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OBJECTIUS

La descripcio inical d’aquesta assignatura és “Técniques d’estudi i modificacio
de les bases genétiques”. Es per aquest motiu que s’ha considerat que els
objectius primordials son el desenvolupament de les tecniques basiques de
manipulacié geneética i el concepte de DNA recombinant. També es pretén
desenvolupar tecniques habituals d’estudi d’acids nucleics que seran aplicats
en altres assignatures (com ara genética molecular, regulacié del metabolisme,
etc.).

L’assignatura d’enginyeria genética esta estretament relacionada amb altres
assignatures d’aquesta llicenciatura:

Genética molecular (troncal, tercer quadrimestre) i les biotecnologies vegetal
(optativa, tercer quadrimestre), animal (optativa, quart quatrimestre) i
microbiana (optativa, quart quadrimestre). Enginyeria genética precedeix a
totes aquestes assignatures en el temps. Es per aquest motiu que en aquesta
assignatura (enginyeria genética) hom pretén introduir i desenvolupar técniques
que seran utilitzades en desenvolupar els continguts d’aquelles assignatures.
Per altra banda, en les assignatures biosintesi de macromolécules (troncal,
segon quadrimestre) i estructura de macromolécules (troncal, primer
quadrimestre) es suposa que es desenvoluparan els continguts d’estructura de
polinucleotids i biosintesi d’acids nucleics i proteines.

PROGRAMA
TEORIA

1.-Conceptes basics: Introduccié d’informacié genética en bacteries
(transformacidé, conjugacié i transduccié). Clonacié. DNA recombinant.
Descubriments de gran relevancia: plasmidis bacterians i endonucleases de
restriccio.

2.-Recombinacié de DNA in vitro: tall i unié de molécules de DNA. Enzims
purificats, destrals per a la manipulacié6 de DNA: nucleases, endonucleases de
restriccid (tipus, llocs de restriccio, proteccio), fosfomonoesterases,
polinucledtico quinasa, DNA ligasa, DNA polimerasa |, desoxinucleotidil
transferasa terminal.

3.-Plasmidis: E. Coli com a cellllula hoste de diversos tipus de vectors.
Estructura molecular dels plasmidis. Plasmidis “naturals” i “artificials”. Vectors
de seleccié directa.

Vectors multicopia, d’'un baix nombre de copia i de replicacié controlada.



Plasmidi
pBR322 (construccio, caracteritzacio, utilitzacié com a vector d’expressio).

4 .-Bacteriofags: Bacteridofag (propietats, cicles litics i lisogénic, vectors de
susbtitucio,
expressi0 de genes, empaquetament in vitro del DNA del bacteridfag.
Cosmidis.
Fasmidis.

5.-Clonacio de DNA amb vectors de DNA de cadena senzilla i doble: colifags

filamentosos: DNA circular de cadena senzilla (M13). Noves families de vectors
de

DNA de cadena senzilla/doble (pUC i pEMBL.: clonacié multiple, ZAP i plasmidi

pBluescript SK/KS: clonacio i sequenciacié de cDNA i sintesi de cRNA; RNA

polimerasses T3 1 T7).

6.-Sistemes vector-hoste eucaridtics: Clonacié en llevats (vectors,
transformacio

permanent). Transformacio de céllllules animals (vectors SV40, papilomavirus

bovi i

retrovirus). Plantes (Agrobacterium, plasmidis Ti, T-DNA, vectors virals).

7.-Estratégies de clonacié de gens: Inserts (DNA genomic, copia d'RNA en
DNA: transcriptases reverses, inserits sintétics; sintesi d’oligonucledtids).
Lligam de linserit al vector. Clonaci6. Llibreries genomiques: “Chromosome
Walking”, electroforesi en camp pulsant. Aillament de cromosomes per “cell
sorter”. Llibreries de cDNA de cadena completa, seleccié d’RNA (poli(A) + RNA,
per volum, llibreries de sustraccié). Amplificacié de DNA per PCR.

8.-Recerca i seleccio de recombinants en genoteques: métodes genétics.
Métodes d’hibridaci® amb acids nucleics (oligonucleotids degenerats,
amplificacié per PCR). Metodes d’expressié funcional (oocits de Xenopus:
sintesi de transcrits (cCRNA in vitro). Aillament de proteines que s’uneixen a
DNA (“South-Western screening”).

9.-Caracteritzacié de gens clonats; Caracteristiques generals (gruix, mapa de
restriccid, subclonacio). Sequenciacié del DNA (métode de Maxam i Gilbert,
meétodes del “didesoxi’). Analisi pe ordinador de sequéncies de DNA.
Localitzacié de segments clonats en el genoma (“Sothern blot”), determinacio
del nombre de copies en el genoma, localitzaci6 cromosdmica). Deteccid
d’RNA missatger del DNA clonat (“Northern blot”), hibridacié in situ, proteccio
davant laccié de nucleases especifiques de cadena simple, (“primera
extensio”).

10.-Modificacio i expressidé de gens clonats: Mutagénesi in vitro. Traduccio in
vitro. Expressié en E. coli (proteines de fusid). Expressié en llevats.
Transfeccié de él.lules animals (promotors del SV40). Transfeccidé de gens en
oocits, ous i embrions animals transgénics). Plantes transgéniques dicoti-
ledonies. Transferéncia génica en cereals (injecci6 de plasmidis,
microprojectils).



11.

-Aplicacions de I'enginyeria genética: perspectives actuals. Aplicacions a la

investigaci6 en altres zones cientifiques. Aplicacions a la agricultura.
Aplicacions industrials. Aplicacions a la biomedicina. Aplicacions al medi
ambient.

SEMINARIS

L’assignatura d’enginyeria genética és eminentment técnica. Per aquest motiu
a les classes de seminaris es propossa assolir dos tipus d’objectius:

e desenvolupament de técniques basiques i protocols basics necesaris per

a la manipulacié de DNA recombinant i acids nucleics en general.

e estudi dexemples il.lustratius d’algunes de les parts desenvolupades en

les classes tedriques. Amb aixo es pretén combinar per un costat
I'obtencié per part de I'alumne dels coneixements técnics basics i per
I'altre estimular a 'alumne a que copsi com és de fantastica I'enginyeria
genetica per al nostre mon i el seu futur.

Electroforesi en gel d’agarossa. Electroforesi en gel de poliacrilamida.
Band shift. Foot printing.

2.- Purificacié de plasmidis (CsCl, altres). Purificacid de DNA a partir de
teixits o cél.lules.

3.- Exemple de subclonacié d’'un segment de DNA en un plasmidi
(protocols, controls, etc.).

4.- Expressid en E. coli de la somatostatina.

5.- Expressié directa del gen de 'hormona del creixement huma.

6.- Purificacio d’'RNA (poli (A)+ RNA) a partir de teixits o céllllules.

7.- Exemple de seleccié d’un clon (cDNA) per deteccié amb anticossos.

8.- Exemple de I'aplicacié del PCR per a la clonacié d’'un gen.

9.- Exemple de clonacié d’'un cDNA per expressio funcional en oocits de
Xenopus.

10.- Exemple d’identificacié de mutacions en un gen com a base molecular

d’'una malaltia.
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AVALUACIO

Avaluaci6 mitjangant un examen final escrit.



