 INGENIERÍA GENÉTICA

El ADN y la ingeniería genética.

· Concepto de organismo transgénico.

· Construccción de un ADN recombinante.

· La clonación del ADN. Vectores (plásmidos).

· Ingeniería genética: agricultura y medio ambiente. Producción de plantas transgénicas: transformación (Agrobacterium) y regeneración. Resistencia a herbicidas. Bacterias transgénicas: biorremediación (degradación de vertidos de hidrocarburos del petróleo).

· Ingeniería genética y medicina. Obtención de insulina.

ORIENTACIONES

· Definir qué es la ingeniería genética y un organismo transgénico (concepto de transgén). 
· Conocer las herramientas básicas para la construcción de moléculas de ADN recombinante (enzimas de restricción y ADN ligasas). 
· Comprender en qué consiste la clonación de un gen (plásmido, plásmido recombinante y etapas del proceso). 
· Conocer las aplicaciones de la ingeniería genética en el ámbito de la agricultura (explicar el concepto de planta transgénica, describir en qué consisten las etapas de transformación vía Agrobacterium y de regeneración en el proceso de producción de plantas transgénicas y explicar cómo se han obtenido plantas resistentes al herbicida glifosato). 
· Conocer las aplicaciones de la ingeniería genética en el ámbito del medio ambiente (explicar el concepto de biorremediación y el uso de bacterias transgénicas para la limpieza de vertidos de hidrocarburos del petróleo). 
· Conocer las aplicaciones de la ingeniería genética en el ámbito de la medicina (explicar de manera concisa la obtención de insulina).

1. EL ADN Y LA INGENIERÍA GENÉTICA
La ingeniería genética es un conjunto de técnicas que permiten la manipulación y la transferencia de genes de un organismo a otro. De este modo podemos obtener organismos genéticamente modificados. Los organismos transgénicos son aquellos a los que se ha insertado algún gen, conocido como transgén, procedente de otro organismo.

El ADN formado por la unión de fragmentos de ADN procedentes de organismos diferentes se denomina ADN recombinante.
CONSTRUCCIÓN DE UN ADN RECOMBINANTE


Las herramientas básicas para la construcción de moléculas de ADN recombinante son las endonucleasas de restricción y las ADN ligasas.
 El ADN puede cortarse en fragmentos mediante unas enzimas llamadas endonucleasas de restricción. Estas reconocen frecuencias específicas de ADN y las cortan por lugares concretos, por lo que, los fragmentos resultantes tienen bordes cohesivos (complementarios) a otros extremos de ADN cortados con la misma enzima. 
Las ADN ligasas son enzimas que unen los extremos cohesivos de fragmentos de ADN generados por las endonucleasas de restricción. Así se pueden cortar y unir fragmentos de ADN de distinto origen, de esta manera es posible introducir ADN de unos organismos en el ADN de otros. Las enzimas de restricción son las tijeras del ADN y las ADN ligasas el pegamento que une los bordes cortados con la tijera. Existen más de mil enzimas de restricción y cada una reconoce y corta una secuencia determinada en el ADN.
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Observa en el dibujo  como se obtiene un ADN recombinante:

[image: image3]
· Primero el ADN de dos organismos diferentes  se corta con la misma enzima de restricción (EcoRI en este caso). Esta enzima reconoce la secuencia GAATTC y corta entre los nucleótidos G y A de cada una de las moléculas de ADN.

· Segundo se obtiene fragmentos de ADN con extremos cohesivos complementarios en cada una de las moléculas.

· Tercero se ponen en contacto los fragmentos de ADN obtenidos y se someten a la enzima ADN ligasa, formándose una molécula de ADN recombinante, que contiene ADN de los dos organismos.

FORMACIÓN DE UNA BACTERIA TRANSGÉNICA
La clonación de un gen usando vectores consiste en introducirlo en una célula de manera que pueda ser copiado y mantenido. Para introducir el gen en una célula, se inserta el gen en una molécula de ADN, llamada vector de clonación, capaz de entrar y de replicarse de forma independiente en una célula huésped.

Existen diversos tipos de vectores de clonación, pero uno de los más utilizados son los plásmidos bacterianos, que son pequeñas moléculas circulares de ADN que pueden replicarse independientemente (es decir, sin asociarse al ADN cromosómico) en bacterias. Los plásmidos  que contienen un fragmento de ADN insertado por ingeniería genética se denominan plásmidos recombinantes.
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FORMACIÓN DE UNA BACTERIA TRANSGÉNICA

Si un plásmido recombinante se introduce en una bacteria se replicará con ella y obtendremos millones de copias de ese plásmido recombinante que pueden aislarse. El proceso de clonación de un gen en bacterias incluye las siguientes etapas:

1- Obtención del fragmento de ADN que contiene el gen que se quiere clonar.

2- Obtención del plásmido recombinante: Para insertar el gen que se quiere clonar en el vector de clonación (plásmido en este caso), se corta el plásmido y el ADN que se quiere clonar con la misma enzima de restricción y se une con la ADN ligasa el fragmento de ADN de interés al plásmido, obteniéndose el plásmido recombinante. Además del gen que queremos clonar, el plásmido elegido debe llevar un gen de fácil detección genotípica llamado marcador, necesario para el paso 4.

3- Transformación de las bacterias: Consiste en incorporar el plásmido recombinante en bacterias, para ello, los plásmidos recombinantes se incuban en un cultivo de bacterias capaces de captar ADN del exterior, proceso llamado transformación (recordar la parasexualidad en bacterias: conjugación, transformación y transducción).

4- Selección de las bacterias transformadas: Consiste en comprobar qué bacterias han incorporado el gen. Como el plásmido lleva un gen marcador fácil de detectar, por ejemplo resistencia a un antibiótico (otro puede ser producción de bioluminiscencia pero con bacterias casi siempre se usa la resistencia a un antibiótico), entonces se añade al medio de cultivo bacteriano ese antibiótico y las bacterias que sobrevivan serán las que han incorporado el plásmido recombinante, y por tanto, el gen que queremos clonar.

5- Crecimiento de las bacterias transformadas: Las bacterias transformadas se mantienen en medios de cultivo para su rápido crecimiento. Al mismo tiempo que las bacterias se duplican, se duplica también el número de plásmidos recombinantes y el gen que lleva insertado.


6- Aislamiento de los plásmidos recombinantes y de las copias del gen de interés.

El conjunto de todos los fragmentos de ADN clonados a partir de un genoma se denomina librería genómica o genoteca de ADN.

2. INGENIERÍA GENÉTICA: MEDIO AMBIENTE
Algunos microorganismos (y en algunos casos plantas) son muy utilizados para eliminar contaminantes, hay especies que degradan el petróleo y los pesticidas o que acumulan metales pesados o que descontaminan las aguas residuales. Los genes de los organismos que intervienen en estos procesos pueden ser introducidos en otros organismos. De esta forma se podrían eliminar mareas negras, vertidos tóxicos o residuos contaminantes.

BACTERIAS TRANSGÉNICAS: BIORREMEDIACIÓN
El término biorremediación hace referencia a la degradación de contaminantes por parte de organismos vivos para solucionar un problema existente de contaminación (en suelos o aguas).

Sabemos que el petróleo y sus derivados, que en general son mezclas de hidrocarburos, originan problemas importantes de contaminación de aguas (por ejemplo, mareas negras o vertidos que se producen al limpiar los tanques de los petroleros), y también de suelos.

Existen diversos microorganismos que poseen, de forma natural, la capacidad de degradar hidrocarburos (sobre todo por oxidación); algunos de estos microorganismos (especies y cepas del género Pseudomonas, por ejemplo) se han empleado en procesos de biorremediación, pero, por supuesto, eso se puede hacer sin utilización alguna de la ingeniería genética.

Sin embargo, a lo largo de los últimos 30 años se ha aplicado la tecnología del ADN recombinante para mejorar los procesos de degradación de contaminantes en condiciones de laboratorio, aunque apenas se ha utilizado en condiciones de campo. Además de obtenerse bacterias recombinantes mediante esta tecnología, también se han conseguido mediante procesos de intercambio genético entre bacterias (procesos parasexuales).

Las técnicas de ingeniería genética se han utilizado para estos procesos de biorremediación con varios objetivos. Por ejemplo, la modificación de la especificidad y afinidad de enzimas. Así se puede conseguir, por ejemplo, que una enzima que cataliza una reacción de degradación de un determinado compuesto extienda su actividad a otros compuestos más o menos parecidos. Esto se ha hecho, por ejemplo, con especies de Pseudomonas o con Escherichia coli.

También se han combinado en una misma bacteria (del género Pseudomonas) varios genes de distintos microorganismos, de modo que cada gen confiere la capacidad de degradar determinado tipo de hidrocarburos. Así, una bacteria puede degradar variedad de hidrocarburos del petróleo.

3. INGENIERÍA GENÉTICA Y MEDICINA

Hay múltiples aplicaciones de la ingeniería genética a diversos campos de la medicina. A continuación se citan algunas:

· Obtención de proteínas de interés farmacológico, como insulina, hormona del crecimiento, etc.

· Obtención de vacunas (por ejemplo, modificando el genoma del virus que produce una enfermedad, para que conserve las moléculas que estimulan al sistema inmunitario, pero no las que provocan la enfermedad).

· Diagnóstico de enfermedades (por ejemplo, enfermedades infecciosas que se diagnostican mediante sondas de ADN, o enfermedades genéticas).

· Terapia génica: introducción de material genético en un paciente para corregir un defecto genético específico.

Nos vamos a centrar en un ejemplo: la producción de insulina humana.

PRODUCCIÓN DE INSULINA HUMANA A PARTIR DE ADN RECOMBINANTE
Desde el principio de su corta historia, la ingeniería genética se ha aplicado a conseguir que diversas bacterias produjeran proteínas humanas útiles para tratar o prevenir enfermedades. La obtención de insulina humana fue uno de los primeros éxitos de estas técnicas.


La molécula de insulina consta de dos cadenas polipeptídicas (insulina A e insulina B, de 20 y 31 aminoácidos respectivamente) unidas mediante puentes disulfuro. Las dos cadenas están codificadas por partes diferentes de un mismo gen. En realidad, el gen de la insulina codifica una sola cadena polipeptídica más larga que posteriormente dará lugar a insulina, para lo que se debe eliminar el fragmento central de la cadena, que une la insulina A y la B (Figura 7).

[image: image4.png]Figura 1. Proinsulina (precursor de la insulina humana)




Figura 7. Proinsulina (precursor de la insulina humana).


Para conseguir que las bacterias produzcan insulina humana, se han seguido dos caminos: (1) producción de un precursor de la hormona, la proinsulina (cadena polipeptídica más larga), y conversión de ésta en insulina por métodos químicos; (2) producción de las cadenas A y B por separado (en distintas células bacterianas), y unión posterior de las cadenas A y B para formar insulina.


En la figura 8 se ilustra el segundo de estos caminos, que desarrollamos brevemente. Puesto que las cadenas polipeptídicas de la insulina son cortas, resulta más rentable sintetizar en el laboratorio los polinucleótidos que las codifican que aislar el gen de la insulina a partir de células humanas. Esto fue lo que se hizo: se fabricó un ADN sintético con 63 bases que codificaban la insulina A, otro con 90 bases que codificaban la insulina B, y a ambos se les añadió, al final de la secuencia codificadora, el triplete correspondiente a la metionina, y también se añadieron fragmentos adecuados para que las enzimas de restricción cortaran por ellos; así, los polinucleótidos pudieron insertarse en lugares apropiados de un plásmido de Escherichia coli, el que contiene el gen de la β-galactosidasa. Se utilizaron dos cultivos distintos de E. coli, uno para insertar el polinucleótido que codifica la cadena A, y otro para el polinucleótido de la cadena B.


Cuando los genes sintéticos se expresaron, se obtuvieron dos cadenas polipeptídicas llamadas “de fusión”, ya que cada una contiene una cadena de insulina (A o B) unida a una cadena de β-galactosidasa por un resto de metionina (codificado por el triplete que se introdujo). Tales proteínas de fusión tienen la ventaja de ser más estables en E. coli que la insulina sola. Se trataron las cadenas de fusión con bromuro de cianógeno (BrCN), que destruye la metionina, y así quedaron libres las cadenas A y B. Después de purificadas, se unieron químicamente, formándose entre ellas los puentes disulfuro y obteniéndose así insulina completa.
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Figura 8
ACTIVIDADES
1. Señala si son V o F las siguientes afirmaciones

a) Las nucleasas de restricción reconocen secuencias de ADN que están necesariamente entre genes
b)  Las secuencias de restricción se sitúan al azar en el genoma

c) En la PCR se emplea una ADN polimerasa resistente al calor

d) Los plásmidos recombinantes, que tienen fragmentos de ADN exógeno llevan siempre un gen que proporciona resistencia a la ampicilina.

2. En relación a las técnicas de ingeniería genética, indica:

a. ¿Qué es un ADN recombinante?

b. ¿Cuáles son las herramientas moleculares básicas para la construcción de un ADN recombinante?

c. ¿Cómo funciona cada una de estas herramientas?

3. Ordena la secuencia del proceso de producción de la planta transgénica del tabaco que contiene el gen de la enzima luciferasa.

IDENTIFICACIÓN: Las nuevas plantas fueron regadas con una solución que contenía luciferina y al cabo de un tiempo las plantas resplandecían.

INSERCIÓN: El cromosoma viral modificado se insertó luego en plásmidos Ti.

INCUBACIÓN: Las bacterias se incubaron con células foliares del tabaco.

TRANSFORMACIÓN: Los plásmidos fueron transferidos a las bacterias E coli.

RECOMBINACIÓN: El gen de la luciferasa se empalmó en el cromosoma de un virus vegetal, lo cual le suministró una secuencia regulatoria.

PROPAGACIÓN: Las células formaron una masa de tejido, conocido como callo, a partir del cual se obtuvieron nuevas plantas en medio de crecimiento adecuado.

AISLAMIENTO y AMPLIFICACIÓN: Conocida la estructura de la enzima luciferasa, el gen de la luciferasa se aisló y posteriormente se amplificó mediante PCR.
4. En cuanto a ingeniería genética:

a) Explica la utilidad de las enzimas de restricción.

b) ¿En qué consiste la técnica de hibridación del DNA?

c) ¿Qué es un vector de clonación?

5. Ingeniería genética:

a) ¿En qué consiste la reacción en cadena de la polimerasa?

b) ¿Qué funciones desempeñan las enzimas de restricción?

c) Define DNA recombinante.

6. En ingeniería genética se usan técnicas de ADN recombinante para modificar bacterias con dos propósitos principales: obtener muchas copias de un determinado gen y obtener proteínas que son útiles para alguna aplicación. Queremos encontrar un tratamiento para ayudar a niños con problemas de crecimiento.

a) Representa en un esquema como construirías un plásmido bacteriano que contenga el gen humano de la hormona de crecimiento.

b) En este caso ¿cómo diseñarías el tratamiento? ¿Suministrando el gen clonado o la proteína producida? Razona tu respuesta.

7. En ingeniería genética se usan técnicas de ADN recombinante para modificar bacterias con dos propósitos principales: obtener muchas copias de un determinado gen y obtener proteínas que son útiles para alguna aplicación.

a) Pon dos ejemplos en los que se use uno de estos propósitos, uno aplicado a la medicina y otro a la agricultura.

b) Define: clonación, organismo transgénico, terapia génica, terapia celular y plásmido.

c) Representa en un esquema como construirías un plásmido bacteriano que contenga un gen humano (por ejemplo, el de la insulina).

8. ¿Qué relación hay entre los conceptos: organismo transgénico, transgén y ADN recombinante?
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Produccion de insulina humana

La forma activa de la insulina consta de dos polipéptidos (A y B), que estan
codificados por partes separadas de un mismo gen. Estos se pueden obtener
en cultivos bacterianos separados.
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