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Transformacion

Incorporacion de ADN desnudo en una célula. Mechanisms of horizontal gene transfer

TRANSFORMATION Introduction, uptake and expression
of foreign genetic material
O El ADN debe estar altamente purificado. .
Existe un punto de saturacion en la concentracion de
9 ADN, agregar mas no siempre da mas colonias vy CONJUGATION Transfer of DNA via a plasmid from
;e / a donor cell to a recipient cell
puede ser toxico para las células. Generalmente se
usan 1-10 ng de plasmido para transformar células ) @'5
comerciales. '
TRANSDUCTION Bacterial DNA is moved from one
El ADN transformado debe portar un gen de bacterium to another by a virus
9 seleccion (resistencia a antibidticos) para ey
establecerse, sino se pierde en las divisiones & e

celulares siguientes.




Organismos transformables y sus aplicaciones
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Transformacion en bacterias

Debemos distinguir la transformacion natural de la transformacion artificial

Transformacion natural

Sucede en la naturaleza, con las bacterias
en estado de competencia

Competencia: es un estado fisiologico
inducible regulado por genes
cromosomicos (genes com), expresados
coordinadamente por condiciones
particulares (densidad del cultivo,
temperatura, nutrientes, etc).

Mecanismo que sirve a las bacterias para
aumentar su pool de genes creando
nuevas combinaciones (obtencion de
nutrientes, reparacion del ADN)

El ADN que ingresa se integra al
cromosoma mediante recombinacion
homaloga.

Transformacion artificial

Procedimiento inducido en el laboratorio para
objetivos de ingenieria genética.

Competencia: no es natural; se induce mediante
meétodos fisico-quimicos (g. CaCl2 o pulsos
electricos).

Permite el clonado de ADN recombinante vy
propagacion de plasmidos.

La entrada del ADN es forzada a traves de poros
temporales en la membrana/pared celular.

El ADN que ingresa generalmente se mantiene
como un plasmido extracromosomico (autonomo),
aungue puede integrarse si se busca estabilidad a
largo plazo.

Escherichia coli (Mandel e Higa, 1970), Salmonella,
Pseudomonas.
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Bacterias usadas en transformacion
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Bacterias Gram Positivas (+)

—_—

Bacillus subtilis, Streptococcus pneumoniae. s
(Membrang

Utilizan un complejo de proteinas (pseudopilus) que atraviesa la externa)

gruesa capa de peptidoglicano. -

»
Se une a ADN de doble cadena (dsDNA) en la superficie, una Periplasmic
hebra es degradada por nucleasas mientras la otra (ssDNA) FR Peptidoglycan

ingresa al citoplasma. ;z ZE EE zz ZE ;E zz ;Z ZE E{ ZE EE K ZE ZE ;E K ZZ

. : , > M
La hebra que ingresa es protgglda por proteinas dg urjllon a (Membrana
sSDNA para evitar su degradacion antes de la recombinacion. interna) m

Cellular

Membrane Inside

Escherichia coli

Bacterias Gram Negativas (-)
e Muy usada en técnicas del ADN recombinante,

Haemophilus, Neisseria, Acinetobacter. Mmantiene los plasmidos de forma estable y es de
(Barrera adicional), el ADN debe atravesar primero Ia rdpida division.

membrana externa para llegar al periplasma.  No posee los genes de competencia (genes com)

El dsDNA entra al periplasma a traves de estructuras tipo expresados de forma activa, no se considera

poro. naturalmente competente.

LlLuego una hebra se degrada y la restante ingresa al e En 1970, Mandel e Higa descubrieron que tratando a
citoplasma. E. coli con cloruro de calcio (CaCl2) y dandole un
choque térmico, se volvia competente.
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Flujo general de la transformacion bacteriana

Cultivo: cultivo de bacterias (gj. E. coli) en fase exponencial temprana, donde las
células estan metabdlicamente activas y sanas.

Obtencion de células competentes: las bacterias se someten a un tratamiento
(quimico o fisico) que altera sus membranas para permitir la entrada de ADN
externo.

Incubacion con ADN recombinante: se mezcla el ADN (plasmido conteniendo gen de
resistencia a antibidtico) con las células competentes. Aqui ocurre la union fisica del
ADN a la superficie celular.

Induccion de la entrada (pulso): se aplica un estimulo (choque térmico o pulso
eléctrico) para que el ADN atraviese la pared y las membranas celulares.

Recuperacion: se incuban las bacterias en medio liquido sin antibidtico a 37°C. Esto
permite que la bacteria se recupere del estrés y comience a expresar los genes de
resistencia del plasmido.

Siembra y seleccion: las bacterias se siembran en placas de agar con el antibiotico
correspondiente. Solo aquellas que incorporaron y mantienen el plasmido podran
crecer y formar colonias.

Células competentes

Plasmido o vector

Fenotipo



Metodos de transformacion (artificial)

1. Se parte de un cultivo de E. coli crecido hasta fase exponencial de crecimiento.

Méetodo quimico (CaCl2 + choque térmico)

2. Centrigugacion del cultivo y lavados con cloruro de calcio
0.1IM.

3.Bacterias en cloruro de calcio O. 1 M se incuban con el
ADN plasmidico en hielo. Los iones Ca2+ neutralizan las
cargas negativas de los fosfatos del ADN vy los fosfolipidos
de la membrana, facilitando el acercamiento.

4. Choque térmico (heat shock): despolariza la membrana,
libera lipidos y forma poros. Disminuye el potencial de
membrana a un valor muy bajo. El ADN pasa a traves de
los puntos de contacto entre ME y MI. 0°C - 42°C 90
seg - 0°C

5. Volver a 0°C restablece el potencial de membrana a su
valor inicial (breve incubacion en hielo).

Electroporacion (metodo fisico)

2. Centrifugacion del cultivo y lavados con agua destilada
estéril o soluciones de glicerol al 109%b6 (crioprotector)
muy frias (O°C).

3. Se busca eliminar todas las sales y electrolitos del medio
(como el LB). Si quedan sales, al aplicar el pulso electrico

en el paso se produce un arco voltaico (un chispazo) que
mata las bacterias.

4.Se aplican pulsos eléctricos de alto voltaje (kV) durante
milisegundos a la mezcla de células y ADN en un medio
de baja conductividad.

5.El campo eléctrico desestabiliza la bicapa lipidica, creando
microporos transitorios por donde entra el ADN.

6.Luego del pulso, se agrega medio de cultivo a la mezcla, incubacion a 37°C para que

las bacterias se dupliquen vy el plasmido se replique.

7.Siembra en placas con antibiotico para seleccionar las bacterias transformadas.



Método guimico (CaCl2 + chogue termico)

Chemical Transformation of E. coli
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Electroporacion (metodo fisico)

Cell Membrane After Electroporation GOLDB

Electroporation leads to cell membrane
rearrangement, forming small, temporary \ /
pores in the cell membrane.

Plasmid

Extracellular Space

Hydrophilic Heads

N\
|

Hydrophobic Tails

W‘ ‘711

Intracellular Space

Placa de metal

DNA plasmidico recombinante
i gue contiene genes
de resistencia

s

Transferencia de la mezcla

a la cubeta de electroporacion Aplicacion de un breve
chogue electrico (por ejemplo,
,ﬂiﬂ;ﬁ de 1.200 V cada 3 ms)
del DNA Electrodos | '\@ o {J
plasmidico
f Voltaje
El DA entra Las celulas
Electroporador y en la célula transfnrl:nadas
expresan genes
de resistencia

-

Seleccion de un cultivo
o de células de una placa
de antibidtico para
transformarlas en células
que contengan DNA recombinante

Figura 5.4 La electroporacion es una técnica rapida y eficaz para transformar bacterias Durante la
electroporacion se coloca una mezcla de bacterias y DNA plasmidico en una cubeta. Gracias a la aplicacion de un breve chogue
eléctrico a la cubeta el DNA se introduce rapidamente en la célula. Las células que contienen DNA recombinante pueden ser
seleccionadas entonces para ser cultivadas en agar-agar que contenaa un antibidtico u otro componente de seleccion.



Estructura del ADN y cepas para transformar

ADN plasmidico: circular (superenrollado o relajado).

e El ADN superenrollado (miniprep) transforma con mayor eficiencia que €l
relajado o el que ha sido cortado y religado.

e Relacion tamano/eficiencia: a mayor tamano del plasmido, menor es la
eficiencia de transformacion. Plasmidos muy grandes (>15-20 kb) suelen
requerir electroporacion.

e Replicacion autonoma (multiples copias por célula). Se produce la replicacion a

partir de su propio ori.

Cepa receptora:
e hsdR-: mutante en el sistema de restriccion, evita que la
bacteria digiera el ADN entrante

e recA-: mutante en la proteina de recombinacion A, ADN Lineal: fragmentos lineales (ej. productos de PCR).
fundamental para que el plasmido no se integre al

cromosoma ni sufra reordenamientos (episoma estable). Cepa receptora:

e Células ultra competentes: existen cepas comerciales recBCD- y sbcB-: mutantes en Exonucleasa V v |,
preparadas para maxima eficiencia (ej. DHbalpha, TOP10), no degrada el ADN lineal detectado.
vienen con los genotipos hsdR y recA optimizados para recA+: recombinacién activa para que el fragmento

clonado de rutina. se integre al genoma.
Integracion por recombinacion homologa.



Tecno ogl’a del ADN
recombinante, vision
general

Sitio de clonacion
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Eficiencia de transformacion

Quimico

, : 10¢ - 108 UFC/ug de ADN
NUmero de bacterias

transformadas por microgramo e 10-12% bacterias se vuelven competentes
e 0,1-1% de moléculas del plasmido dan

. de ADN.
lugar a una transformante

Electroporacion

10° -10'° UFC/ug de ADN

e 90% bacterias competentes
e 10% de moléculas de plasmido dan una
transformante




Transformacion en \evacuras

(Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris)

cPor quée usar levaduras?

e Sistema eucariota: permiten el plegamiento correcto de
proteinas complejas.

e Modificaciones postraduccionales: glicosilacion, formacion
de puentes disulfuro.

e Sistema secretorio: facilidad para purificar proteinas si se
secretan al medio de cultivo.

Métodos de transformacion

e Quimico (LIAc/PEG): uso de acetato de litio o cesio y PEG
(polietilenglicol) seguido de choque térmico. El LiAc
permeabiliza la pared y el PEG facilita la adhesion del ADN.

e Electroporacion: muy eficiente, similar al protocolo
bacteriano pero ajustando voltajes para la pared fungica.

e Esferoplastos: eliminacion enzimatica de la pared celular
(usando p. ej. zimolasa). Método laborioso, requiere
regenerar la pared post-transformacion.

Electroporation

Yeast
c:.éi)

[~
Plasmid

Electroporation

|

Selection on plate
(antibiotic resistance)

Lithium acetate
(LiAc)

+ PEG and
ssDNA

Heat shock

|

Selection on plate
([amtibiotic resistance)

Polyethylene glycol
(PEG)

Lysis enzyme
C)Q +

|

Protoplasts formation
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Selection on plate
(antibiotic resistance)

Agrobacterium
tumefaciens-mediated
transformation

Agrobacterium with
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Virulence induction
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Yeast and Agrobacterium
co-culture



Plasmidos de levaduras (Y = yeast)

Son vectores hibridos porque tienen secuencias bacterianas para propagarlos en
E. coli y secuencias de levaduras.

e Ylp (integrativo) tienen secuencias de levaduras para integrarse en el genoma por
recombinacion homaologa, no se replica. Propodsito: introducir un gen de interés o
provocar deleciones en un gen sustituyendo por una version delecionada o Seleccidn nutricional vs. antibidtica:
mutagenizada. Estable. Generalmente una copia. a diferencia de las bacterias, en

levaduras se suelen usar
marcadores de auxotrofia (gj.
genes URAZJ, HIS3, LEU2). Se
transforman cepas mutantes que
No pueden sintetizar un aminoacido

e YRp (replicativo): tiene secuencias ARS (Autonomously Replicating Sequence) para
su replicacion. Es inestable, se pierde porque no segrega equitativamente en la
mitosis. Mdltiples copias.

e YCp (centromérico): contiene secuencias de centromero (CEN) y secuencias ARS. . o .
Es mas estable y se mantiene en bajo nimero de copias, mejor segregacion mitdtica. y solo crecen en medio minimo si
incorporaron el plasmido.
e YEp (episomales) tienen secuencias del plasmido de 2 p (plasmido natural de
levaduras), se mantiene como episoma de alto numero de copias. Suele tener
promotores inducibles (GALL, GAL10, PGK).

e YACS (cromosoma artificial): imitan a los cromosomas normales, poseen secuencias
ARS, CEN vy TEL (teloméricas) que le permiten propagarse a ceélulas hijas. Vectores
para clonar fragmentos de hasta 2 Mb.



Transformacion en hongos filamentosos

cPor quée transformar hongos filamentosos?

e Produccion de metabolitos: son fabricas naturales de enzimas, acidos
organicos y pigmentos.

e Michroma: utilizan edicion ingenieria genética para que hongos
filammentosos produzcan colorantes naturales (como rojos y naranjas).

e Secrecion masiva: son muy buenos secretando proteinas al medio,
facilitando el procesamiento downstream.

S Métodos de transformacion

Collection of
spores or
hyphae

e Protoplastos: se utiliza una mezcla de enzimas para digerir la pared celular

st protpis de quitina. Los protoplastos resultantes son ceélulas desnudas muy fragiles
gque se transforman mediante PEG + CaCl2.
/(e e Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation (ATMT): esta

bacteria que infecta plantas tambiéen puede transferir ADN (el T-DNA) a
hongos. Es muy eficiente para hongos con paredes dificiles.

p— e Biolistica: disparo de microparticulas de oro con ADN directamente sobre
Adding DNA, Ca™ el micelio.

ions and PEG




Transformacion en algas

cPor que transformar algas?

e Crecimiento en biorreactores, no compiten con la tierra
cultivable.
e Son muy eficientes fijando carbono (fotosintesis)

e Se puede transformar el nucleo, el cloroplasto o la mitocondria,

cada uno expresa proteinas de forma distinta.
e Produccion de lipidos (biocombustibles), Omega-3 (DHA).

Metodos de transformacion
A diferencia de las bacterias, las paredes celulares de las algas exigen
metodos fisicos.

e Agitacion con perlas de vidrio (Glass Bead Transformation): es el
metodo mas barato y simple. Se agitan las algas con el ADN vy
perlas de vidrio, la friccion crea microfisuras por donde entra el
plasmido.

e Biobalistica: imprescindible para transformar el cloroplasto. Se
disparan microparticulas de oro o tungsteno recubiertas de ADN.

e Electroporacion: muy usada en Chlamydomonas (modelo estandar).

Microalgas

Fermentation process

% I—w—2—

Fish il

|

AlgaPrimer

' Corbion

Marcadores de seleccion:

Resistencia a antibidticos
(zeocina, higromicina), o
rescate metabodlico




Transformacion en plantas

Mejoramiento genético:
e clasico
e transformacion

Clasico: basado en la variabilidad
genética para los caracteres que se
desean mejorar.

Limitacion: reproduccion sexual para
la incorporacion de los mismos
(existen barreras de especies) vy el
tiempo para estabilizar la nueva
variedad (10-20 anos o mas).

Soja de 4 semillas

Transformacion genética:

Permite introducir genes por méetodos no sexuales (no existen barreras de
especies) y aporta variabilidad genética sin alterar el background (se pueden
agregar caracteristicas favorables sin perder las mejoras logradas
anteriormente)

Planta transgeénica: aquella en la cual se ha incorporado un gen por
una técnica no sexual.

Usos:

e |Introduccion de nuevos rasgos, genes de otras especies vegetales, genes
de especies alejadas evolutivamente (hongos, bacterias, virus).

e Silenciamiento: se usa tecnologia antisentido, RNAI para apagar o disminuir
la expression de ciertos genes (g]. para que un fruto no madure rapido).

e Sobreexpresion de genes enddgenos de interes

e Molecular farming.



Conceptos importantes en transtormacion vegetal

Totipotencia: capacidad de regenerar una planta completa a partir de una unica célula (condicion
indeterminada: células meristematicas, células de la corteza, callos, de proliferacion rapida)

Transformacion estable vs. transitoria:
e Estable: el ADN se integra al genoma. El rasgo es permanente y se hereda a la progenie
(semillas). Es la base para crear variedades comerciales y cultivos biotecnoldgicos (GMOs).
e Transitoria: expresion rapida sin integracion, ideal para screening de farmacos o probar si un
promotor funciona.

La secuencia transformada debe contener:
(~) Promotor de plantas:
e Constitutivo: CaMV 35S (el mas usado, de activacion continua).
e Inducible: se activa en ciertas condiciones, estres, luz o quimicos (Estradiol).
e Tejido-especifico: solo se expresa en la semilla o el fruto.
@ Senales eucariotas: poliadenilacion (terminador).
Genes de seleccion (como nptll de resistencia a kanamicina) y reporte (como GUS, da un color
azul, o GFP, de fluorescencia). La seleccion permite que solo crezcan las plantas transformadas,
y el reportero permite ver si entro en la célula.




Meétodos de transformacion en plantas

| | | |

. In planta
Direct * INDIRECT .
. . Transformation
Agrobacterlum tumefasciens
* Meristem
. ;e Transformation
Biobalistica Physical Chemical * NATURAL « Floral dip
. PEG METHODS Method
* Microinjection + Calcium . Acrob . * Pollen
+ Gene gun/biolistic phosphate grobacterium transformation

tumefaciens

Bombardment + Lipofection i * Embryo
* Electroporation : Agrnl?acterl}lm transformation
* Macroinjaction Hhuz'ogemc * Vacuum
+ Silicon fibers ) 'v‘u_'us Infiltration
* Laser beam mediated Floral
* Sonification spray

Estas tecnologias de transferencia de ADN son herramientas fundamentales para dos grandes
estrategias biotecnologicas: la transformacion convencional (para insertar transgenes de forma
estable y al azar en el genoma, GMO) vy la edicion génica por CRISPR/Cas9 (ediciones dirigidas vy
precisas, el T-DNA exdgeno es eliminado luego por cruzamiento, no GMO).




Método de transformacion biologico (Agrobacterium tumertaciens)

Agrobacterium es un fitopatogeno que infecta heridas, transfiere genes propios a la planta y produce una colonizacion
geneética. Alberga el plasmido inductor de tumores (Ti), induciendo agallas en las raices y coronas de numerosas
especies de angiospermas dicotiledoneas y algunas gimnospermas. El crecimiento celular neoplasico, similar a un
tumor, se induce mediante la expresion de los oncogenes que residen en el ADN transferido (ADN-T) transportado
desde estas bacterias al nucleo de la planta y que se integra en su genoma. :

Chromosomo
T TR NUmero de copias: bajo (1 a 3).
0 Integridad del ADN: muy alta (se
@ integra exactamente lo que esta
= entre LB y RB).
netecions

(d)

(a) (b)



p ésmldo Tl (tumor |nduc'ng) en la naturaleza 200-800 Kb, T-DNA: 10-30 Kb. Definido por LB

y RB (secuencias homodlogas de 24-25 pb en orientacion directa)

La transformacion requiere de la presencia de dos componentes geneticos ubicados en el plasmido Ti bacteriano:

Cytokinin

Auxin Opine

T-DNA Region
"\ Right Border

Ti Plasmid

1 El T-DNA: es lo que se transfiere a la planta.

Left Border

tmsly tms2: codifican enzimas que establecen una nueva ruta biosintética de auxina

(hormona vegetal) a partir de triptofano. Opine

Catabolism

tmr: sintesis de citoquininas (hormona vegetal) genes moduladores de la actividad de las i D’ f
egion rigin o

hormonas. Auxina y citoquininas se producen en forma descontrolada generando un tumor. Fogaon

Genes de opinas (nopalina, octopina, etc) 3 oo bt e ORI

sugar phenolics

z Region de virulencia (vir): l | =
SO
Genes Vir: operones A-H, 25 genes, codifican componentes de la maquinaria proteica -
bacteriana que media el procesamiento y la transferencia del ADN-T, su expresion es l @3
inducida por compuestos fendlicos (como la acetosiringona) liberados por plantas heridas. i

VirA: es una proteina quinasa transmembrana ubicada en la membrana interna de la
bacteria. Funciona como un receptor que censa compuestos fendlicos y ciertos azUcares. Al
activarse, VirA se autofosforila y luego transfiere ese grupo fosfato a VirG.

Cyiokinin
auxin

T Virh2
T-complex

apine
utilization

VirG: es el regulador de respuesta. Una vez fosforilado por VirA, actua como un factor de o

permease

transcripcion que se une a secuencias especificas (cajas vir) en los promotores de todos los Agrobacterium Plant cell
demas operones vir, activando su expresion masiva.

il 5 T-DNA
“ integration

and

“ expression



asmido Ti (tumor Inducing)

VirD1: actua como una topoisomerasa/helicasa desenrrollando el ADN vy
permitiendo que VirD2 reconozca las secuencias de los bordes (LB y RB).
Prepara el ADN para el corte.

VirD2: es una endonucleasa critica, participa en la integracion del T-DNA en
la planta. Realiza un corte preciso en la cadena inferior (bottom strand) entre
los nt 3-4 del RB y LB del T-DNA. Tras el corte, VirD2 queda unida
covalentemente al extremo 5" de la cadena sencilla de ADN (ssDNA). Posee
senales de localizacion nuclear (NLS) que guian al ADN dentro del nucleo de
la planta y protege el extremo 5" de la degradacion por exonucleasas.

VirE2: proteina de union a ADN simple hebra, recubre toda la longitud del T-
DNA de forma no especifica. Tiene NLS, protege el DNA de la degradacion.
VirB: (11 proteinas conforman el aparato de secrecion de tipo V), este
complejo forma el canal fisico (pili) a través del cual vigja el complejo T-
DNA/Proteina. VirB4, VirBll son ATPasas que proveen energia. VirBl es
secretada y produce hidrdlisis del peptidoglicano. VirB2, VirB5, Viré y VirB7
son componentes estructurales del T-pilus (filamento flexible =10 nm). VirD4
actla como proteina acopladora.

VirF: permite liberar el T-DNA de sus proteinas protectoras (VirE2 y VirD2)
una vez que llega al nucleo, permitiendo que el ADN se integre al genoma.
Lo hace marcando estas proteinas para su degradacion mediante el sistema
de ubiquitina—-proteasoma del huesped.

2. Sensing plant signals
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sugar phenolics (—/.—— e
l ./I\.t-m Y

S T-DNA
integration

¥ and

Cytokinin “8 expression

auxin

jir

- 1
Virlaz

T-complex
opine
utilization
permease g o
Agrobacterium Plant cell



Sistema de

__—~TDNA —

,/ s

/ Ciytokinin
// Auxin _{,.—-F";I _._-_-':E,M Opine
N LAy

Opine
catabolism

vir Genes

ori replication
stant

Cepa de Agrobacterium

M ™

desarnaado | \ .kl_uin.i*in-
/ b
e

vector binario

Plasmido Ti (tumor
Inducing) salvaje (nhatural)

El plasmido Ti ha sido
modificado y dividido en dos
componenetes - binario

—

Hegion DNA
Ll Forédneo

BI BD
| PlésmidoTi | R

\ sin T-ONA b
\ ) Plasmido
Origen de |\ deE coli
replicacion
Origen de funcional en \\
SO

replicacion — E. coliy en
Agrobacterium

JEN Sy
=
_.-'f --.._. ey ¥ *‘. il
pTi !'| [ [ Vetor
,

Plasmido Ti al ser tan grande es casi imposible de manipularlo y
poco eficiente en transformaciones.

Vector de clonado (o plasmido binario):

e Bordes (LB y RB): secuencias homologas necesarias para que

el ADN se transfiera. Cualquier secuencia entre LB y RB
i entrara a la planta (antes alli se encontraban los genes del
tumor)

e E| gen de interés se clona entre LB y RB.

e Origen de replicacion dual: para replicacion en E. coli y en
Agrobacterium.

e NO tiene los genes vir, por si sélo este plasmido es inerte,
no puede saltar a la planta.

El Plasmido helper (ayudante)

@ e Plasmido Ti (modificado), residente en la cepa de
Agrobacterium que usemos en el laboratorio.
e Tiene la maquinaria de inyeccion (genes Vir).
e Se le han borrado los bordes (LB/RB) y los genes del tumor
(tmsl, tms2, tmr). A esto se le llama un plasmido
"desarmado” (disarmed).
e Provee las proteinas para mover el ADN que esta en el
otro plasmido.



Transformacion estable y transitoria con Agrobacterium
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Se resuspenden los
discos de hojas con el
Agrobacterium llevando
ambos plismidos

¥
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Se incuban 48 hs en
oscuridad para que se
produza la transferencia
del T-DNA

Se pasan a tierra -~ - - &
-

il Fotos: Transformacion transitoria de Nicotiana benthamiana-Infiltracién con un cultivo de
R petenin mimgio Agrobacterium transformado con un vector binario que codifica la proteina GFP (Green fluorescent
antibiético y hormonas protein) que tiene fluorescencia verde. Foto superior derecha: expresion de GFP en citosol. Foto
inferior derecha: expresion de GFP en cloroplastos.

Se pasan a un medio de
enraizamiento

Transformacion estable: Transformacion transitoria (transient):
Se transforman células totipotentes. Mediante La infiltracion es una forma rapida y transitoria de expresar
cultivo de tejidos y seleccion, se regenera una genes en plantas. Aunque el transgén no esté integrado en el
planta completa donde todas sus células genoma puede ser expresado, y podemos detectarlo. Luego no

portan la modificacion. se prosigue con el cultivo para regenerar una planta completa.
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Bombardeo de particulas por ‘gene gun’ o bioba

e Introduce ADN en el nucleo de células y organelas (cloroplastos vy
mitocondrias) por medio de microproyectiles disparados a alta velocidad.

e Se disparan plasmidos enteros o incluso fragmentos lineales. Los plasmidos
sdlo requieren origen de replicacion de E. coli para el clonado. No se e d i
necesita tener bordes (LB/RB) ni genes vir.

e Se requiere promotores vegetales y marcadores de seleccion. embrana tansporiadora

e E| ADN purificado se mezcla y precipita en microparticulas de oro o Particulas recubieras i
tungsteno. Al dispararse, la particula atraviesa la pared celular por rIrTut:'u:.DN —
velocidad. Una vez adentro, el ADN se disocia y migra al nucleo. Tejidos u 6rganos blanco —

e El ADN se integra al genoma mediante mecanismos de reparacion de
roturas de doble hebra (NHEJ) causadas por el mismo impacto. Se
producen micro-heridas y roturas fisicas en el ADN genomico de la
planta.

e Es el unico método efectivo para transformar cloroplastos.

Membranas de ruptura -

NUumero de copias: alto (multiples copias
y arreglos).

Integridad del ADN: variable (el plasmido
puede integrarse roto o truncado).




Transformacion estable y
transitoria con biobalistica

Transformacion estable: tejidos totipotentes

e Callos embriogénicos: masas de células indiferenciadas
crecidas en una placa de petri. Se les dispara y luego
se seleccionan las células que sobreviven con el
antibiotico.

e Embriones inmaduros: comun en cereales (maiz, trigo).
Se extrae el embrion de la semilla y se le dispara
directamente a las células del escutelo (totipotentes).

e Apices meristematicos: se le dispara al meristema para
que las nuevas ramas salgan transformadas.

Transformacion transitoria: hojas o plantas enteras

e Hojas: se le dispara a una hoja joven. Alos 2 0 3
dias, la hoja expresara el gen.

e Es un test rapido, si el gen no se expresa como se
busca, no se intenta la transformacion estable, que
toma mas tiempo.

El dano celular. al ser un metodo fisico, muchas celulas
mueren por el impacto. Hay que encontrar el balance
entre poca presion (no entra el ADN) y mucha presion
(dano al tejido).

Multicopia y arreglos: es comun que se integren muchas
copias juntas, una detras de otra (tandem), o que el ADN
se rompa antes de entrar.

Sitios al azar: si cae en una zona de heterocromatina, el
gen Nno se expresara.

Silenciamiento: al haber tantas copias integradas de
forma desordenada, la planta suele detectar esto como
una anomalia (o0 un atagque viral) y activa el
silenciamiento génico.



ldentificacion y caracterizacion de plantas transtormadas

Marcadores de seleccion: genes que permiten que solo Presencia del gen: insercion y cigosis
la célula transformada sobreviva en un medio de cultivo e PCR: nos dice si el gen esta. La gPCR permite
especifico. estimar el numero de copias.
e Resistencia a antibioticos: el mas usado es nptll e Southern Blot: confirma la integracion fisica en el
(resistencia a kanamicina). genoma Yy cuantas copias reales hay (evita falsos
e Resistencia a herbicidas: permiten que la planta positivos de la PCR).
crezca en presencia de compuestos como el
glifosato o glufosinato de amonio. Expresion del gen:
e Seleccion positiva (sustratos): genes como la e Nivel de ARN: Northern Blot o RT-gPCR.
fosfomanosa isomerasa. e Nivel de proteina: Western Blot (deteccion con
anticuerpos) o ensayos de actividad enzimatica.
Genes reporteros (visualizacion): permiten ver la e Efecto fenotipico: evaluacion de los efectos, por €
localizacion. resistencia a sequia.
e GUS (uidA): ensayo histoquimico, al agregar un
sustrato (X-Gluc), las celulas transformadas se tinen .
de azul intenso, es destructivo. Lineas de tomate & ‘“i ‘
e GFP: se observa bajo luz UV, no es destructivo. con un gen de “ ‘ & e

Control  Salinity Osmolic Oxidative 4°C  37°C ] 1 HIN -
. l re.S|ste.nC|a al chilling ‘ ‘ il :
. ' 4 ) silenciado (ARNmM) . - i
Estudio de promotores en

A. thaliana (GUS) » *’”‘“"”S”m..-... N—» ‘ ‘ . i “
- [ edese

[Frruit of WT and amiR23.8 plams after chiling tremment. Frut wers harvosiod o @

Figure 4.9. Histochemical analysis of GUS activity in A. thaliana seedlings. Plants were grown for



ulas de mamifero

Introduccion de genes en ce

En animales: la palabra "transformacion” se refiere al cambio fenotipico de una célula hacia un estado neoplasico
(tumoral). Transfeccion es el término correcto cuando usamos metodos fisicos o quimicos para introducir acidos
nucleicos (ADN o ARN) en células de mamifero. Transduccion es el término cuando el transporte es mediado por

un vector viral,

Aplicaciones:
Produccion de proteinas complejas (con modificaciones post-traduccionales que las bacterias no hacen), terapia
génica y estudio de enfermedades.

- Nivel celular (cultivo de células in vitro) . f
- Nivel de organismo (animales transgenicos) * &
. ;- . ;. . . = TRANSCRIPTION
- Nivel terapeutico (terapia genica individual) Ml 1 [
OESOMAL
. . s . . CEGR&DATION
e Se pueden introducir plasmidos, fragmentos lineales, genoma < /Q““—“T“—"';

viral (transduccion). Calcium B " Growa
. . ., : Phospate I\ G
e Vectores shuttle, con origen de replicacion para E. coli y Wioui o /
promotores de mamiferos. .2
e Cuando es estable, el ADN se integra por recombinacion no
homologa (NHEJ), al azar, en cualquier rotura accidental del
Fhospats -: _I_-'.=_I

genoma (excepto tecnologias dirigidas como CRISPR) (55
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Métodos de transfeccion en cé

Méetodos quimicos (endocitosis): el agente quimico forma
un complejo que facilita la entrada del ADN en la célula.

e Lipidos cationicos: méetodo mas usado. La carga (+) del
lipido se une al ADN (-). Este complejo entra por
endocitosis, elude al endosoma vy libera el ADN hacia el
nucleo.

e Fosfato de calcio: metodo clasico y econdmico donde el
ADN precipita sobre las células.

Métodos fisicos:

e Electroporacion: pulsos eléctricos para crear poros.

e Microinyeccion: para casos de alta precision (inyectar
directamente al nucleo).

El ADN entra por endocitosis, llega al nucleo y se
puede transcribir. Si es ARN se traduce en el
citoplasma y se pueden estudiar las proteinas.

ulas de mamiferos

Cationic Lipid
Transfection Reagent

DNA-Cationic lipid
complex formation

Wiral
transfection

Interaction of the complex with
the mammalian cell line

Mikro:
injection

T

/

Expression following
successful transfection



Transfeccion estable o transitoria

[ Transfection ]
|
v v
[ Stable J [ Transient ]
DNA DNA RMNA
SRR SRR ATATATAYATAY)

M Integration

HER2 receptor - - - - « -

Herceptin = = = -

Cell membrane -

Transitoria:
El ADN se mantiene en el nudcleo en forma extracromosomica (episomal),
persiste por un corto tiempo hasta que se degrada.

1. Vector que no se repliqgue: no tiene un ori funcional en el huésped, 1-4 dias
activo, después de la transfeccion aumenta RNAmM y proteinas codificadas
por el transgeén, finalmente se degradan y se diluyen con la division celular.

2.Vector que se repligue: tiene un origen de replicacion derivado de un virus
(SV40 y polyoma virus murino) pueden alcanzar alto N° de copias, vy
necesitan la polimerasa del virus (antigeno T) que puede estar en el vector

o en el genoma de la célula huesped. Se obtiene alta expresion del
transgen. Ceélulas COS/MOP-8: son lineas celulares optimizadas que ya
tienen el antigeno T para replicar estos plasmidos.

Estable:
El ADN se integra al azar en el genoma (pequeno % de éxito).
e Requiere seleccion con farmacos (como Neomicina/G418 o Higromicina)
para identificar a las células que lo integraron. El rasgo se hereda a todas
las células hijas.

Produccion de Trastuzumab (Herceptin)
Anticuerpo monoclonal humanizado (IgGl), transfeccion estable en células CHO. Se
utiliza para tratar pacientes con cancer de mama que sobreexpresan la proteina HER2).



Transferencia de genes por Transduccion

Introduccion de genes en células animales (mamiferos e insectos)
explotando la habilidad que tienen los virus para entrar a la célula
(células en cultivo y animales vivos).

Viral protein (antigen) LLLUJ_LLL'-LLLL“-“ \
/ GENE

(gene encoding pathogen
Genetic material antigen isolated)

El transgén puede reemplazar parte del genoma viral no esencial Viral vector vaccines
O agregarse al genoma por corte y ligacion (muy laborioso!). VIRUS (mechanism of action) ADENOVIRUS
a modlf'ed virus)
Virus mas usados: adenovirus, retrovirus, baculovirus, lentivirus, ANTIRODIES
U, S e AT »‘T
T e — YRR,
Sistema Baculovirus: produccién industrial de proteinas e Y e,
e Producen gran cantidad de polyhedrina, no esencial y se
puede reemplazar por ADN exdgeno. El gen introducido
sfiser e E Raeiite ReG I teleif e SN peiceldine] CRISIEE Se utiliza un Adenovirus, dentro del virus se coloca el gen

gﬁrte- . ) difi _ que codifica la proteina Spike del coronavirus.
. tencion de proteinas con modiricaciones post- Las particulas virales entran en contacto con las  células

traduccionales y en cantidad. musculares. El virus inyecta su ADN (el gen de la proteina
Spike) en el nucleo de las células. La maquinaria celular propia
lee ese ADN y produce la proteina Spike. El sistema inmune
detecta la proteina, la reconoce como ‘enemiga" y crea
anticuerpos y células de memoria.

Vacunas de AstraZeneca o Sputnik V.




Tipos de ce

ulas

Lineas celulares inmortalizadas
Células que han sido modificadas para dividirse indefinidamente en una
placa de Petri. Células CHO, HEK293, Hela, COS. Produccion de

biofarmacos a gran escala.

Segun su forma de crecimiento:

e Células adherentes: crecen pegadas al fondo del frasco (formando
una monocapa). Son tipicas de tejidos sdlidos (epitelio, fibroblastos).
Para transfectarlas, se cambia el medio de cultivo por uno que
tenga los liposomas.

e Células en suspension: Crecen flotando en el liquido (tipico de
células de la sangre o linfocitos). Son mas dificiles de transfectar
con quimicos, por lo que se suele usar electroporacion.

Células madre (Stem Cells): medicina regenerativa.

Células primarias:

Ehe New Nork Times

Un bebé es curado con el primer
tratamiento personalizado
de edicién de genes

El nifo de 9 meses y medio con una enfermedad genética rara
recibié una infusién hecha solo para él y disefiada para corregir su
mutacion exacta

Terapia genica In Vivo: caso de estudio (2025)

e Paciente: bebé con deficiencia de CPS1 (ciclo de la

urea).
e Edicion génica dirigida con CRISPR/Cas9.
e Transduccion mediante vector viral (AAV).

El higado recuperd la capacidad de procesar el
amoniaco, permitiendo al bebé llevar una dieta normal
y evitar el trasplante de higado.

No inmortales, se extraen de un paciente (linfocitos T, medula osea), se modifican en el laboratorio y se
vuelven a inyectar las células al paciente (Ex Vivo). O, no se extraen ceélulas sino que se administra el
vector (generalmente un virus) directamente al paciente, el vector modifica las células blanco (In Vivo).

Terapia génica y medicina regenerativa (caso JK).


https://innovativegenomics.org/es/noticias/Primer-paciente-tratado-con-terapia-CRISPR-a-demanda/

Seleccion y marcadores en mamiteros

En transfeccion estable (integracion al genoma)

e Marcadores de seleccion (antibioticos): se usan genes de resistencia a farmacos que matan células de

mamifero. Solo las células que integraron el plasmido en su genoma forman “colonias’ que luego se pueden
expandir. G418 (geneticina), higromicina B, puromicina, blasticidina, zeocina.

En transfeccion transitoria (expresion rapida)
e Genes reporteros: como GFP (fluorescencia verde).
e Seleccion por FACS (sorting): citometria de flujo para recuento y clasificacion.

En transduccion (vectores virales)
Mismos méetodos de seleccion que en transfeccion.

Los virus son muy eficientes (pueden infectar casi al 100% de las células), a veces no hace falta seleccion.
Si el titulo viral (la concentracion de virus) es alto, se asume que casi todas las células recibieron el gen.

Control Construct A Construct B Construct C
[sig|GFPtapaz] ™MH [ pro | SiglGrPopaz[ime]  MAH___[iee] Pro | [5e[GFPtopa:] Pro [iee]  MIH___ [ieig] Pro |

Colageno marcado con GFP (fluorescencia) para estudio de
dinamica celular.

En A y B la proteina hibrida (colageno + GFP) se comporto
normal, se sintetizd y secreto, formando fibras extracelulares,
En C fallo la secrecion, se observan intracelular, esta
construcion impide que el colageno salga de la célula.

Lu et al. (2018)
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