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RESUMEN

El desarrollo de las técnicas de manipulacion genética ha permitido acelerar diferentes
procesos naturales que normalmente hubieran necesitado de un largo periodo de tiempo
para llevarse a cabo, o que nunca hubieran ocurrido de manera espontanea. Esto ha sido
posible a través de la insercion de acido desoxirribonucleico foraneo en organismos
hospederos, lo que provoca nuevas variaciones en el metabolismo de las especies
receptoras. En el presente trabajo (el primero de una trilogia) se muestran algunas de las
principales metodologias utilizadas para la obtencion de organismos genéticamente
modificados en plantas y animales, se comentan sus principales caracteristicas y se
ejemplifican sus usos y aplicaciones.
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Organismos genéticamente modificados

INTRODUCCION

Desde la antigiiedad, con el objetivo de
mejorar las producciones agricolas, el
hombre estableci6 un proceso de seleccion y
entrecruzamiento entre las mejores especies
del mundo animal o vegetal. Esto le permitio
obtener plantas mas resistentes a las sequias
y al ataque de plagas, aumentar el
rendimiento de las especies animales
productoras de carne, huevos, e incluso,
aumentar la fuerza de traccion o la velocidad
de sus ejemplares domésticos. Todo este
proceso de seleccion, cruzamiento y
obtencion de una nueva variedad con
mejores condiciones genéticas se ha
desarrollado a lo largo de miles de afos
entre especies sexualmente compatibles. Sin
embargo, una de las primeras publicaciones
cientificas relacionadas con este tema se
llevo a cabo en 1866 por el monje Gregorio
Mendel. Su sistema de experimentacion se
bas6 en el cruzamiento entre distintas
variedades de guisantes, que solo diferian en
una caracteristica externa que, ademas, era
facilmente detectable, como el color de las
flores, el color de las semillas, y el tamafio
del tallo, por citar algunas. ' Mendel intuy6
que existia un factor en el organismo que
determinaba cada una de  estas
caracteristicas, y que debia estar formado
por dos elementos hereditarios, aportado por
cada uno de sus progenitores. Estos dos
elementos consistirian en versiones iguales
o diferentes del mismo caracter, lo cual
proporcionaria, por ejemplo, un color
distinto de la semilla, o una longitud de tallo
diferente en la planta. Actualmente a estos
factores se les denomina genes, y a cada
version diferente del gen se le denomina
alelo. Asi el gen que determina el color de la
semilla, en la planta del guisante, puede
tener dos alelos: uno para las semillas verdes
y otro para las semillas amarillas. '

Con el desarrollo de la biotecnologia se
ha logrado la manipulacién y transferencia
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de genes entre organismos diferentes, debido
a la union artificial y deliberada in vitro del
acido desoxirribonucleico (ADN). Esto ha
permitido variar el metabolismo de las
especies animal o vegetal existentes,
creandose asi nuevas especies genéticamente
modificadas.

Meétodos de obtencion de Organismos
Genéticamente Modificados en animales

La Organizacion Mundial del Comercio
(OMC) define como organismo
genéticamente modificado o transgénico a:
“...todo organismo cuyo material genético
fue modificado por medio de la tecnologia
de genes de una manera que no ocurre
naturalmente por multiplicacion y/o por
recombinacion natural”?

Muchos son los métodos biotecnoldgicos
destinados a la obtencion de animales
transgénicos, de los cuales se describiran,
por su relevancia, la microinyeccion
pronuclear, la clonacion somadtica, la
transferencia de genes mediada por
espermatozoides, los animales ‘“knock-
down”, las células embrionarias totipotentes,
y los vectores lentivirales.

La microinyeccion pronuclear (MIP) de
ADN consiste en la microinyeccion directa
de ADN desnudo en el pronucleo masculino
de un embrion fertilizado. Si el material
genético se integra en uno de los
cromosomas embrionarios, el animal nacera
con esta nueva informacion en cada célula.
El ADN foraneo debe integrarse en el
genoma antes de la duplicacion del material
genético que precede al primer clivaje.”™
Los transgenes se integran en zonas de la
cromatina transcripcionalmente inactivas o
silentes. Los que se integran en las junturas
heterocromatina/eucromatina podrian
expresarse en algunas células y mantenerse
silentes en otras, resultando en un patréon de
expresion en mosaico cuando se usan
promotores constitutivos. Los que se
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integran en secuencias codificantes nativas,
podrian conducir a una discapacidad o la
muerte del animal transgénico.”™

La MIP podria resultar en la integracion
de multiples copias. Antes de que ocurra la
integracion, los casetes de expresion pueden
formar concatameros de forma tal que
multiples copias del transgen se integran en
una posicion unica del genoma. Estos
concatameros inducen silenciamiento
mediado por metilacion de las citosinas o
heterocromatinizacion. Ademas, la eficiencia
de integracion del transgén mediante MIP
difiere significativamente entre las especies,
a saber: raton: 5%; conejo: 5%; cerdo: 2%,
cabra y oveja: 1%, y vaca: < 1%.%*

En la clonacién somadtica se sustituye el
genoma de un ovocito por la informacion
genética de una célula somatica transfectada
con un transgen de interés. Una vez dentro
del ovocito anucleado, el material genético
de la célula somatica se reprograma y
comienza el desarrollo embrionario hasta el
nacimiento de una progenie clonica y
‘[ransge'nica.3'4 Este es un proceso poco
eficiente, caracterizado por una alta tasa de
mortalidad durante la etapa fetal, higado
agrandado, defectos cardio-pulmonares,
edemas de placenta, sindrome del feto
grande, alta mortalidad al nacer,
envejecimiento precoz y mayor propension a
padecer enfermedades infecciosas 'y
autoinmunes.”®

Por su parte, la transferencia de genes
mediada por espermatozoides se basa en el
empleo de espermatozoides como vectores
para transferir el ADN fordneo al ovocito
durante el proceso de fertilizacion. E1 ADN
de interés puede ser incorporado al
espermatozoide, previo a la fertilizacion,
mediante coincubacién, electroporacion o
lipofeccién de los espermatozoides.”® Los
eventos moleculares que median la
internalizacion del ADN en los
espermatozoides se  desconocen; es
necesario evaluar un gran numero de
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sementales antes de encontrar uno con las
caracteristicas adecuadas para el
procedimiento; y este método se caracteriza
por su baja reproducibilidad y gran
escepticismo.”®

La obtencion de animales “knock-down”
se basa en inducir la supresion total o parcial
de una proteina determinada, sin alterar la
secuencia nucleotidica que codifica para
dicha proteina. En principio se puede usar en
cualquier especie, pues es un método que
puede silenciar multiples genes homdlogos,
no requiere gen marcado, y permite tener un
criterio preliminar de los niveles de
silenciamiento que se obtendran en el animal
resultante. Ademas, mediante el empleo del
ARN de interferencia, se pueden generar
animales con diferentes gradaciones en los
niveles de expresion del gen que se desea
silenciar, y no se requiere homocigosis.” '

Hasta el momento, el método ‘“knock-
down” solo es aplicable a ratones presenta
efecto transitorio y baja accesibilidad a las
células dianas. Ademas, este método no
permite tener un criterio de seleccion de
clones cuando el gen a silenciar no es
constitutivo.” '’

La obtencion de células embrionarias
totipotentes (CET) consiste en la integracion
de un transgen determinado en el genoma de
células embrionarias totipotentes, mediante
recombinacion homologa. Estas células son
microinyectadas en blastocistos, a partir de
los cuales se obtienen animales quiméricos.
Si las células microinyectadas contribuyen a
la formacion de la linea germinal, entonces
la descendencia de este raton quimérico sera
transgénica.'''* Se han encontrado células
similares a las CET en muchas especies
animales, incluyendo, ratas, hamster, cerdos,
ovejas y monos. Solo las CET de raton han
sido capaces de contribuir a la linea
germinal; constituyendo asi una ruta para la
generacion de animales transgénicos.' ™'

Otra técnica utilizada para la obtencion
de especies transgénicas consiste en la
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microinyeccion de vectores lentivirales en el
espacio previtelino de un ovocito (gameto
no fertilizado) o un embrion. Los vectores
lentivirales penetran en el embrion, se
retrotranscriben y se integran en el genoma.
Este método presenta una elevada eficiencia
de transgénesis, es una metodologia poco
invasiva, y permite la integracion en zonas
transcripcionalmente activas. Ademas, no se
integran en forma de tdndem, y el nimero de
copias integradas se correlaciona con los
niveles de expresion.” Esta técnica tiene la
particularidad que la capacidad de clonaje
no excede los 8.5 kb, presenta dificultad
para la construccién de vectores multigenes
y el establecimiento de lineas homocigoéticas
similares al animal fundador."

Usos de los organismos genéticamente
modificados en la agricultura 'y la
industria alimenticia.

Diversos son los wusos que en la
actualidad  presentan los  organismos
genéticamente modificados. Estos van desde
el empleo de bacterias, levaduras o células
de mamiferos como sistema de expresion de
diversas proteinas recombinantes de interés
farmacéutico, tales como las células de
ovario de hamster, utilizadas en la
produccion de anticuerpos monoclonales y/o
Eritropoyetina, entre otros. En el caso
particular de la agricultura, el uso de los
transgénicos estd dirigido, fundamental-
mente, a lograr el mejoramiento animal. Un
ejemplo de ello es la obtencion de puercos
transgénicos con el gen de la desaturasa
modificado, lo que permite obtener animales
con una mayor relacion de acidos grasos
poli insaturados/saturados.'*

Métodos de obtencion de Organismos
Genéticamente Modificados en plantas y
vegetales
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Las plantas transgénicas son aquellas en
cuyo genoma (hospedador) se han
introducido de forma estable uno o varios
genes procedentes de otra especie mediante
técnicas de transferencia genética. Estos
genes poseen una secuencia nucleotidica
especifica y se expresan generando una o
varias proteinas (nuevas) en el organismo, lo
cual le confiere un nuevo genotipo a la
planta **%

Los principales logros en el empleo de la
transgénesis en plantas se deben a los
avances en el cultivo in vitro de células,
tejidos, y regeneracion de plantas completas,
a partir de células de un organismo (efecto
éste ultimo denominado totipotencia); y el
descubrimiento del mecanismo de infeccion
de la bacteria Agrobacterium
tumefaciens.***’

Los métodos mas utilizados para la
obtencion de plantas transgénicas son los
siguientes: la infeccion por Agrobacterium
tumefaciens, la biolistica, la microinyeccion,
y la electroporacion de células intactas.

La infeccion por la Agrobacterium
tumefaciens se basa en la capacidad de esta
bacteria de infectar las células de las plantas
con un fragmento de su ADN. Cuando el
ADN bacteriano se integra en un
cromosoma de la planta, puede secuestrar
efectivamente la maquinaria celular de esta
y usarla para asegurar la proliferacion de la
poblacion  bacteriana.®®* La  bacteria
Agrobacterium  tumefaciens transfiere el
ADN de una region del plasmido Ti hacia el
genoma de la célula vegetal de algunas
plantas (dicotiledoneas) a través de heridas.
Las cepas virulentas de Agrobacterium
contienen un plasmido denominado Ti
(Tumor-inductor) que es capaz de inducir la
formacion de agallas, o tumores, en
diferentes zonas de las plantas. Esta region
se denomina T-DNA (Transfer-DNA) vy
contiene genes que se expresan unicamente
al ser integrados al genoma.”" Por sus
caracteristicas, este método no permite la
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insercion de moléculas de gran tamafo y
solo es aplicable a plantas dicotiledoneas.

La biolistica consiste en la introduccion
de ADN en células mediante la aceleracion
(“disparo”) de proyectiles de muy pequefio
tamano. Los microproyectiles son cubiertos
de ADN, y posteriormente acelerados
mediante pdlvora, una descarga eléctrica, o
utilizando gases a presion; los genes que
recubren la particula recuperan
posteriormente su actividad bioldgica. De
esta manera, se puede introducir ADN en
practicamente cualquier tejido de cualquier
especie vegetal. >’ Otra aplicacion de esta
técnica es producir dafios mecanicos,
disparando proyectiles sin ADN sobre las
células a ser transfectadas, y posteriormente,
usar la bacteria Agrobacterium tumefaciens
como vector de transmision génica.”>°

Una de las principales desventajas de
este método es que no es posible controlar el
lugar de integracion del gen en el genoma de
la planta. Puede suceder que el transgen se
rompa durante el proceso, y se integren
fragmentos de ADN de partida, o que se
integren multiples transgenes, y por lo tanto,
la planta reaccione silenciandolos, es decir,
impidiendo la expresion del gen. Ademas,
las particulas deben alcanzar células
competentes, que por lo general son escasas,
con la excepcion de los tejidos
embrionarios.”"

La microinyeccion es una de las técnicas
mas precisas para incorporar ADN en
compartimentos celulares, y se realiza
mediante dispositivos microcapilares junto
con la microscopia, lo que posibilita
introducir el ADN sin causar dafios.
Ademas, permite un control visual de la
célula a transformar, es aplicable a pequefias
estructuras (microsporas y zigotos), y al
introducir el gen en el nucleo, éste no se
expone a agresiones propias del citoplasma,
como la degradacion por DNasas.” " La
microinyecciéon es un proceso lento que
requiere aplicar el método célula a célula;
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asi como precisa una mayor habilidad del
analista y el uso de equipamiento cientifico
mucho mas complejo.

Otra de las técnicas utilizadas, la
electroporacion de células intactas, se basa
en la aplicacion de un elevado voltaje a las
células por un periodo muy corto de tiempo.
Durante  este  proceso las  células
despolarizan sus membranas y se forman
pequenos orificios por donde penetran las
moléculas de ARN y ADN que se
encuentran alrededor. Pasada la
despolarizacion, muchas células sufren
dafios irreparables y mueren, en muchos
casos, mas del 90%; pero las que logran
recuperarse  incorporan las  moléculas
deseadas.”™"

Usos de las plantas transgénicas en la
agricultura

El uso de plantas transgénicas en la
agricultura ha permitido la creacion de
nuevas especies de plantas capaces de
resistir  las  condiciones  ambientales
adversas, de producir o aumentar la
producciéon de vitaminas, carbohidratos o
azucares (entre otros componentes) que
anteriormente no se encontraban presentes
en la composicion nutricional de aquellas, o
se encontraban a muy bajas
concentraciones.’!>* Ademas, la obtencién
de plantas transgénicas le ha posibilitado a
personas hipersensibles el consumo de
productos alimenticios carentes de toxinas y
componentes alergénicos de los que
anteriormente debian abstenerse de probar.
Asi, se han obtenido un mani
hipoalergénico, que no contiene el antigeno
capaz de desatar una de las alergias
alimentarias mas serias, y que se manifiesta
con urticaria, hinchazon, problemas
respiratorios, trastornos gastrointestinales, e
incluso choque anafilactico; un café sin
cafeina, pero con todo el sabor y las
propiedades originales del grano; y un trigo
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con un alto rendimiento de amilasa que
permite mejorar la composicion de la flora
intestinal, los niveles sanguineos de glucosa,
y con efecto protector contra el cancer
colorectal; entre otros muchos ejemplos.*>™’

CONCLUSIONES

La ingenieria genética y sus técnicas con
frecuencia han sido descriptas como medios
utilizados por el hombre para presionar y
retar a la naturaleza mas alla de sus limites.
Muchos de estos criterios han sido emitidos
a veces por desconocimiento o falta de la
informacion necesaria, sin la cual seria muy
dificil emitir una opinidon justa sobre esta
tematica. También en muchos casos, el mal
uso de estas técnicas por personas
inescrupulosas y faltas de ética ha sido la
fuente fundamental de criterios opuestos al
desarrollo y aplicacion de las técnicas de
recombinacion genética. Sin embargo,
multiples han sido los beneficios obtenidos
con el desarrollo de estas tecnologias, las
cuales han permitido, entre otros aspectos,
mejorar la calidad de vida de muchos seres
humanos. No se trata de negar o evitar el
desarrollo de la ciencia: todo consiste en
aplicar responsablemente, a favor de la
humanidad, las ventajas y posibilidades de
los nuevos avances tecnologicos.

SUMMARY

The development of genetic manipulation
techniques has enabled the acceleration of
several natural processes that otherwise would
have required extended periods of time for their
completion,  or  have  never  occurred
spontaneously. This has been achieved through
insertion of foreign deoxy-ribonucleic acid into
hosting organisms, resulting in new variations of
the metabolism of the receiving-species. In this
present work (the first of a trilogy) some of the
relevant methodologies used for obtaining
genetically modified organisms in plants and
animals are shown, their main features are
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commented, and examples are presented of their
uses and applications.

Subject headings: Transgenic organisms /
Genetic recombination / Genetically Modified
Organisms / Nucleic acids.
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