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Introduccion

En un sentido amplio, el concepto de biotecnologia proviene de la unién de los términos
“bio”, vida maés “tecnologia”, es decir, el uso de procesos bioldgicos para elaborar productos
o resolver problemas (Mufioz de Malajovich, 2012)

En una acepcion mas general, se la puede definir como la aplicacion de principios
cientificos y de ingenieria que mediante agentes biologicos produce bienes y servicios
(Navarro et al., 2005). Cuando hablamos de agentes biologicos nos referimos a organismos
vivos (levaduras, hongos, bacterias, plantas o animales) o partes de ellos, como ser su ADN
0 ARN. Es asi como a lo largo de la historia, se emplearon microorganismos para la
elaboracion del vino, el pan, el yogurt y el queso, por dar algunos ejemplos.

Si bien el término biotecnologia es bastante actual, el hombre ha utilizado organismos en
su beneficio durante miles de afios en lo que se denomina “Biotecnologia tradicional”. Tanto
chinos como griegos, romanos, babilonios y egipcios, han hecho uso de la biotecnologia
desde el afio 2000 a.c., aproximadamente (Thieman y Palladino, 2010).

La Biotecnologia moderna, es el uso de la Ingenieria Genética y la tecnologia del ADN
recombinante para el mejoramiento animal y vegetal, asi como la produccién en farmacos,
enzimas y otras moléculas de interés humano.

Es una ciencia interdisciplinaria dado que tiene relacion con diferentes ciencias como ser:
la bioquimica, la genética, la biologia molecular, la microbiologia, la ciencia y tecnologia de
los alimentos, la bioinformatica, entre otras.

Importancia y beneficios

Esta ciencia tiene gran importancia debido al sinfin de procesos en los que interviene,
entre los que podemos mencionar: i) Procesos de fermentacion para la elaboracion de quesos,
yogurt, pan, bebidas alcohdlicas como el vino y la cerveza (Figura 1); ii) mejoramiento
genético en agricultura y ganaderia; iii) uso de antibioticos, el cual se inicia con el
descubrimiento de la Penicilina por parte de Alexander Fleming; iv) clonacion e ingenieria
genética, entre otros.

Dentro de las ciencias agrarias, la biotecnologia juega un papel importante en diferentes
procesos. En este punto podemos hablar de biotecnologia agricola y biotecnologia animal.
Pero antes de adentrarnos especificamente en la aplicacion de la biotecnologia haremos un
recorrido sobre conceptos basicos que son ampliamente necesarios para el entendimiento y
desarrollo de la misma.
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Figura 1. Procesos fermentativos y su relacion con la biotecnologia.

Ingenieria genética y tecnologia del ADN recombinante

La capacidad de manipular ADN y conocer las secuencias de los genes en combinacion
con la necesidad de entender en detalle la estructura y funcién de estos, ha revolucionado la
forma de aproximarnos a la genética y promovido el desarrollo de un nuevo campo de la
biologia: la genética molecular. La genética molecular estudia todo lo relacionado con la
manipulacion del ADN y del ARN. De esta manera podemos inferir el concepto de
ingenieria genética como una tecnologia o conjunto de técnicas, procesos y herramientas
genéticas avanzadas que se utilizan para modificar el contenido genético de un organismo,
es decir, su ADN.

A través de la ingenieria genética, los cientificos pueden combinar el ADN de diferentes
organismos. Este proceso, llamado tecnologia del ADN recombinante, se emplea para
producir muchas proteinas de uso médico como la insulina, la hormona del crecimiento
humano y factores coagulantes (Thieman y Palladino, 2010). La tecnologia del ADN
recombinante ha dado lugar a cientos de aplicaciones en las ciencias agrarias, como ser el
desarrollo de plantas resistentes a ciertos productos quimicos (herbicidas), plagas y
enfermedades, cultivos de frutas o vegetales de elevada productividad, el “arroz dorado”
creado para ser mas nutritivo por su contenido de vitamina A, y bacterias modificadas
genéticamente con capacidad para degradar contaminantes medioambientales.

A finales de la década de los sesenta, muchos cientificos estaban interesados en la
combinacion de genes y especularon que seria posible cortar y pegar porciones del ADN
proveniente de diferentes origenes, lo que dio origen a la tecnologia del ADN recombinante,
la cual consiste en aislar segmentos de ADN especificos e introducirlos en otro genoma.

Las herramientas mas utilizadas en la manipulacién del ADN son:

1. Vectores
2. Enzimas de restriccion
3. ADN ligasas



Vectores

Fragmentos de ADN pequefios que sirven para transferir material genético de un
organismo a otro, es decir, son capaces de mover genes. Un vector se define como una
molécula de ADN de doble cadena, con capacidad de albergar un fragmento de ADN
exogeno (de otro origen). Los bidlogos moleculares han trabajado para desarrollar diferentes
tipos de vectores de ADN, cada uno con sus beneficios particulares dependiendo de los
objetivos buscados. Dentro de los vectores se pueden mencionar: plasmidos, fagos,
cosmidos, entre otros.

Plasmidos

Los plasmidos son pequefias moléculas circulares de ADN que se replican y se
transmiten con independencia del cromosoma bacteriano. De manera natural constituyen el
material genético movil de las bacterias, funcionando como medio de transporte de genes
hacia otras bacterias y otorgando resistencia a antibidticos. Los plasmidos tienen la
capacidad de replicarse en forma independiente en la célula; la incorporacion de los
fragmentos de ADN en un plasmido permite la replicacion de este ADN junto a los genes
del plasmido y de esta manera se logra obtener grandes cantidades de ADN que llevan el
fragmento de interés (Figura 2). El plasmido Ti es uno de los mas usados en biotecnologia
vegetal para insertar genes de interés en plantas (Figura 3).
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Figura 2. Un vector de clonacion, como ser un plasmido, posee un origen de replicacién, uno
0 mas marcadores seleccionables y uno o mas sitios de restriccion. Tomado de Genética: un
enfoque conceptual, 5° ed., (p. 541), por Pierce, 2015, Medica Panamericana.
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Figura 3. El plasmido Ti se puede utilizar para transferir genes a las plantas. Tomado de
Geneética: un enfoque conceptual, 5° ed., (p. 545), por Pierce, 2015, Medica Panamericana.

Fagos

Los fagos o bacteriéfagos, son virus que infectan naturalmente a las bacterias y se
multiplican haciendo uso de la maquinaria biosintética de las mismas. Los mismos se
estudian en la resistencia a los antibioticos. Los bacteriofagos se unen a la bacteria patdgena
huésped, introducen su material genético, se replican en su interior y la destruyen. Se
replican de forma auténoma, portan informacién genética y pueden conferirle a la bacteria
nuevas propiedades o desarrollarle procesos patoldgicos. El bacteriéfago lambda es el fago
mas utilizado como vector de clonacion; su genoma consiste en una molécula lineal de
aproximadamente 45000 pb y poseen sitios cos para “circularizar” su genoma a través de la
accion de una ligasa de la célula huésped (Figura 4).
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Figura 4. Estructura del Bacteriéfago lambda (A). Tomado de Genética. Conceptos
esenciales (p. 404), por Benito C., Espino Nufio F.J., 2012, Médica Panamericana.

Cosmidos

Son vectores hibridos del ADN de un pldsmido (proporciona la resistencia a los
antibidticos) y los sitios cos del bacteriéfago (le permiten empaquetar el ADN). Algunos
estudios de analisis de ADN genémico requieren de la clonacion de fragmentos de ADN
grandes. En estos casos, es recomendable utilizar los cdsmidos ya que pueden aceptar
insertos de hasta 45 kb. Pueden replicarse de manera independiente del genoma bacteriano,
como lo hacen los plasmidos.

Enzimas de restriccion

Son enzimas capaces de cortar el ADN en sitios especificos. Fueron descubiertas en 1970
en bacterias; también se denominan endonucleasas (endo: “dentro de”, y nucleasa: “enzima
cortadora de 4cido nucleico”) tienen como funcién reconocer y cortar ADN extrafio en
secuencias especificas de nucledtidos. A estas enzimas las producen en forma natural las
bacterias para defenderse contra los virus. La mayor parte de las secuencias de



reconocimiento son palindromas, es decir que se leen de la misma manera hacia adelante o
hacia atrés de cada cadena del ADN.

Ej: 5ACGTY
I TGCAS

Cada una de las enzimas toma el nombre de la bacteria de la cual ha sido aislada. Ej.: Eco
RI es la primera enzima de restriccion identificada de Escherischia coli. Las enzimas de
restriccion actdan como tijeras moleculares. Se conocen més de 100 y cada una corta en una
secuencia especifica a cada hebra de ADN, denominadas secuencias de reconocimiento o
posicion de restriccion. Pueden cortar en el mismo lugar de las dos cadenas y generar
extremos romos o en posiciones distintas generando extremos cohesivos 0 pegajosos porque
son complementarios entre si y conectan los fragmentos de manera espontanea. Si se
mezclan dos preparaciones de ADN de diferente origen, pero tratados con la misma enzima
de restriccion, los extremos cohesivos hacen posible la formacion de hibridos por un
apareamiento por complementariedad (Pierce, 2015). Un ejemplo es la enzima EcoRI que se
aisla de Escherichia coli y que genera extremos cohesivos al cortar en G de la secuencia:

5’ -GAATTC- 3’

3’ -CTTAAG- 3’

ADN Ligasas

La ADN ligasa es una enzima que une cadenas de ADN. Si dos fragmentos de ADN
tienen extremos complementarios, la ligasa puede unirlos para formar una molécula Unica e
intacta de ADN. La ADN ligasa sella el espacio entre las moléculas para formar un solo
fragmento de ADN. Por esta funcién, radica la importancia de esta enzima en la replicacién
del ADN y la tecnologia del ADN recombinante.

Construccion de moléculas de ADN recombinante

La estrategia para construir o formar una molécula de ADN recombinante consta de cinco
pasos:

1) Cortar el ADN de interés en sitios especificos de una manera exacta y con bastante
fidelidad. Para esto se emplea un grupo de enzimas de restriccion, empleadas para poder
aislar el ADN de interés, mediante los cortes que realizan en un sitio determinado que cada
una reconoce (Loenen et al., 2014).

2) Seleccionar una molécula de ADN transportadora (vectores de clonacion) que actla
como un vehiculo transportador capaz de replicarse de forma autonoma e independiente
dentro del huésped (plasmidos o bacteri6fagos).

3) Ligar o pegar los dos fragmentos de acido desoxirribonucleico (ADN). En este caso
se utilizan las ADN ligasas, que tienen la capacidad de “pegar” o unir fragmentos de ADN,
es decir, son las encargadas de realizar el enlace fosfodiéster entre las cadenas de ADN (Berg
et al., 2008).

4) Introducir el ADN al interior de la célula huésped; aqui se utilizan metodologias
que facilitan el ingreso de la molécula de ADN recombinante. Existen varias formas de
realizar esto, y dependera del tipo de célula huésped (procariota o eucariota) que se utilice.
Los procariotas, como es el caso de las bacterias, pueden intercambiar material genético por



medio de transduccion (transferencia de ADN por medio de un bacteriéfago), por
conjugacion (transferencia de ADN que requiere el contacto célula-célula) y por
transformacion (mecanismo mediante el cual una bacteria capta ADN del medio y lo
recombina con el propio) (Figura 5). Tanto la transduccion como la conjugacion son
procesos que ocurren naturalmente en las bacterias; sin embargo, la transformacion se puede
realizar en laboratorio y es la mas utilizada para introducir material genético; se enfoca en
generar pequefios poros en las células para que pueda ingresar el ADN recombinante al
interior, donde podra replicarse cientos de veces con ayuda de la maquinaria de replicacion
de la propia célula huésped (Luque y Herrdez, 2006; Berg et al., 2008; Baeshen et al., 2014).

5) Seleccion o identificacion de las células que contienen el ADN recombinante.
Actualmente se dispone de vectores que contienen genes con resistencia a antibioticos que
nos facilitan la identificacion de las células con ADN recombinante. Es decir, al tener un gen
de resistencia, las bacterias que contengan el plasmido seran capaces de crecer en la
presencia del antibiotico, mientras que aquellas que no contengan el plasmido recombinante
no podran crecer en un medio con antibidtico, haciendo posible su seleccién e identificacion
(Luque y Herraez, 2006).

H Transformacion (-— ,!‘ @, @

Figura 5. Amplificacion de moléculas de ADN recombinante (vector mas fragmento de
ADN). Las moléculas se introducen en células huésped -transformacion- las cuales se
amplifican -clonacion- y posteriormente se seleccionan en medios de cultivo apropiado.

Tomado de Genetica. Conceptos esenciales (p. 403), por Benito C., Espino Nufio F.J., 2012,
Médica Panamericana.

Es asi que podemos ver como la tecnologia del ADN recombinante se utiliza normalmente
para hacer posible la clonacion de genes, mientras que la ingenieria genetica se basa en el



uso de la tecnologia del ADN recombinante y en la clonacion de genes a los fines de
modificar el genoma de un organismo.

El primer producto genético obtenido por esta tecnologia fue la insulina humana. Esta
hormona es producida de manera natural por células pancreaticas cuando los niveles de
glucosa en sangre aumentan. El rol de esta proteina es bajar estos valores de glucosa
posibilitando su almacenamiento en forma de glucdgeno en el higado y en ceélulas
musculares. La no produccion de insulina produce una enfermedad denominada diabetes.
Inicialmente la insulina se obtenia de vacas o cerdos, sin embargo, en la actualidad se clonan
genes humanos en plasmidos de ADN vy se replican en bacterias mediante la tecnologia del
ADN recombinante para obtener insulina sintética.

Clonacion

Las herramientas descriptas anteriormente juegan un papel clave en la biologia molecular
ya que, permiten manipular y clonar genes provenientes de diferentes fuentes. Es asi que con
el advenimiento de la era moderna de la biotecnologia surgi6 la clonacién del ADN. La
palabra clon deriva del griego Klon (brote o retofio) y hace referencia a un corte que se utiliza
para propagar o copiar una planta. Segun una definicion bioldgica moderna, un clon es un
organismo generado a partir de células de otro, por lo cual serdn individuos genéticamente
idénticos. En la naturaleza, un ejemplo son las plantas que se propagan asexualmente y los
protozoos (organismos unicelulares que se reproducen por mitosis) (Steinborn y Schinog,
2003).

Un hito importante de la clonacion fue la creacion de la “oveja Dolly”. Dolly fue creada
en el Instituto Roslin de Escocia en julio de 1996. Como suele ocurrir en la ciencia, el
nacimiento del primer animal clonado a partir de una célula adulta no fue casual, sino fruto
del trabajo de decenas de investigadores a lo largo de los afios. Dolly se cre6 mediante
transferencia nuclear (Figura 6). A grandes rasgos, esta técnica tiene dos pasos:

1) se toma un évulo no fecundado y se le extrae el ndcleo (enucleacién), donde se
encuentra el material hereditario.

2) se toma el ndcleo de otra célulay se introduce en el évulo enucleado. Esta nueva célula
contiene el potencial de un 6vulo fecundado para generar un nuevo individuo, pero las
instrucciones de la célula donante.

La clave fue que el nicleo que se utilizd era el de una célula adulta (concretamente, de
una célula de glandula mamaria), lo que se pensaba que no era posible ya que se trataba de
una célula diferenciada. La introduccion del nicleo adulto en el 6vulo enucleado y su
activacion posterior, de algin modo reprogramaron el material hereditario para que dejara
de comportarse como el de una célula adulta y pasara a comportarse como el de una célula
con capacidad para generar un individuo nuevo.
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Figura 6. Proceso de clonacion para la obtencion de Dolly. De:
https://genotipia.com/la-extraordinaria-oveja-dolly/

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue desarrollada en 1985 por Kary Mullis.
Es una técnica revolucionaria que ha tenido gran impacto en muchas areas de la biologia
molecular. En 1993, Mullis gané el Premio Nobel de Quimica por su invento.

Esta técnica consiste en una reaccion enzimatica que amplifica millones de copias de una
secuencia especifica del ADN en un corto periodo de tiempo. Para ello, la reaccion
aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar
naturalmente el ADN en las células. La PCR se basa en la repeticion de varios ciclos de
reaccion y los elementos importantes que intervienen son: una cadena molde (ADN o
ADNCc?), una enzima (ADN polimerasa), cebadores o primers (secuencias conocidas cortas
de ADN disefiadas especificamente para cada reaccion), desoxirribonucleétidos
trifosfatados (ANTPs: adenina, timina, citosina y guanina), ion magnesio (Mg®), una solucién
amortiguadora o buffer y H,O. Todos estos elementos interactian en tres etapas principales
de las que se compone la PCR. Los equipos en donde se realiza la reaccion son Ilamados
termocicladores, los cuales estan disefiados para establecer un sistema homogéneo en donde

1 ADNc. Abreviatura de ADN copia o ADN complementario. Es un ADN sintético que se transcribe a partir de
un ARNm especifico mediante una reaccidn que utiliza la enzima transcriptasa inversa
(https://www.genome.gov/es/genetics-glossary/ADN-copia).
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las condiciones de temperatura y tiempo necesarios no se modifiquen en cada uno de los
ciclos.
Las etapas de la PCR son las siguientes (Figura 7):

1- Desnaturalizacion del ADN doble cadena: la doble hélice de ADN se separa
en dos hebras. Para ello se realiza una incubacion de la muestra a altas temperaturas
(90-100°C).

2- Hibridacién: los cebadores se unen a las zonas 3" complementarias que
flanquean el fragmento que queremos amplificar. Se realiza mediante una répida
disminucion de la temperatura (30-65°C).

3- Extension del cebador por actuacion de la ADN polimerasa: se produce la
sintesis de la cadena complementaria en la direccion 5~ a 3" mediante la enzima ADN
polimerasa, la cual incorpora los desoxinucledtidos fosfato presentes en el medio
siguiendo la cadena molde (72°C).
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Figura 7. Pasos de un ciclo de la reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR). Tomado de
Genética: un enfoque conceptual, 5° ed., (p. 547), por Pierce, 2015, Medica Panamericana.

Como se muestra en la Figura 7, observamos que una vez completado el primer ciclo,
disponemos de dos copias de la muestra original, al final del segundo ciclo tenemos cuatro,
al final del tercero ocho, etc. Si los ciclos se producen un nimero "n" de veces y, suponiendo
que el nimero de copias de ADN se duplica en cada ciclo, obtenemos una cantidad de ADN
de 2", por lo que la amplificacion se realiza en forma de progresion geométrica a partir de
un fragmento pequefio de ADN.

Al final de la PCR, para saber si la reaccion transcurrio eficientemente, los fragmentos
amplificados son visualizados a través de una técnica denominada Electroforesis en geles
de agarosa. La electroforesis consiste en la separacién de grandes moléculas como los acidos
nucleicos a través de una matriz sélida que funciona como un filtro para separar las
moléculas en un campo eléctrico de acuerdo a su tamafio y carga eléctrica. Esta separacion
se hace bajo un buffer o tampdn que puede ser TAE? o TBE. En el caso de los &cidos

2 El Tris acetato EDTA (TAE) y el tris borato EDTA (TBE) son los dos tampones de migracién mas comunes
utilizados en la electroforesis de los acidos nucleicos. Como amortiguadores, tienen un pH bastante
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nucleicos, el grupo fosfato les proporciona la carga negativa, por lo que durante la
electroforesis migran hacia el polo positivo. Los fragmentos mas pequefios se desplazan con
mayor rapidez mientras que los de mayor tamarfio tardan méas en desplazarse, por lo que la
distancia que recorre cada fragmento es un indicador de su tamafio. Para ello, se prepara un
gel diluyendo una cantidad de agarosa en polvo en el buffer, se calienta hasta que la agarosa
hierva y se disuelva completamente, y posteriormente se vacia a un recipiente que sirve de
base para que solidifique (Figura 8). La posterior visualizacion se puede realizar tifiendo el
ADN con bromuro de etidio (método que actualmente no se utiliza por ser altamente toxico),
Gel Red o Gel Green y visualizando bajo lampara de luz UV.

e | ‘ =2

(A | C |

I
Figura 8. Visualizacion de fragmentos de ADN mediante electroforesis en gel de agarosa.
(A) Cubeta de electroforesis y carga de un gel. (B) Proceso de electroforesis: 1) carga de los
pocillos; 2) desplazamiento del ADN en respuesta a una corriente eléctrica; 3) fragmentos
distribuidos por tamafio. (C) Visualizacion de los fragmentos de ADN bajo luz ultravioleta.
Tomado de Genética. Conceptos esenciales (p. 401), por Benito C., Espino Nufio F.J., 2012,
Médica Panamericana.

constante y son capaces de conducir la electricidad debido a su concentracién de iones hidrégeno. Estas
propiedades son necesarias para la electroforesis en gel durante la cual las proteinas se separan por carga
eléctrica (https://www.sigmaaldrich.com/AR/es/technical-documents/protocol/protein-biology/gel-
electrophoresis/tae-and-tbe-running-buffers-recipe).
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Aplicaciones de la biotecnologia

Biotecnologia microbiana

Las enzimas microbianas se han utilizado en aplicaciones que van desde la produccion
de alimentos hasta la investigacion en biologia molecular. Dado que los microbios son una
fuente de enzimas excelente y til, algunas de las primeras enzimas disponibles en comercios
aisladas para su uso en biologia molecular fueron las polimerasas de ADN y las enzimas de
restriccion procedentes de las bacterias. Aisladas en un primer momento a partir de E. coli,
estas enzimas se utilizan en técnicas con ADN recombinante como se vio anteriormente
(Thieman y Palladino, 2010).

Biotecnologia vegetal

El mejoramiento genético de plantas es una de las hazafias mas antiguas del hombre, que
inicié con la domesticacion de las mismas bajo condiciones controladas y la seleccion de
aquellas capaces de proporcionar una mejor fuente de alimentos y fibra. Esto marc6 una de
las fases méas importantes en el progreso de la humanidad, al permitirle transitar de una vida
nomada e individualista a una sociedad organizada y cooperativista. El proceso de
domesticacion y posterior mejoramiento genético fue fortuito y lento, més un arte que una
ciencia hasta principios del siglo XX.

Un ejemplo es el Maiz Bt, un maiz transgénico que produce una proteina bacteriana que
mata orugas. Surgio en la década de 1990 en la blsqueda de proteger plantas cultivadas
como el maiz, algoddn, soja, papa y tabaco de los insectos que se alimentan de ellas. Se sabe
que la bacteria Bacillus thuringiensis produce unas proteinas tipo “Cry”, consideradas
toxicas para numerosos insectos. Mediante ingenieria genética se introdujo el gen de la
proteina Cry en el maiz y, como consecuencia, cuando las larvas de lepidopteros se alimentan
de la hoja o del tallo mueren (Reséndiz et al., 2006; Pierce, 2015, Abbas, 2018). Similares
procedimientos se realizaron en algodon y soja.

Marcadores moleculares

Un marcador molecular es una secuencia identificable de ADN, que se encuentra en una
localizacion especifica del genoma. Estas secuencias se pueden detectar con técnicas
colorimétricas, detectores UV, laser, etc. (Semagn et al., 2006)

Ao largo de la historia, la seleccion de caracteres con utilidad agrondémica ha involucrado
el uso de diversos marcadores genéticos, entre los cuales se encuentran los morfol6gicos
(caracteristicas visibles), citogenéticos (variaciones en los cromosomas), bioguimicos
(isoenzimas) y moleculares (ADN).

Los marcadores moleculares estan vinculados a un gen, son observables sin importar el
estado de desarrollo del individuo ni el tejido analizado, ya que la informacion genética esta
presente en todas las células.

Las tecnologias de marcadores moleculares son el medio mas avanzado y, posiblemente,
el mas eficaz para entender los fundamentos de la diversidad genética. Son herramientas
exactas y poderosas para el viejo arte de la seleccién, con las cuales se puede identificar y
evaluar la variacion genética de manera rapida en microorganismos, plantas y animales
(Cornide Hernandez et al., 2002).
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Actualmente, pueden detectarse variaciones infimas en el material genético resultando de
gran utilidad en genética tanto de microorganismos, de vegetales y de animales. Es asi que
el desarrollo actual de una gran variedad de sistemas de marcadores moleculares, la
diversificacion de su uso y su impacto en la agricultura, la medicina y los procesos
industriales, hace que se esté convirtiendo en una disciplina caracterizada por la generacion
de grandes volumenes de informacion.

Tipos de marcadores moleculares

RFLP (Polimorfismo en el tamafio de los fragmentos de restriccion)

Esta técnica se basa en la deteccion de fragmentos de ADN de distinto peso molecular
(obtenidos mediante el corte con la misma enzima de restriccidn) en diferentes organismos.
El fragmento amplificado que se obtiene por PCR es sometido a la accion de una enzima de
restriccion especifica. Esta enzima corta cuando reconoce secuencias especificas en el ADN
amplificado, pudiendo generar fragmentos de distintas longitudes. Luego, los distintos
fragmentos de restriccion se evidenciaran mediante electroforesis en geles. Por ejemplo, si
un organismo no tiene el sitio donde corta la enzima se vera una Unica banda, mientras que
en los que si tienen ese sitio, se veran dos o mas bandas. Otros sistemas de mayor
complejidad estan representados por el uso combinado de més de una enzima en la
determinacion de las variantes alélicas para un marcador.

RAPD (ADN polimorfico amplificado al azar)

Es una de las técnicas mas versatiles. Se usa para amplificar por PCR éreas
especificas distribuidas al azar por el genoma. Su pequefiez y la baja temperatura de
alineamiento (36°C) aseguran que se unan a infinidad de secuencias en el genoma para
conseguir amplificar muchos fragmentos de ADN. Estos fragmentos se pueden separar en
geles de agarosa para obtener perfiles electroforéticos que variaran segun el polimorfismo
de los distintos individuos o grupos de individuos, y proporcionaran una marca
caracteristica. Esta tecnologia ha sido utilizada para la catalogacion de frutos, seleccion de
variedades, y diferenciacion de lineas clonales. Tambiéen se esté utilizando para el analisis
de las variedades de apio, uva, limén y numerosos cultivos (Semagn et al. 2006, Amom y
Nongdam, 2017).

AFLP (Polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados)

Esta técnica combina el uso de enzimas de restriccion y cebadores o primers para
PCR, de manera que se obtienen marcadores moleculares muy especificos sin necesidad de
conocer la secuencia con anterioridad. Esta técnica ya se ha usado con éxito en papa, cafia
de azlcar, cebada, etc.

SSR (Secuencias de Repeticion Simple) o "microsatelites”

Se trata de marcadores que permiten averiguar diferencias genéticas entre individuos
de una misma raza o con mezcla de las mismas, realizar estudios poblacionales e investigar
parentescos. Son secuencias de dos a cinco nucleétidos repetidas en tandem. La deteccion
de estos involucra la amplificacion de cada marcador microsatélite y la posterior
diferenciacion de las variantes de cada sistema, mediante electroforesis. EI nimero de
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repeticiones definira el largo del fragmento
corrida electroforética (Figura 9).

amplificado, determinando su posicion en la
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Figura 9. Interpretacion de los resultados del andlisis de un marcador microsatelite a
través de electroforesis capilar, mostrando un electroferograma de un perro homocigota

y otro

heterocigota.

Tomado de:

http://sedici.unlp.edu.ar/bitstream/handle/10915/131500/Documento_completo.pdf-

PDFA.pdf?sequence=1andisAllowed=y

SNP (polimorfismo de nucleétido simple)

Los cambios en un nucleétido en la secuencia del genoma se conocen como SNPs.

Los mismos estan basados en la sustitucion

de nucleédtidos que ocurre naturalmente. Los

SNPs son abundantes en plantas y animales y la frecuencia en plantas varia entre un SNP
cada 100-300 pb (pares de bases). Estan ampliamente distribuidos dentro del genoma y
pueden encontrarse en regiones codificantes y no codificantes. La identificacion se basa en
el analisis de secuencias almacenadas en bases de datos (Ej. librerias gendmicas). Se pueden
utilizar como marcadores para genotipificado mediante técnicas como ser NGS
(secuenciacion de nueva generacién), GBS (genotipificado por secuenciacion) y chips
(Semagn et al. 2006, Amom y Nongdam, 2017).
A continuacion, se mencionan algunos ejemplos de usos de marcadores

moleculares:

Diferenciacion de individuos
Discriminacion entre clones

Mapeo de genomas

Mejora genética

Anadlisis filogenéticos y taxondmicos
Cuantificacion de variabilidad intra e interespecifica

Deteccion de infecciones o propension a sufrirlas
Localizacién de resistencia a enfermedades, virus e insectos
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e Seleccidn asistida por marcadores

Transgénesis

La transgénesis constituye una parte de la biotecnologia que consiste en la introduccion
artificial de informacién genética de una especia a otra, para dotarle constitutivamente de
unas propiedades de las que carecia y que ademas sean heredables (World Health
Organization, 2016). Al organismo modificado se le denomina transgénico, asi como a los
productos derivados del mismo.

La obtencion de un Organismo Genéticamente Modificado (OGM) supone la preparacion
de un transgén, mediante la recombinacién de &cidos nucleicos (fundamentalmente ADN)
in vitro, seguida de su introduccion en las células del organismo a modificar.

Plantas transgénicas

La obtencion de plantas transgénicas busca la transformacion de plantas o variedades

cultivadas por la incorporacién de uno 0 mas genes que aporten alguna caracteristica nueva
o0 corrijan alguna carencia. Entre sus principales aplicaciones se encuentran: a) aumentar el
rendimiento de las cosechas; b) aumentar la tolerancia a los factores abidticos (heladas,
sequia), resistencia a los factores bidticos que limitan el crecimiento (plagas y
enfermedades); ¢) aumentar la calidad de sus productos (frutos, semillas); d) mejorar
caracteristicas de procesamiento o almacenamiento del cultivo; e) mejorar la calidad
postcosecha (retrasar el envejecimiento de las flores, la maduracion del fruto, aumentar la
cantidad de azUcares); f) sintetizar productos de interés industrial (aceites, almidon, caucho,
celulosa, ceras, plasticos, etc.); g) descontaminar suelos; h) tolerancia a productos quimicos
(herbicidas).
Un ejemplo importante es el “Golden rice” —arroz dorado rico en vitamina A-, obtenido por
el investigador suizo Ingo Potrykus en el Instituto de Biologia de Plantas (ETH) de la
Universidad de Zurich (Beyer et al., 2002, Pierce, 2015). Este arroz es una variedad
transgénica portadora de un precursor de la Vitamina A, disefiado para erradicar una
avitaminosis endémica en muchas regiones en que se cultiva este cereal y donde mas de dos
millones de nifios padecen ceguera e incluso la muerte. La FAO recomienda su utilizacion
para ayudar en la lucha contra la desnutricibn por esta enfermedad
(https://www.argenbio.org/biotecnologia/153-6-las-plantas-transgenicas).

Hoy en dia, los principales cultivos transgénicos sembrados en Argentina son soja, maiz y
algodon con distintas combinaciones de tolerancia a herbicidas y resistencia a insectos. En
la Figura 10 puede verse el area global por paises con cultivos de OGM
(https://www.argenbio.org/recursos/66-estadisticas/206-area-global-gm).
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Area global de cultivos transgénicos, por pais
(sobre 190,4 millones de hectareas)
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Otros: Filipinas, Australia, Myanmar, Sudan, México, Espafia, Colombia, Vietnam,
Honduras, Chile, Malawi, Portugal, Indonesia, Bangladesh, Nigeria, eSwatini, Etiopia.
Costa Rica (Total: 29)

Figura 10. Area global de cultivos transgénicos por pais. Tomado de: ISAAA, 2019.

Animales transgénicos

La ingenieria genética permite modificar genéticamente animales, con objetivos que van

desde el mejoramiento de las razas domésticas hasta el empleo de los animales como fabricas
de farmacos. La modificacion genética se puede realizar ya sea, anulando o alterando ciertos
genes presentes en un animal, o bien transfiriendo genes a un animal desde la misma especie
o0 de una especie diferente.
Existen en la actualidad cabras transgénicas que generan una proteina anticoagulante en
sus ubres: este producto es el primer medicamento producido en animales transgénicos y ya
esta aprobado por las agencias regulatorias de Europa y EEUU. Esta aplicacion de la
biotecnologia se denomina en inglés “molecular pharming”, y consiste en el empleo de los
animales como “fabricas de moléculas”(https://www.argenbio.org/biotecnologia/152-5-los-
animales-transgenicos).

En relacion con la calidad nutricional de la leche, dos instituciones estatales argentinas
(INTA y USAM), lograron una ternera de raza Jersey, a la que llamaron Rosita, que es el
primer clon bovino transgénico obtenido en el pais y también el primero en el mundo al cual
se le han incorporado dos genes humanos que codifican dos proteinas presentes en la leche
humana de alta importancia para la nutricion de los nifios lactantes: lisozima y lactoferrina.
Con este importante logro, la leche que produzca esta ternera en su vida adulta se asemejara
a la leche materna, ya que la leche de vaca casi no contiene lisozima y la actividad de la
lactoferrina es especifica de cada especie.

Asimismo, se encuentran en etapa experimental el desarrollo de pollos transgénicos (por
tecnologia de ARN) que no transmitan la gripe aviar, de manera de disminuir no sélo la
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enfermedad en los pollos, sino también la posibilidad de que alguna cepa mutante pase la
barrera de especie y contagie a humanos, como sucedio con la cepa HIN1.

Consideraciones bioéticas

A pesar de la ausencia de riesgo de la utilizacion de los OGMs, persisten las dudas y no
cesan las campafias de recelo, en particular hacia una agricultura basada en la ingenieria
genética. La Administracién Alimentaria y de Medicamentos de los Estados Unidos (FDA),
ha propuesto una evaluacion regulatoria obligatoria para todos los productos alimenticios de
origen animal cuyos genomas hayan sido modificados utilizando tecnologias moleculares
modernas, incluida la edicion de genes, lo que contrasta con la politica sobre productos
biotecnoldgicos de los EE.UU. en donde la supervision regulatoria debe ser desencadenada
cuando existe un riesgo razonable. Por ello, en la actualidad en los EE.UU. esta en estudio
la armonizacién de las regulaciones asociadas con la ediciobn de genes en especies
alimentarias que sean compatibles con el mejoramiento de rasgos Utiles de sostenibilidad,
como la resistencia a las enfermedades, la adaptabilidad climéatica y la calidad de los
alimentos (Van Eenennaam et al., 2019).

Para poder ser adoptados por los agricultores, los cultivos transgénicos deben tener la
aprobacion de las autoridades regulatorias correspondientes. En Argentina, la autorizacion
para la comercializacion de un cultivo transgénico estd a cargo de las autoridades de la
Secretaria de Alimentos, Bioeconomia y Desarrollo Regional del Ministerio de Agricultura
Ganaderia 'y Pesca, y se basa en los informes técnicos elaborados por tres Direcciones y sus
Comisiones Asesoras. Se evalla que los cultivos transgénicos y sus productos sean seguros
para el consumo, tanto humano como animal, y que no tengan un potencial impacto negativo
en al ambiente.
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