


Temal : Biologia Aplicada
e Concepto de biologia
* Niveles de organizacion biolagica.

* Aplicaciones de |a Biologia:
Biotecnologia

* Los colores de la biotecnologia
Temaz2: Biotecnologia tradicional

e MicroorganisSmos y procesos
microbianos

e Microorganismos y la industria
alimentaria
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Los procesos biologicos se
pueden dividir en grandes
grupos

BIOTECNOLOGIA
TRADICIONAL

BIOTECNOLOGIA |

CONTEMPORANEA |

Cultivos de la Anticuerpos Ingenieria
célula monoclonales genética




1. CULTIVOS DE LA
CELULA.

Técnica que permite el mantenimiento de la
célula /n vitro.

Procedimiento:

Se disgrega el 6rgano o tejidos,

por medios mecdanicos o

enzimaticos y se cultiva en suspension
en medios adecuados.

Aplicaciones:

Investigacion sobre el cancer
-Produccion de vacunas
‘Reproduccion de clones de plantas
-Mantenimiento de tejidos
-Diagnostico prenatal




2. ANTICUERPOS MONOCLONALES:

conjuntos de moléculas de anticuerpos idénticas. Con la misma
especificidad y producidos por un Unico clon de linfocitos B

)CC .’ (técnica de | hibridomas)
Fusionar in vitro: 1%;.‘;.-‘:135?1/‘  Eeqaiia it AN ik anied Bt
. . ’ T ANUDEno v
- Linfocitos B (de un ratén sensibilizado JEEES Uuuuu
a un antigeno) ' r

- Células tumorales procedentes de un

mieloma (proliferan de manera Lo W n
indefinida) abenen delbazo 5. El hibridoma mas

eficiente se hace crecer

Hibridoma: produccion de
Anticuerpos y reproduccion
indefinida.

3.Las céulas B se
fusionan con
celulas de
mielama
{hitsridoma) ] [

6. Los inttl:uﬂ'pns monoclonales producidos se purifican

Células de mieloma
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ADN RECOMBINANTE:

: 3 Ingen|er|a Se aisla un gen en ADN,
"'-l.:,g unirlo a vectores e
b Genética

intercalarlo en otro ADN
CLONACION DEL ADN

INGENIERIA GENETICA:

Conjunto de técnicas que
permiten la manipulaciony la
transferencia de genes de un
organismo a otro, obteniendo

organismo genéticamente

modificados

REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR):

aumentar el numero de copias a partir
de una minima cantidad de fragmentos
de ADN

SECUENCIACION DEL ADN: saber el
orden o secuencia de los
nucledtidos de un gen



‘e ADN Recombinante

. » Corte del ADN en posiciones
precisas (secuencias palindromes)
con endonucleasas de restriccion,

# Union de fragmentos por la
ADNIigasa,

= Seleccion de un fragmento de ADN
capaz de autoreplicarse,

= Insertar los vectores de clonacion a

celulas especificas que contienen
toda la maquinaria genética para la
expresion de la informacion contenida
en el vector.

» Seleccion o identificacion de las
celulas que contienen al ADN
recombinante.

cultivo de bactaria
recombinada
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:COMO SABEMOS QUE SE HA INTRODUCIDO EL
GEN-
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gen marcador de seleccidn
(resistencia a un antibiético) s ) o
Sélo las bacterias que recibieron el

plasmido sobreviven, forman colonias

y producen la proteina de interés o
pléamido proteina recombinante {ej.: insulina)
recombinante

p ¥

\

a
/

Cromosoma
bacteriano

Bacteria £. coli recombinante medio de cultiva con antibidtico




CLONACION DEL ADN

E1DHA con el gen de
mterés se retiva de la
T célala
. _.%} % .;-:’;. Las erzirmas de
restriccion cortan el gen

deseadn

‘g“' — @0 <

R (ﬁ OJ < [m<

reproduce, dando

lugara;ungﬁnnmmmde -<

oe nserta el gen
dentro del DA :
vector (un plasrmido) §

w bacterias con la nuesra caracteristica
: Estas bacteras
produciran la
(@ O] proteina de interes
E] DM & wector -

toma de la bactenia v se corta con las rasmas enzimas de restriccion
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SECUENCIACION DEL ADN:

<l - A CcaAa G CT T C A G T RS
+
¥ TTc T YA

ADM-polimerasa
dATP, dCTP, dTTP, dGTP

+

"+dd ATP + ddCTP +ddTTP + ddGTP
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Secuenciacion automatica

ddTTP «(IATP ddACTP ddGTP
Gracias al empleo de 4
fAuworocromos diferenies, se puede
combinar el resultado de las 4
reacciones y aplicar 1a mezclaa
un misme pocille del gel de
eleciroforesis.
1T T2* T3 T4

Se genera un regisiro
informatizade de los 4
perfiles de color, gue

combhinados se interpretan

COTND UNA SeCcuencia.

Desnaturalizacion para separar

Las hebras de ADN

TS Ha Y N stoepueien,

detectar los 4 colores iras

'}C acabar la separacion
El color de cada Ty eleciroforética, sino gue
banda corresponde Apy incluso segim va

al del
dideoxinuclédtido

¥ -termuinal de ese
fragmento.

46 | transcurriendo ésta el
detector puede medir la
presencia de las bandas
que van pasando por el
haz lazer ¥ su color. I

S'CETGTGACTCCE.

ORHAGHQREOADD

Lis er ............... i

Flectioforesis




REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA |
(PCR): copiar fragmentos de ADN

ﬂ

Material necesario: | -‘ADN que se quiere copiar
‘Nucleétidos libres

==
-Cebadores de ADN
-Enzimas taq polimerasas
. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
. . PCR Ciclo 4
1. Desnaturalizacion del ADN _ aworw ey =
PR Alineamiento: 55°C - f,,-E
2. Formacion de puentes de N
hidrogeno entre el ADN i —/f’ ==
Técnica: — blanco y los cebadores

3. Polimerizacion, union de
nucleotidos por la taq
polimerasa




B a1
(a) Mezcla de reaccion

L + o
dTTP dATP dCTP dGTP Cebadores
Desoxirribonuclectidos (oligonuclectidos sinteticos) Polimerasa Tag
L] + L]
3 T S Secuencia de DNA
5 l 3 que se quiere amplificar
(b) Desnaturalizacion por 3 T S
calor (95°C) T Pa

(c) Se reduce la temperatura

o

h

L]
Primer ciclo

a 60° C. Apareamiento de 3y S 5' 3
los cebadores l l
(d) La mezcla se calienta -
a 72° C. La polimerasa 3'wnmmm 5 Cmirrm'rn'rm
Taq extiende la cadena " 3
complementaria l l
(e) Se completo la sintesis 3 TITTTTATTTTTITIVATIOIIT & LU LU LU LLLL L
TTTHTTTTTTITTTT ; .
5 3
(f) La secuencia de DNA l l
se vuelve a desnaturalizar 9 5' B'm““""m““m 5
TN T
por calor (95°C)
Se aparean
(@) 5e ap QU [T 5°

los cebadores 3 \

(h) La polimerasa . : B -
Toa corpieta & o W11, ol
la secuencia ¢ 5% 3 5 3

|
o2
Segundo ciclo




>'API.ICACIONES‘ DE LA BIOTECNOLOGIA
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»Organismos transgéenicos
»Genomica
»Células Madres
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> Proteomica




(=Transgenicos)

Individuos transgénicos: son un tipo
de OGM.

Se crean intfroduciendo un gen de un ser vivo en el
ADN de otro individuo de una especie totalmente
distinta.

Ejemplo: Se introduce al ADN de una planta,
f un gen de una bacteria.

Se consiguen individuos con caracteristicas
distintas a los individuos naturales.




" Bacterias transgenicas

‘snEnas promoeiomn
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U Animales Transgénicos

\ A

Obtencion de un animal transgénico DER MT%

1. Se construye wun gen hibride que contenga un gen ='_Ii£__ | SHICUCICD
hurmano con la secuencia necesaria para sintefizar la pro- promobons o b
teina gue nos interesa junto con la secuencia promotora | o—. fi-lactogickading

Z 5Se introduce ese fransgeén por microinyeccddon en un (| | G __""-—_.____. F

dvulo recién fecundado. ' : L £ 'ﬁ"

3 Se implanta el cigoto en una hembra en la que se de- ! O"‘I_
sarrollarsd y dara lugar a un animal gue expresars en su ‘
glandula mamaria el transgén, con lo gque producira en || | .__"E]

au leche la proteina deseada. |

e una proteina de la leche.

Anamial Trarsgereto

* Ejemplo: a I- an @7 a
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1. Biofarmaceutica.

produccion de hormonas, enzimas y vacunas

2. Produccion de alimentos y me|ora vegetal

- Resistencia: a plagas, herbicidas, al frio, sequia, salinidad...

- Produccion de proteinas o lipidos

- Aumento de |la produccion




- Café con. me;c:nr sahﬂr con

“menos cafeina. ' .

- Enja resistente a los
. herblcldas |

= Girasol: con mejor -
composicién de acidos grasos

- Maiz: resistente a los insectos

ko

- Patatas: con mejor capacidad

. de ahsarcu&n de aceite. Mas .
~dulces..
- Melén. mas durader&

- Trigo: hElﬂF"IEl mas apmpfada

~para fabricar pan- | -
-Frambuesas: resmstentes a
las heladas

- Tomates: reslstentes a Ias
plagas

= Uva: vanedad sin pepltas

.



-
3. Defensa del medio ambiente y

Biorremediacion.

4. Investigacion Biolégica y médica
- Estudio de enfermedades: cancer,
Enfermedades raras, etc.

- Terapia génica: sustitucion de un

gen defectuoso por uno funcional.

5. Obtencion de érganos )
para xenotranspalntes. *
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Conocer el genoma humano y
de otras especies

. 4 Al

F

WU |

0044 (18T s
BB epemnn Tl right | 9 e | el

ey kel Rl e e, pel sy ARl
B ifcenemc i mess @0 gy @ A el
@ K A0 Ak 4% f

Base de datos del genoma (NCBI). En este caso se recogen las posiciones relativas de varios
genes en un fragmento del ADN mitocondrial humano.




Cudl es el fundamento

d Aplicaciones de la genomica Ryt

I— - e Las secuencias que se indican

a continuacion corresponden a

tres haplotipos encontrados en

una region de un cremosoma:
LALLCLA LT LGLT.
LALCLALGLGLT.

.G.C.A.G.G.T.

Los pelimorfismos sefalados
en color sirven para identifi-
car y etiquetar tres haplotipos
diferentes: AT, AG y GG,

Las regiones de un cromosoma
en las que las frecuencias de
los distintes haplotipos varian

significativamente entre un

grupo de personas sanas y un
grupo de personas que padez-
can una dolencia como la dia-
betes pueden contener genes
relacionados con el origen de
la enfermedad.
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Micromatrices o biechips de ADN

Una micromalriz conliene varios millares
de sondas formadas cada una de ellas por
 varios millones de copias de un oligenucled-
It ido de ADN capaz de reconocer una hebra
de ADN gue sea complementaria y esté pre-
BEEnte on una muestra que se quiere analizar.
.EJ unidad de la sonda que es reconocida se
’*denliﬁca por medio de fluorescencia.

Biochips
e AL

Micromatriz o biochip de ADN. Serie de
nanopunlos de ADN unidos a una superficie de
vidrio para medir la expresion de un gran nimero
de genes.

1,28 om

—

Mlicercrmakniz

ADM marcado con fluorescencis
(1) y recomockdo por bos
el ey chors o
che |2 monda | ¢

Uriickacd o= o
micramatriz forrmada
pow varios rmillomnes
de copias de una
sonda de ADN

Wosrsos millares
e sondas
diferentes



MICROARRAY
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Control Sample Exerimental Sample

l mRNA extraction

Reverse Transcription,
flourescent labeling

Fa¥a YA aY)
AAAAS

mbine equal amounts
and hybridize /
Scan
e



EJEMPLO:
Estudio de la malaria

-.,r.-.r S
b o i n E

Pipette

q I
Erythrocyte suspension in nuclel-

specific fluorescent dye: SYTTO 58 ; :
Light microscopic image

c & POt e
e - :‘ :
S 1 i
— : ¥ -I.- s
=T |
x ..rn i e
Erythrocytes |1 e
I

C?nl:.r malana-infected
erythrocytes exhibat

ﬂums: Ence Lntenglt].r

Malana-intected erythrocytes

®
E?EJ

&
Human Blood & Cell microarray chip Microarray scanner
Izolation of erythrocyte (Confocal laser system) ,

Fluorescence image Smglt—ull analysis

Erythrocytes (=2, 700 0007 are Deetection of malana-
dispersed on the microarray infected erythrocytes

5 min

10 min
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células no especializadas, que
pueden generar otros tipos celulares

P




Aplicaciones de las celulas madres

e v

Bla=tocstino

Celula somatica

y se activan las matosis
El ndcleo de la celula somatica

=z introduce en =l ok
enuchudo

Calulas macdre ermmbeionarias

cde las geEnes d 5
' g (i

Wi

prartadores ’ -

N activos

L N
& i
3 J!
P caracteristcos L _.;,if.-" ;

R

chiz cirlulas i, S
madre Caluds sormatica
ernbaionanas

T B Transfeccion
e
P X
4 \

i pale Toa D

- e | ! II
reprogramacion | | I
1

ruclear

Proliferscicn
en cultivo

Calulas iPS. Mediante esta técnica de

reprogramacion por transleccion génica,
gue no planiea problemas éticos,

se han conseguido lineas celulares
pluripotentes inducidas humanas
capaces de generar la mayoria de los
lejidos (1), derivadas artificialmente de
una célula adulta gue al pAncipio no era
pluripotencial {=].



1. Obtencion de celulas. Se extroen

aueeratinocitos Elulas de la epadermis)

Midula cues des pricles de donantes.

1. Extraccion de las cobulas
madie hematopoyeticas
de o mieduls dsea.

Biops=ia ol priel

- 2. Cultreo inicial ol cpueeratamooibas.
ey O
&

hulees rmissdre Lers queesratinocibos == ponien o una
hesmat opcepestizas placa oo nutriesvbes cuee Facilitan s
2. Proliferacion crecaniento.

:'f _Eﬂ' e=n cultiva
g _-_"'\“h

1 Trasplante
al paciesnts

A,
®. "y,  Dhseratmsocibos
T e
-H.--- -I

— — — - -
a Gopsorte oe
I.": : —— cexlageno
—_

4. Dentro del paciente

Q—E3—
p i e Loxs cpeerastimmacibos == vuelcan sobire wma mekrie

che: colageno (Componente de e piel) cue
sirve: de sopsorte paaras los cueeratinocitas g los

b

Las celulas misdre Canbulla=
hematopoyeticas da boga sanguinsas

alirmeesmta.
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Estudia el conjunto de proteinas que
_ puede expresar un genoma.

4.* .
| P ‘

~ polipéptido

Lisis,
. Extraccion g #@Rac Digestion Separacion

" ; - 5 et cromato rafica
de proteinas 15 - enzimatica 2& g

lonizacion :
”f Péptidos Espectrometria
de masas

Fraccionamiento,
Reduccion, l

Alquilacic
Muestras quilacion Espoctro MS/MS
de alta resolucion



;POR QUE PROTEOMICA?

La expresion génica determina la produccion de proteinas.

Estructura
Genoma Invariable Funcién

Proteoma ___ Diferente

Modificaciones Madtcacie Rnce
post- — e
Proteina traduccionales o T L"

------- o

-----

.Secuencia de s
aminoacidos

*Plegamiento

®bnA

Secuencia
nucledtidos

1° Transcripcion
2° Traduccion




# Aplicaciones de la proteomica

» Elaboracion farmacos

& Testeo : seguridad
efectos adversos

* Funcionamiento a nivel
malecular

Nutricién

= Marcador molecular:
Diagnastico

= Mecanismo molecular
de unaenfermedad.

# Rutas transduccion de ' —
sefiales
e . ®



Biochip de proteinas

o HDUHU S

proteinarvial Y U

Vouey

predeinalvial

;‘,—l 50 pg " Tn]
v

N muestras

Estandar
Interno

de proteinas
{en oscuridad)

4. Analisis 3. Digitalizacion de
bioestadistico imagenes
M geles bidimensionales




QFUTURO “Nanobiotecnologia”:

"Elaboracion y uso de materiales del tamano del nanémetro.

10 nm 10° nm 105 nm 107 nm 1 nm 10°nm

VIRUS  NANOPARTICULAS
100-200 nm

Celulas sanguineas
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Aplicaciones de la nanobiomedicina:
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