TECNOLOGIA DEL DNA RECOMBINANTE

INTRODUCCION

»Principio 1970-> DNA molécula mds dificil analizar
»Enormemente larga
> Quimicamente mondtona

»Actualmente> DNA molécula mas facil de estudiar
>Es posible separar regiones determinadas del DNA
»Obtenerlas en cantidades prdcticamente ilimitadas
»Determinar su secuencia de nhucleétidos a una
velocidad de varios cientos de nucledtidos al dia.
»Un gen puede ser alterado y transferido a células
en cultivo o a la linea germinal de animales

» Impacto en la biologia celular
»Determinar las funciones de muchas proteinas
> De sus dominios
»Desenmarafiar complejos mecanismos de regulacién
génica en eucariotas
»Disponer de grandes cantidades de proteinas
minoritarias

> A nivel comercial: produccién a gran escala de hormonas
peptidicas y vacunas a bajo coste y trabajo



Etapas principales del desarrollo de la
tecnologia del DNA Recombinante

1869 Miescher aisl6 por primera vez el DNA

1944 Avery demostré que el DNA y no la proteina contiene la
informacién genética

Watson y Crick propusieron el modelo de la doble hélice para la
1953 estructura del DNA, basados en los resultados de rayos X de
Franklin y Wilkins.

Kornberg descubrié la DNA polimerasa I, la enzima que ahora se

1957 utiliza para producir sondas de DNA marcadas

Marmur y Doty descubrieron la renaturalizacion del DNA,
1961 estableciendo la especificidad y la posibilidad de las reacciones
de hibridacién de los dcidos nucleicos.

Alber proporcioné la primera evidencia de la existencia de las

1962 nucleasas de restriccion del DNA, que condujo a su posterior
purificacion y utilizacion en la caracterizacion de la secuencia del
DNA por parte de Nathans y H. Smith

1966 Nirenberg, Ochoa y Khorana dilucidaron el cédigo genético

1967 Geller descubrio la DNA ligasa, la enzima utilizada para unir
fragmentos de DNA.

Se desarrollaron las técnicas de clonaje del DNA en los
laboratorios de Boyer, Cohen, Berg y colaboradores, en la

1972-1973 Universidad de Stanford y en la Universidad de California en San
Francisco.
1975 Southern desarrollo la hibridacion y transferencia sobre gel,
para la deteccidn de secuencias especificas de DNA
Sanger y Barrell y Maxam y Gilbert desarrollaron métodos
1975-1977 . e
rdpidos de secuenciacion del DNA
Palmiter y Brinster produjeron un raton transgénico; Spradling
1981 1982 . ; : (0
y Rubin produjeron moscas del vinagre transgénicas.
1985 Mullis y colaboradores inventaron la reaccién en cadena de la

polimerasa (PCR, de Plomerase Chain Reaction)



Tecnologia del DNA Recombinante

Utilizacion de
nucleasas de
restriccion

Secuenciacion

Hibridacion de los
dcidos nucleicos

Clonacion del DNA

Ingenieria génica

Rotura especifica del DNA, facilita enormemente el
aislamiento y la manipulacién de los genes individuales

La secuenciacién rdpida de todos los nucleétidos de
un fragmento purificado de DNA, hace posible
determinar los limites precisos de un gen y la
secuencia de aminodcidos que codifica.

Hace posible localizar secuencias determinadas de
DNA o de RNA, con una gran exactitud y
sensibilidad, utilizando la capacidad que tienen estas
moléculas de unirse a secuencias complementarias de
otros dcidos nucleicos.

Se puede conseguir que un fragmento de DNA se
infegre en un elemento génico autoreplicante
(plasmidos, virus) que habita en una bacteria, de tal
manera que de una molécula de DNA puede ser
reproducida generando muchos miles de millones de
copias idénticas.

Se pueden alterar secuencias de DNA produciendo
versiones modificadas de los genes, los cuales se
pueden reinsertar en células u organismos.



Endonucleasas de restriccion

>Los genes no son entidades independientes
»Regiones de una molécula de DNA de gran tamafio

»Fragmentacién mecdnica al azar
> Trozos pequeiios
»Un fragmento que contenga un gen aislado serd
uno entre cientos de miles

> Solucion: endonucleasas de restriccion
»W. Arber, H. Smith y D. Nathans finales 60
»Bisturies de exquisita presicidn
»Reconocen secuencias especificas en el DNA de

doble hélice
»Cortan ambas hélices en lugares concretos

»Procedencia
»Encontradas en gran variedad de procariotas
»Funcion bioldgica > destruir moléculas de DNA extranas
»Los centros reconocibles propios estdn metilados
»Reconocen secuencias especificas de 4-8 pares de bases

>Palindromo
»Palabra o frase que se lee igual de izquierda a derecha,
que de derecha a izquierda:Radar, anilina, Ddbale arroz a
la zorra el abad

()

TTAGCACGTGCTAA
W 1 1 1 17171

S I I I N N
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Enzimas utilizados en la tecnologia del DNA recombinante

Endonucleasa de restriccidn del tipo
IT

Romper DNA por secuencias
especificas

DNA ligasa

Unir dos moléculas o fragmentos

DNA polimerasa I
(&€ coli)

Rellenar los huecos de DNA diplex
mediante adicién escalonada de
nucledtidos en el extremo 3'

Transcriptasa inversa

Hacer una copia de DNA a partir de
una molécula de RNA

Polinucleétido quinasa

Afadir un grupo fosfato al grupo OH
del extremo 5' de un polinucleétido
para marcarlo o para permitirle la
ligacion

Transferasa terminal

Afiadir colas homopoliméricas al grupo
OH del extremo 3' de un ddplex lineal

Exonucleasa ITI

Eliminar residuos nucleotidicos del
extremo 3' de una hebra de DNA

Exonucleasa del bacteriéfago A

Eliminar nucledtidos del extremo 5' de
un ddplex para exponer los extremos
3' monohebra

Fosfatasa alcalina

Eliminar fosfatos terminales de
extremos 5' 0 3', 0 de ambos



»Mads de 90 enzimas de restriccion purificadas y caracterizadas
»Nombre-> abreviatura tres letras que se refiere al organismo,
seguida de un ndmero romano

»EcoRI > Escherichia coli

»HIndIII > Haemophilus influenzae

»HaeIII > Haemophilus aegyptius

»Fragmentos de restriccion - Fragmentos de DNA generados
por una determinada enzima de restriccion
»Mapa de restriccion

»Tratamiento de una molécula de DNA con diferentes
nucleasas de restriccion

»Comparando los tamafios de los fragmentos de
restriccion de una regién determinada

>Refleja la disposicion de secuencias de nucleétidos
especificas
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Endonucleasas de restriccion tipo IT

Cortan el DNA en
secuencias de bases
palindromicas

Secuencias de reconocimiento para algunas endonucleasas de

restriccion tipo IT

1 ‘
BamH} (5)GGATCC (39
CCTAGG
; 1
| .
Clal (5VATCGAT (39
TAGCTA
I
EcoRl (BIGAATTCI(3)
CTTAAG
l
EcoRV (5YGATATC(3)
CTATAG
1
le
Haelll (81GGCC (37
CCGG
=t
1

Hindl

Matl

Pt

Peull

Tth111l

(57T AAGCTT (3
TTCGAA
T

BTGCGGECCGC I3
CGCCGGCG
T

s
(5 CTGCAGI3')
GACGTC
Tir
L
(5TCAGCTG I3
GTCGAC
f

l
(BYGACNNNGTC (39
CTGMNNNCAG
T

>Flechas: enlaces fosfodiéster hidrolizados por cada endonucleasa

de restriccion.

> Asteriscos:las bases que estdn metiladas por la correspondiente

metilasa (si se conoce).
>N representa cualquier base.



Rotura de moléculas de DNA en fragmentos reproducibles
mediante endonucleasas de restriccion

Sitio de Secuenc'ia'de Sitio de
rotura econocimiento potyrg
v - *
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>Los enzimas de restriccion sélo reconocen y cortan secuencias
especificas.

»>Generan extremos cohesivos (con monocadenas) o extremos romos.

>La rotura del DNA produce una serie caracteristica de fragmentos, y
estos se pueden ligar a otros DNA, como el vector de clonacién cortado
(plasmido).

>La reaccién de ligacién estd facilitada por el apareamiento de extremos
cohesivos complementarios, y los fragmentos de DNA con extremos
choesivos diferentes (no complementarios) no suelen ligarse.



Policonector

Pstl HindIll BamHI Smal

AATTCCTGOAGAAGCTTCCGGATCCCCGEE
GGACGTCTTCGAAGGCCTAGGGGUCCCTTAA

Policonector sintético

DNA
ligase
Vector de clonacidn

;plasmidico cortado con
EcoRT

»Conector-> Fragmento de DNA sintético que contiene la secuencia de
reconocimiento para una endonucleasa de restriccién.

»Policonector-> Fragmento sintético que contiene secuencias dianas
para varias endonucleasas de restriccion.



Separacion de DNA de diferentes tamaiios

»Electroforesis en gel
>Poliacrilamida - fragmentos menores de 500 pb
»Diluciones diluidas agarosa
»>Electroforesis en gel de campo pulsante

> Visualizacién
»>Colorante bromuro de etidio
»Marcaje radiactivo (32P) antes de electroforesis
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Secuenciacion del DNA

>Determinacion de la secuencia exacta de un dcido nucleico
»A. Maxam y W. Gilber >Por hidrélisis quimica especifica
»>Hebra de DNA marcada en el extremo 5' con 32P

5'-32P-GCTACGTA-3'

Ruptura en A: 32Pp_G6CT
32p-GCTACGT
Ruptura en G: 32Pp_G6CTAC
Ruptura en C: 3%p_@
32p-GCTA
Ruptura en T: 32p-GC
32P-GCTACG

»Autoradiograma—> muestra un conjunto de bandas sobre
el cual se puede lee directamente la secuencia

»Método del didesoxi de Sanger = Por interrupcién controlada de la
replicacidn
> Se copia una secuencia de DNA de una hebra utilizando la
DNA polimerasa I
»Cebador complementario
»Medio contiene
»Los cuatro desoxirribonucleétidos trifosfato
(marcados)
»Los andlogos 2',3'-didesoxi-> carecen del grupo
hidroxilo en 3' > no se forma enlace fosfodiéster
»Fragmentos distinta longitud con andlogos didesoxi
extremo 3’



Secuenciacion DNA método Sanger
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Secuencia de la
hebra
complementaria



Técnicas de las huellas de DNA
(DNA footprinting)

regidn del DNA protegida por la
proteina que se une al DA
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ROTUARA ALEATORIA POR UNA NUCLEASA O
POR DESMATURALIZACION ¥
SEPARACION POSTERIOR DE LAS CADENAS

"

J

familia de moléculas de DNA de una sola cadena,
marcadas en su extremo §°

l SEPARACIGN POR ELECTROFORESIS EN GEL

"huella” en la
que no se abserva
fragmentacitn

T

i
RRRE 31117 T

S e |
huealla

sin la proteina

con la proteina




Hibridacion de acidos nucleicos

Especnel i EspecneZ

Mezcla 'y
enfriamiento

h%:, Ddplex de la
wa . Especie 1
= ey Ddplex de la

Duplex hibrido 1 E _ Especie 2

Northern y Southern

RNA o DNA

Marcadores de e
tamafio Gel de =
agarosa -
1. Acidos nucleicos separados de acuerdo
con su tamafo, mediante electroforesis
en gel de agarosa o
2. Acidos nucleicos transferidos a un

papel de nitrocelulosa por succion del
tampon a través del gel y del papel

3. Membrana con los dc. Nucleicos
hibridados con la sonda marcada
4, Revelado mediante  métodos de

deteccidn especificos del marcaje pae



Clonacion de DNA

Cromosoma
eucariotico

Vector de
clonacion .
(plasmido) '\ .

Rotura con endonucleasa

Rotura con
endonucleasa de restriccion, separacion
de restriccion de |OS fr‘agmem‘os

l DNA ligase
Vector
Jrecombinante

Transformacion
l de la célula
bacteriana huésped

.-'_'.l Wi
3 |
L |

4

Propagacion celular



Tipos de vectores de clonacion utilizados en E.coli

Plasmidos:
modificados por
técnicas de
DNA

recombinante

Bacteriéfago A

Césmidos,
construidos a
partir de los
pldsmidos y de
genes de A

Transformacion; las
células se vuelven
competentes para

incorporar el pldsmido
recombinante; una vez
transformadas, las
células se seleccionan
mediante un marcador
seleccionable

Infeccidon con fagos;

posterior al
empaquetamiento in
vitro del vector
recombinante en

particulas de fago

Cualquiera de  los
métodos  anteriores,
dependiendo del
tamafio del fragmento
del DNA insertado; los
fragmentos largos
necesitan el
empaquetamiento en A
in vitro

Replicacidn del

pldsmido

Replicacion del fago

Replicacioh a modo
de pldsmido

Hasta
15.000 pb

Hasta
23.000 pb

Hasta
45.000 pb



»Plasmidos> Moléculas de DNA circular que se replican aparte del
cromosoma bacteriano

» Tamafo entre 5.000 y 400.000 pares de base
»Transformacion>Proceso por el cual se introduce un pldsmido en la
célula bacteriana.

»Incubacion células y plasmidos a 0°C en soluciéon de

Cl,Ca.

»Choque térmico (37-45°C)

»Plamido seleccionable >Pldsmido que contenga un gen que la célula
huésped necesite para crecer bajo ciertas condiciones.
>El gen es generalmente el de resistencia a un antibiético> Sélo
aquellas células que hayan sido transformadas por el pldsmido serdn
resistentes al antibidtico y podrad crecer en presencia del mismo.
»Caracteristicas importantes de un vector de clonacion plasmidico
»Necesita un origen de replicacion-> propagar el plasmido
y mantenerlo a nivel de 10 a 20 copias por célula.
»Genes que confiere resistencia a antibioticos> permite
la seleccion
»Varias secuencias Unicas de reconocimientos para
diferentes endonucleasas de restriccié ->generar sitios
por donde se puede insertar las secuencias fordneas de
DNA
» Tamaiio global pequefio> facilita la entrada del pldasmido
en la célula



Plasmido pBR322

> Algunos sitios de restriccion importantes
>Genes de resistencia a antibiéticos
>El origen de replicacidon (ori).

EcoRI

Resistencia a

Resis‘rgqgia a la tetracilina
la ClmpICIIInCl (1.61.12)
(ampR)

Origen :

de replicacidn B

(orv)



Clonacion de un DNA foraneo en E. coli con pBR322
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>Bacteriofago A
» Permite clonar segmentos de DNA mads largos
» Caracteriticas del genoma del fago:

»  Alrededor de un tercio del genoma no es
esencial> permite reemplazarlo por DNA
fordneo.

»  El DNA se empaqueta en particulas de fago sdlo
cuando ftenga un tamafio entre 40.000 y 50.000
pares de base.

»Empaquetamiento in vitro> Cuando los fragmentos de DNA
fordneo de tamafio adecuadose han ligado a los fragmentos del
fago> DNA recombinante se empaqueta dentro de particula de
fago al afiadir extrato crudo de células bacterianas( que contienen
todas las proteinas necesarias para ensamblar un fago completo)

»Cosmidos>Pldsmidos recombinantes que combinan caracteristicas
dtiles de pldsmidos y del bacteriéfago A.
»Permite la clonacién de fragmentos mds largos
»Moléculas de DNA pequeiias (5.000 a 7.000 pb)
»Caracteristicas:
»Origen de replicacion plasmidico
»Uno o mds marcadores seleccionables
»Un ndmero de sitios de restricciéon Unicos donde se
puede insertar el DNA fordneo
»Un sitio cos> Una secuencia de DNA del bacteriéfago
A que se necesita para el empaquetamiento.

»No contienen ningdn gen mds del bacteriofago
»Se propaga en E. coli como un pldsmido



Vectores de clonacion del bacteriofago A
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Clonacion con céosmidos

Cloning sites
(includes lacZ)

F plasmid
par genes

restrlctmn
endonucled%e

P

d %
0 h |
K %
| |

\.' 6ran fragmento
) ) de DNA fordneo
con extremos
cohesivos

. :'f Césmido
\recombinante

Agar conteniendo cloranfenicol

y substrato para B- Seleccién de las células
galactosidasa lr‘esistentes a cloranfenicol

Colonias con césmidos
recombinantes (blancas)



>Libreria de DNA-> Una coleccion de los fragmentos derivados del
genoma de un organismo determinado insertado, uno por uno, en un
vector de clonacién.
»Rotura del DNA purificado del vector con una enzima de
restriccion.
»DNA gendmico a clonar se reduce a fragmentos de tamafio
apropiado por una enzima de restriccién (la misma que el
vector).
» Separacion de fragmentos (centrifugacion isopicnica)
»Mezcla de fragmentos con el vector linearizado y ligacidn.
» Transformacion de células bacterianas o empaquetamiento
en particulas de fago.
»Resultado-> gran poblacién de bacteria o fagos, siendo cada
uno de ellos portador de una molécula de DNA diferente.
>Libreria genémica> Prdcticamente todo el DNA gendmico
estara representado en la libreria.

>Libreria de cDNA-> Libreria de DNA mds especializada, sdlo
incluye aquellos genes que estdan siendo expresados en un organismo
determinado e incluso ciertos tejidos o células.
> Se extrae mRNA total del organismo
»Se produce DNA complementario (cDNA) mediante la
transcriptasa inversa.
»Los fragmentos de doble hebra se insertan en un vector
adecuado y se clonan.



Libreria de cDNA

AAAAAAAA|

El mRNA molde se hibrida a un
cebador (oligo dT) sintético

AAAAAAAA|

FTTTTTTTT

La transcriptasa inversa y los dNTP
producen la cadena complementaria

AAAAAAAA|

ZTTTTTTT|

Se degrada el mRNA
con dlcali

TTTTTTTT)

Duplex DNA

DNA polimerasa Iy dNTP
dan DNA de doble cadena

AAAAAAAA|

TTTTTTTT|




Identificacion de un clon con el fragmento de DNA deseado

— Placa de agar con colonias de

~—%__ = bacterias transformadas
L )
e .- --- = '___-.-_':.
' Se presiona con un papel
}  denitrocelulosa sobre la
- ~._ placa deagar
¢ x
- .
d B .
" - Papel de nitrocelulosa
v

El tratamiento con dlcali rompe las
! células y expone el DNA
desnaturalizadoca de agar

a '\.. By,
# # -~ DNA unido al papel
I
N, W i e
: Sonda de DNA marcada radiactivamente
| V_t Incubacion del papel con la sonda
~% = radiactivay posterior lavado
@ Sonda hibridada con las
¥ % | colonias de interés
., > H \'
”
Exposicion #
del papel a \
la pelicula

de rayos X



»Amplificacion de una secuencia de DNA especifica
»Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

»Cebadores: Sintesis de dos oligonucleétidos
complementarios a una una secuencia corta de una cadena
del segmento de DNA deseado.
»Desnaturalizacion del segmento deseado—> separacidn
de las dos cadenas por calentamiento (95°C)
»>Enfriar, anadir los cebadores—> hibridan
> Anadir DNA polimerasa resistente al calor-> Tagl
»Afadir los cuatro desoxinucledtidos trifosfatos—>
replicacion selectiva del segmento de DNA cebado.
»Repeticion del proceso 25 o 30 ciclos - amplificacién
del segmento.

»Suficientemente sensible para detectar incluso una dnica molécula
de DNA de casi cualquier muestra.
»Clonar fragmentos de DNA de momias
»Restos de animales extinguidos como el mamut lanudo
»Herramienta en la medicina forense
»Deteccidon de infecciones viricas antes de que causen
sintomas
»Diagndstico prenatal de enfermedades genética



Amplificacion de un fragmento de DNA mediante PCR

@ e

Region de DNA a

amplificar

!

—

5IE - b

OCalentar para separar las cadenas
®Enfriar, afadir los cebadores
oligonucleétidos sintéticos

©Afadir la  DNA polimerasa
termoestable para catalizar la
sintesis de DNA en direccién 5'>3'

Repetir los pasos © y®

La sintesis de DNA (paso ©) esta
catalizasa por la  polimerasa
termoestable (todavia presente)

Repetir desde los
pasos @ a ©

Después de 25 ciclos la secuencia diana
se ha amplificado una 106 veces



»Nueva arma para la medicina forense
> Tradicionalmente> toma de huellas dactilares
»Ahora-> Huella dactilar del DNA o registro o perfil del DNA

>Polimorfismo de secuencias—> pequefias diferencias secuenciales
que se da entre individuos una vez cada pocos cientos de pares de
bases de promedio.

>Polimorfismo en el tamafio de los fragmentos de restriccion o
RFLP>Algunos cambios de secuencias afectan a dianas de
restriccion> originan diferencias en los tamafios de ciertos
fragmentos de DNA digeridos con un enzima de restriccion, en
individuos distintos.

»Deteccion de RFLP por Southern blotting

»Las secuencias de DNA gendmico usadas en este test son
regiones que contienen DNA repetitivo, comunes en los genomas
de eucariotas.

»El ndmero de unidades de repeticion varia de un individuo a otro
(excepto en gemelos idénticos)

»Usando una sonda apropiada> bandas distintas para cada
individuo ensayado. Usando varias sondas—> test selectivo,
pudiendo indentificar un individuo entre toda una poblacidn.
>Necesita muestra fresca de DNA y mayor cantidad de DNA del
que hay en la escena del crimen.

»Aumentar la sensibilidad-> acoplado a la PCR.
»Huellas dactilares de DNA de:
»Un pelo
»>Pequefia muestra de semen
»Muestras de un mes e incluso afios

»Utilidad en construir pruebas decisivas en tribunales de todo el
mundo



Método dde transferencia Southern aplicado a la
determinacion de la huella dactilar de DNA

DNA cromosémico
(p.ej. sospechoso 1)

Rotura con endonucleasas
de restriccion

{\l*; 2%’ Fragmentos de DNA
o gl N
Separacion de los fragmentos por
electroforesis en gel de agarosa

(sin marcar)

., Sonda marcada
N radiactivamente
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Desnaturalizar el Incubar con la Exponer el papel
DNA y fransferir sonda y posterior a una pelicula de
a papel de lavado rayos X
nitrocelulosa



Productos de la tecnologia del DNA recombinante

»Expresion de los genes clonados

> Alteracion de los genes clonados > Mutagénesis dirigida
»Clonacion en plantas mediadas por pardsito bacteriano
»Clonacion en células animales > Terapia génica
»Implicaciones de esta tecnologia

»Expresion de los genes clonados:
»>Fin de clonar un gen es obtener su producto.
»Proteinas de gran interés para propésitos comerciales,
terapéuticos e investigacion.
»Vectores de expresion> Vectores de clonacion que contienen
las sefiales de transcripcion y transduccion necesarias para
regular la expresion de un gen clonado.

»Mutagénesis dirigida:
> Alterando la secuencia de DNA de un gen clonado codificante
para una proteina se puede cambiar la estructura de la misma.
»Utilizado para investigaciéon de estructura (plegamiento) y
funcién de proteinas.
»Uso comercial > fabricar proteinas con actividad incrementada
o con funcionalidad en ambientes extremos de alta temperatura,
disolventes orgdnico o pH extremos.

»Clonacion en plantas mediada por parasitos bacterianos:
»Enorme potencial en agricultura - cosechas mds productivas y
abundantes, resistentes a plagas de insectos, enfermedades, frio
y sequia.
>Las plantas fértiles de algunas especies se generan a partir de
una Unica célula transformada—> el gen introducido se transfiere
a generaciones sucesivas
»Dificultad> No se ha encontrado un pldsmido natural en
plantas
» Agrobacterium tumefaciens - bacteria que invade a la planta
por las heridas



Productos de la tecnologia del DNA recombinante

>Clonacion en células animales > Terapia génica
» Transformacion de células animales - importancia para el
avance del conocimiento estructura y funcién genoma animales,
generacion de animales con caracteres nuevos.
»Necesita una fuente de células individuales - cultivo celular.
»Métodos para introducir DNA en una célula animal:
> Asimilacion espontanea->Precipitacion del DNA con
cloruro de calcio o electroporacion (convertir las células
transitoriamente permeable al DNA por exposicion a
breves pulsos de voltaje.
»Microinyeccion>Inyeccién directa del DNA en el nicleo
de la célula con ayuda de una aguja muy fina.
»Vectores viricos> Virus eucariéticos modificados
integran a veces su DNA en el cromosoma de la célula
huésped.

»Problemadtica:
»Insercion del DNA fordneo en el cromosoma en localizaciones
al azar.
»Integracion perjudiciales debido a que se producen en genes
esenciales, rompiendo su mensaje.
»La expresion de un gen integrado depende de la posicién de
integracion > La tfranscripcion no es igual de efectiva en
cualquier lugar del genoma.
>El tipo de célula a transformar:
»Lineas germinales> La alteracion se propaga sucesivas
generaciones
»Células somdticas - La alteracion afectard dnicamente al
animal tratado.

»Animales transgénicos - Cuando una transformacion eficiente, con
integracién cromosomica, mediante microinyeccién de DNA se realiza
en el ndcleo de huevos de ratén fertilizados.



Clonacion en células de mamifero con vectores retroviricos

Genoma retroviral (RNA monohebra)
LTR[ #| gag |  pol | env | [LTR|

La transcriptasa inversa convierte
el genoma de RNA en DNA de doble
cadena
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Productos de la tecnologia del DNA recombinante

Planta de fabaco que expresa el
gen de la luciferasa de luciérnaga

Plantas de tomate manipuladas
genéticamente para ser
resistentes a algunas larvas de
insectos

Clonacion en ratones. Ratén que se
le ha introducido el gen de la
hormona de crecimiento humana




Productos de la tecnologia del DNA recombinante

Implicaciones de esta tecnologia



