the plant cell chromosome.

IMAGEN: http://justmeans;com
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APLICACION: Uso del plasmido Ti de Agrobacterium

B Las células de soja son expuestas a la bacteria Agrobacterium con el
plasmido Ti modificado, y después son colocadas en un medio selectivo
con antibidtico.

B Solo sobreviran y creceran aquellas células que haya captado
satisfactoriamente el plasmido Ti. "y

chromosomal

- 7 . ‘}‘ ,-’ DNA ;,

M La soja transgenica puede A/?. , 4'}"
resistir al glifosato porque ,«/ roama w J '

— ‘

posee una enzima
bacteriana que también
sintetiza aminoacidos
aromaticos, pero resiste la
aplicacion del glifosato. Foreign

- ( % Cointegrate Ti plasmid DNA  kanf

: . i ——
B Por ello, al aplicarse glifosato ,,,& pantoot (L esmonsies—! ) VVEDS
sobre un cultivo de soja en - N /
crecimiento se secan las ‘
malezas y continua @ *J Transiormed
}

\.._A_‘l

creciendo el cultivo de soja
sin verse afectado.

- - — —— ® Transgenic ".3 3 ! Cell of
IMAGEN: http://image.slidesharecdn.com o cunured — plant EOK gg’r“fge”'c
cells

K""“

kanomycin L/S - .4
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NATURALEZA CIENCIAS: Evaluacion riesgos y
beneficios de la investigacion cientifica

B El flujo de genes consiste en el movimiento de material genético de una
poblacion a otra, que en el caso de las plantas suele tener lugar a través
del polen entre especies relacionadas.

B La cosecha transgénica mas cultivada es la de las plantas resistentes a
herbicidas.

m El potencial flujo de genes RIESGOS ECOLOGICOS
desde poblaciones de cultivos
transgénicos @ pObIaciONES NO |y 'cosistemas squvocados. Porida de 1a Biodiversidad. - oo oo
transgénicos o a poblaciones » Caflinte,
silvestres,  constituye  una e i 3N
preocupacion.

LY

S g il 7
N ey
4 b ok
\&i‘ O o

m Si el transgen llega a .
H EFECTOS IMPREVISTOS SOBRE LAS POBLACIONES
eXp resarse en las po bIaCIOneS EN EL ECOSISTEMA RECEPTOR COMO RESULTADO DE LOS

S| IVeStreS se ra’ m uy d IfI’CII EFECTOS SOBRE LAS DIFERENTES ESPECIES.

/ e —
poder controlar las malas |
hierbas en los campos de
cultivo.

IMAGEN: image.slidesharecdn.com/
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NATURALEZA CIENCIAS: Evaluacion riesgos y
beneficios de la investigacion cientifica

Por tanto, los cientificos deben evaluar la posibilidad de que los
genes de resistencia a los herbicidas puedan propagarse a las

poblaciones silvestres.

Para ello, deben estimar como de frecuente es el flujo genético,
determinando si el gen llega a expresarse y los cambios producidos en el

fenotipo de la planta.

Una posible estrategia consiste
en la introduccion de genes
mitigadores junto con el
transgen, reduciendo el éxito
de cualquier planta hibrida que
pudiera crearse.

Otra estrategia para evitar la
propagacion del transgen, es
introducirlo en el ADN del
cloroplasto, que no se propaga
en el polen.

Cultivos GM en 2014

p— .
S :W
%» s
R
. ” ¢

Mega productores

T Ml 500.000 hectéreas o mas
a g ~

Millones ha
Estados Unidos 73,1

Brasil* 42,2
Argentina* 24,3
India* 11,6
Canada 11,6
China* 3,9
Paraguay* 3,9
iy -+ Pakistan* 2,9
‘WL Suddfrica* 2,7
Uruguay* 1,6

. Bolivia* 1,0
Filipinas* 0,8
Australia 0,5

«  Burkina Faso* 0,5

18 millones de agricultores de 28 fiénos e 200, X8 nectieks

Mexico* Honc{uras 2 Rumania
paises sembraron cultivos GM en  Jeo . hee o e
: Colombia* Republica Ch: Bangladesh*

181,5 millones de has. i T RE

* Paises en desarrollo

IMAGEN: http://image.slidesharecdn.com Fuente: ISAAA, 2014
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APLICACION: Uso del virus del mosaico del tabaco

B Otro ejemplo del uso de vectores para introducir transgenes en las
plantas, es el virus del mosaico del tabaco.

B Una aplicacion de ello lo tenemos en la modificacion genética del
virus del mosaico del tabaco para permitir la produccion masiva de
vacunas de hepatitis B en plantas de tabaco.

B Plantas de tabaco son tranformadas Hepatitis B virus
con el gen que codifica para el
antigeno de superficie del virus de Polymerase DNA

la Hepatitis B (HBsAQ),
produciéndose dicha proteina en las Core
hojas.

m Dicho gen es introducido en el
tabaco mediante el virus del
mosaico del tabaco. /\

Outer \

lipid envelope
IMAGEN: http://thumbs.dreamstime.com/
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APLICACIC')N: Uso del virus del mosaico del tabaco

Dado que la proteina HBsAg producida es fisicamente y antigénicamente
similar a las particulas HBsAg derivadas del suero humano, usadas como
vacunas, estas plantas transgénicas podrian ser un sistema de bajo coste

para la produccidon de vacunas.

> Actividadl
[3

&

N

Purified VLPS for Vaceine delivered

Trangient or stable expression
paraenteral vaccines by injection

of HBV antigen{s)
in a plant bio-reactor, e g, tobacco

IMAGEN: Tomasz Pniewski Int. J. Mol. Sci. 2013, 14, 1978-1998; doi:10.3390/ijms14011978

Oral formulation
@ g. tablet or capsule
a3 a booster vaccine

Powdered lyophiized tissue
as a semi-finished product
for oral vacoine forms

Stable or transient
procduction of HBV antigenis)
in an edble plant, e.g. lettuce
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APLICACION: Produccion de la papa Amflora para la industria

Las patatas son usadas en la industria como fuente almiddn, el cual puede

usarse para el uso de adhesivos.

Fotografia al MEB cle
Qranuios de aimiian

El almidén es un
polisacarido compuesto de
cadenas lineales de amilosa
(20%) vy ramificadas de
amilopectina (80%).

Almidén

S

Esta formado por una mezcla de amilosay amilopectina

o o A

W |

o W

- Enlaceslz(1-+4)’ : -/' ¢
ad

AMILOSA

Puntos de

- 3/"/ ramificacion o (1-6)

B ; % o .La
X

AMILOPECTINA ‘ &\

i

o

Formada por moléculas de o -D-glucosa
gque adoptan un amrollamiento helicoidal

No esta ramificada.

Formada por moleculas de o.-D-glucosa
con ramificaciones cada 150 30
monosacaridos.

IMAGEN: biogeo.iespedrojimenezmontoya.es

Cuando una mezcla de almidon es calentada y enfriada, se forma un gel
indeseado para muchas aplicaciones, como son la fabricacién de papel y la

produccion de adhesivos.
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APLICACION: Produccion de la papa Amflora para la industria

B La compafia BASF ha producido una patata (Solanum tuberosum)
modificada genéticamente denominada “"Amflora” para industrias
papeleras y de adhesivos.

B Para ello, ha inactivado el gen de la enzima Almidon Sintasa Unida a
Granulo (GBSS), implicado en la sinstesis de amilosa.

B El gen fue inactivado mediante la tecnologia antisentido, consistente en la
inroduccion de una version invertida de dicho gen, de manera que el
ARNmM producido se una mediante complementariedad de bases al ARNm
normalmente producido, impidiendo que sea traducido en los ribosomas.

Amylopectin
(SSI, S8, ssul, ssiv GEME EILER
IMAGEN: www.shigen.nig.ac.jp SBE |, SBE lla, SBE IIb
ISA, Pullulanase, GBSS?, I I
other enzymes ?)
ADP Glucose Transcription
Glucoss 1-P 5 « ADP Glucose
Messenger RNA Antisense RNA
GBSS, other .
- - - - . Mm H
Fig. 1. Starch biosynthesis in the wheat grain. IMAGEN: http:/fusers.ren.com/ T TTTTTTTTTT Translakion

brlocked
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APLICACION: Produccion de la papa Amflora para la industria
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Transformacion

Una vez que el ADN recombinante ha sido introducido en la célula
vegetal hospedadora, debe producirse una planta entera a partir de

dicha célula transformada.

El ADN recombinante puede introducirse en plantas enteras, en

discos foliares o en protoplastos.

Los protoplastos son células vegetales
a las que se les ha eliminado su pared
cellular y se mantienen en un medio de
cultivo.

Se usan ampliamente en la
transformacién genética de células
vegetales, ya que al estar desprovistos
de pared, es mas facil introducir
ADN exogeno en los protoplastos, que
en las células vegetales integras.

A partir de un protoplasto se puede
regenerar una planta completa
mediante micropropagacion.

4T
".".beb"c‘
AP T Qb

Tobacco mesophyll protoplasts.
Courtesy: Dr. M. de Both, Keygene, The Netherlands

3 4
Lysozyme
digests wall

& Isotonic solute solution

(b) IMAGEN: www.ugr.es
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Transformacion

B Los discos foliares son secciones circulares
de hoja de Ila planta que se quiere
transformar, a las que una vez introducido el
ADN recombinante, los transformantes son
seleccionados en medio selectivo con
antibiotico.

M A los discos foliares transformados se les
aplica un tratamiento hormonal que estimulan
el desarrollo de raices y tallos a partir del
disco foliar. —

11
IMAGEN: http://editora.u,ﬁo?sc@edu.br
1o

[
| [
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IMAGE: https://bioline.org.br

Figura 1. A p o de los de 14 dias de desarrollo al ser d rficie del envés (a) o del
h (b) en uclo con el medio ¢l establecer el cultivo; callos y b otes des: ll d n los discos de hoje a los

' anas de incubacion (c) y de unae vitropl I (d] La longitud de l bar: d 10 mm. (Viene de lo ! / 4 - .
el e AH AT A
: RN
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HABILIDAD: Impacto ambiental de la soja

resistente al glifosato

Las malas hierbas reducen la productividad de los cultivos, al competir

por el espacio, agua, nutrientes y la luz.

El glifosato es un herbicida de amplio espectro que mata a muchos tipos

de plantas.

La soja y otros cultivos han sido
modificados genéticamente para ser
resistentes al glifosato, de manera que
pueda ser usado como Unico herbicida.

El grafico muestra la evolucion del uso
del glifosato en Argentina desde 1996,
introduccion de la soja transgénica

Existen dos aspectos ambientales que
deben considerase: el riesgo ambiental
de la modificacion genética de un
cultivo y el riesgo ambiental del uso
extendido del glifosato como herbicida.

IMAGENRttp://www.porquebiotecnologia.com.ar/

Sabkes (million 1)

== Araa under no-lill

== Glyphosaté
e Arazing
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HABILIDAD: Impacto ambiental de la soja
resistente al glifosato

Existe un amplio consenso académico acerca de los beneficios
ambientales que han supuesto los cultivos genéticamente modificados
resistentes al glifosato, cuando sustituyeron a los sistemas previos de
control de malas hierbas ampliamente extendidos.

Ademas de la ventaja de reducir el crecimiento de las malas hierbas sin
reducir la productividad del cultivo, la cantidad de herbicida que hay que
afadir es menor que la que habia que afadir antes de tener las plantas
transgénicas.

Soja convencional | Soja RR Porcentaje de cambio
Ademas a lgunos | Nimero de aplicaciones 197 2,30 16,8
. : Cantidad de herbicida (I/ha) 2,68 5.57 107,8
|nveSF|gad0reS Toxicidad clase IT 0,42 0,07 -83,3
mantienen que [Toxicidad clase IIT 0,68 0,00 -100
el glifosato es e| | Toxicidad clase IV 158 5 50 248 1

herbicida menos Neta: la clase IT es la mds téxica y la IV la menos téxica. En la clase IV se incluye el
2 glifosato.

tOXI_CO usado en La adopcion de la soja RR en Argentina llevé a una reduccién del 83% en el uso de

agrlcultura. herbicidas de toxicidad II, y una reduccién del 100% en el uso de herbicidas clase

III. El glifosato se incluye en la categoria de toxicidad clase IV, que son los mds

benignos.
IMAGENRhttp://www.porquebiotecnologia.com.ar/
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HABILIDAD: Impacto ambiental de la soja
resistente al glifosato

B Por otro lado, el uso del glifosato y de los cultivos resistentes al mismo
ha reducido el labrado de la tierra, conservando la fertilidad de la tierra.

18 - 25
. —a— GM soybean —
m 16 . : T
£ —e— no-till farming ap =
§ 14 S
E £
z &
@ E
5, 8
= !
LTE ] =
3 2

I I I 1
1996 19983 2000 2002 2004
. . ~—r T
IMAGEN: https:/fwww.deere.com IMAGEN: DP Biology Course Companion 2014 by Andrew Allo arid Dawd indorff

B Ademas, un menor labrado implica un menos consumo de co iu‘stl les
fosiles, con lo que ello implica. El grafico muestra la evolucion /del cultivo

de soja transgénica y de la tierra labrada en Argentina. v e
Lﬂhﬁkllﬁ
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HABILIDAD: Impacto ambiental de la soja
resistente al glifosato

Sin embargo, también existen limitaciones ambientales, como Ia
resistencia al glifosato, que se encuentra bajo una intensa presidn
selectiva debido al extensivo uso de los cultivos transgénicos resistentes
al mismo y al reducido uso de otros herbicidas.

Las consecuencias ambientaleS w de especies de materas resistentes a giifosato segin tipo de cultivo en que fueron detectadas
de la apariciorn de malas por primera vez. (Elaborado a partir de lan Heap 2011).

hierbas resistentes, incluye
una menor productividad de
los cultivos, la necesidad de
incrementar el labrado de la *
tierra y la formulacion de
nuevos herbicidas.

20

Por otro lado, no existen datos EE BRSNS EEEEN D
Concluyentes que demuestren 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
que el glifosato tiene un efecto = n Cultvos Comvencionaies | B8 En Cultvos Transgénicas

perJUdICIaI SObre IOS humanos. Vide05 IMAGEN: http://4.bp.blogspot.com



