Aplicaciones de la Biologia Molecular
Parte Ill. Ingenieria Genética

Seleccién mediante
genética tradicional
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IWOULD YOU BUY/ GROW
A GMO TOMATO?

GMO: Organismo genéticamente modificado



Ingenieria Genética

Pldsmido:
Molécula de DNA circular de doble cadena
extracromosomal

Origen de Replicacién propio

Propicia la multiplicacién del plasmido
independiente de la replicacion
bacteriana

Aat |

Marcador de seleccién
Permite la seleccidn de bacterias
transformadas con el pladsmido

Sitios reconocidos por enzimas de
restriccion:

Secuencias Unicas para varias enzimas
de restriccion comunes

Puede aceptar fragmentos
de hasta 12 000 pb
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Pstl Hindlll BamHI Smal

Plasmido modificado Bt Ao \\ _Psl _Hindlll BamHI Smal_
(recombinante) /-\ Enzyme cut —pM¥, A G GACGTCTTCGAAGGCCTAGGGGCCCTTAA
Plasmid

/\J/ / / )) Synthetic polylinker

Gene of interest
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1. Cortar con las enzimas Gene for
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de restriccién e Y DNA
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fr ment d DNA de ‘ \ ‘ Plasmid cloning vector
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2. Mezclar en presencia \\/

de Ligasa o :
Modified plasmid
(c)

3. Transformar bacterias

Sitios de clonacién miltiple MCS:
Secuencias Unicas para varias
enzimas de restriccibn comunes

4. Seleccionar por
marcador
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Clonacién de fragmentos amplificados por PCR

Clonacidn clasica (enzimas de restriccion / ligasa)

Mix
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- Backbone
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Clonacion con Topoisomerasa
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Clonacion con Recombinasa

attL

Lambda phage
attP
m E. coli genome

attB

Integration ll Excision

Lambda phage attR

Plasmids 101: A Desktop Resource (3" Edition)



Ingemerla Genética Plasmidos que tienen un MCS en gen LacZ

Requlacia L
Seleccién de colonias transformadas (depende de (Regulacion Operon Lac)

caracteristicas del pldsmido utilizado)
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Diseino de cebadores para PCR cuando el fragmento sera usado en clonacion
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Bibliotecas de Fagos Biblioteca gendémica Biblioteca de cDNA

Target DNA chromosomal DNA

—gene A — gene B / \ —gene A— gene B
Digest with — W NARNRRRNRN] LT [ (NARRRRRNAN] 1L
etiction SHEVTE R m L g s
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* exon intron nontranscribed TRANSCRIPTION
DNA
DNA recombination,

RESTRICTION NUCLEASE DIGESTION RNA
/ packaging, assembly \ - ]
' transcripts

RNA
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DNA fragments ' SPLICING
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DNA CLONING

A 4 A 4 v v v REVERSE TRAN?CRIPTION AND DI;IA CLONING

Infect E. coli

Cada Fago lleva un fragmento de DNA it} oo R oy
(13-20 kb) m |||||= ﬂ”"'

Se identifica el fago con DNA de interés por
hibridacién con Sondas o PCR.

genomic DNA clones in genomic DNA library cDNA clones in cDNA library

Promotores + exones + intrones Solo exones




Transformacion en celulas eucariontes

Biobalistica
DNA-coated
Projectile tungsten
gun

4

Transformacion directa

T

Transgene

Microinyeccion

Virus

Métodos de transfeccién
Permeabilizacion quimica de
las membranas
Electroporacion
Liposomas

Vectores
Vectores derivados de virus
animales
SV40
Retrovirus
Vacuna
Plasmidos

Métodos de seleccion
Deteccidn de actividades
enzimaticas
Resistencia a inhibidores
Resistencia a antibidticos

Integracion dirigida (CRISPR-Cas)




Para que la expresién de transgenes sea estable
DEBE insertarse en el GENOMA

Mouse Plasmidos con A Regulacion
Cytokinin

Funcion
L ocalizacidn

Left Border

metallothionein o ovon Promotor inducible , Interacciones
promoter . Auxin Opine
\ _— Intron para Animales,
Plantas 6 Levadura T-DNA Region ‘
Right Border

En plantas se utiliza el pladsmido

Activated . . .r .

by Cd2* Rat growiih- Ti Plasmid modificado dg A. tumefacrens que
hormone modificado Opine es una bacteria que infecta de
gene Catabolism/- | manera natural a muchas plantas
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Origin of

Virulance
Region
Replication

se eliminan algunas (ORI)
regiones

Plasmidos con genes REPORTEROS
para estudiar promotores

R X JUTR X

Promotor del gen X | Gen reportero

El resto de caracteristicas de los vectores de expresion son similares

Luciferasa
Proteina verde fluorescente (GFP)

Beta-glucoronidasa




Clonacién de organismos o células
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Purified RNA +=+++..
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