1. Corte, ligado, modificacién y sintesis in vitroe de moléculag
de DNA. Mucleasas: diferentes tipos. Endonucleasas de restric-
cién, diferentes tipos y descripeién de lag mas importantes. Pa-
lindromes. Metilscién del DNA. Ligasas de DNA y RNMA; tipos de 11-
gadurs; ueo preferencial de la enzima de K. ooli vy 1a inducida
por el fago T4, Defosforilacién v foeforilacién de Acidos mnelei-
cos, fosfatasas alcalinas vy guinzea de polinucleétidor. Enzimas
polimerizantes del DNA. Traneferzsen terminal y adicidén de cadenas
poliméricas. DNA polimeraea I, actividad polimerizante v activi-
dades mucleoliticse. Fragmentos proteoliticos, proof reading,
nick translation, filling-in y polimerizacién en molde vy copla:
negoe preferentes  de la enzima vy de eu fragmento "grande” (Kle-
now). DNA peolimersass de T4. Transcriptasa reveres: egtructura v
caracteristiocas. RNAegs H.

2. PlAemidos. Propiedades generales vy asgociadas (resistencias =&
spntibldticos, bacteriocinae, toxinae, fermentacion}, Transferen-
cla: conjugatives, no conjugativoe, movilizables, Feplicacidn:
relajada, controlada, niamero de coplasg, amplificascidn-disccia-
oldn,

3. Clonado de @geneg en bacteriae. Loe pliemidor como vehiculoe
de clonado, caracterigticae genersles, pBR3ZZ, plismidce de  la
familis pUC, pAT153, caracteristicas de log huéespedes mar  comn-
neg. Los derlvadoe del fago X como vehiculo de clonado: Charon-4,
Céemidos. El sistema de fago M13, caracteristicas genersles.
Hugepedes bacteriancs més comunes. Eetrategias de clonado. Prepa-
racién de genotecas. Téenicas para la preparacidén de un DNA  oco-
pia. Insercidén del DNA copla en un vehiculo de clonado, blunt
ends, sticky ends, cadenas homopoliméricas, linkers, etc., Prepa-
racidén de genotecss de DNA copia sin o con expresidn de funcio-
nees. Bl sistems del fago SPB v T7 de polimerass para la obtencidn
de transcriptos especificos. Vector tipo Blue scribe.

4. Beleccidn de recombinsntes v carscterizacidn. Métodos genéti-
cog ¥y por hibridizscién. Alelamiento del gen. Restriccoiodn ¥ expe-
rimentos shot-gun. Reconocimiento de clones. Seleccidn de mRHA v
arresto de  la traduceién In vitro con el  oDHA clonsdo. Uso de
oligomacledtidas como sondse de hibridizsacién.

5. Expresidén de genee eucaridticos en bacteriag. Fromotores v
terminadores de la transeripeidn. Sitioce de contacto. Regulscidn
positiva. Conetruccién de vehiouloe de alonado v expresién de A,
coli. Ei.: vectores pKO, pL@, etc. Secuencias de raeconocimiento
del ribosoma. 3ec.Shine-Dalgarno. Marco de lectura., Eficiencis en
tranecripeldn vy traduceisn. Veotoree PEX. Befial para traneporte s
membrana, Secrecién y estabilidad de proteinss. El.: preproguimo-
e#ina. Sletema de clonado y expresicon en fago Aghil. Soereening in-
manoldégico. Preparacién de proteinse de fueidn. Selecoidén de  an-
ticuerpos especificos. A




6. Métodos para la caracterizacién de secuencias génicas. Mapas
de restriccién. Secuenciacidn del DNA. Métodos de copia de un
molde a partir del primer (iniciadores). Terminadores de cadena.
Uso de dideoxinucledtidos. Aplicacién de fragmentos clonados en
fago M13. Secuencias flanqueantes universales. Clonado al azar en
M13 mp7. Método quimico de Maxam y Gilbert, de Hohn y Church &
Gilbert., Cwvolone.

7. OSintesis de oligodeoxinucledtidos. Método de fosfotriéster vy
triéster de fosfito. Purificacidén y caracterizacidén de los oligo-
nucledtidos. Uso de genes sintéticos. Mutagénesis dirigida media-
da por DNA sintético.

8. Clonado en BRacillus. Importancia y particularidades del huég-
ped (exoenzimas-esporulacién). Particularidades de los sistemas
de transcripeidén y traduccidn (RNA polimerasas-factores-secuen-
cias SD). Vectores (plasmidos-fagos-céemidoe-transposones). Int-
roduccion del DNA (transformacidén(es)-transduccidn~-coconjuga-
cidn). Recombinacidén(es)-restriccidén-modificacidén., Estabilidad de
los genes clonados.

9. Clonado en células eucariotes. Transfeccidén de genes en célu-
las eucariotes. Métodos: precipitacién con Caz(PDa)z, fusidn de
protoplastos, microinyeccion. Lineas celulares utilizadas. Aisla-
miento de genes Ltransferidos. Transfeccldn de DHA de elevado pesa
molecular: clonado de genes transformantes. Vectores virales:
5V40, adenovirus, retrovirus. Aplicaciones: estudio de secuencias
enhancer. Retrovirue comoe herramientag para el estudic de 1la
diferenciacién. Estructura de cromatina: eitios hipersensibles =a
nicleapsas, método indirecto de marcadoe de extremos, foot-printing
con DNAsa I y con exonucleasas, método de retardo en geles de
agarosa, digestidn con nucleasa micrococcal.

10. Introduccidén de genes heterdlogos en animales. Construccién
de genes por fusidn. Secuencias reguladoras. Promotor de la meta-
loti na. Integracién de los genes heterdlogos al DNA  cromosd-
mico mccién de la expresidn. Expresidén en ratones tranegéni-
COS . :tilacidén de los nuevos genes. Tranemisidén hereditaria. Ex-
presidn de la hormona de crecimiento. Fusién: metalotioneina-hor-
mona de crecimiento humana. Correccién parcial de enfermedades

hereditarias. Transformacién de Drosophila. Elementos P. Disgéne-
sis hibrida.

11. Estructura y organizacién de los genes de eucariotes. Secuen-
cias vinicas y vrepetitivas. Métodos para determinar el ntimero de
copias vy la localizacién cromosdmica y suberomoedmica de loe ge-
nes. Genes transcriptos por la BNA polimerasa I1. Intrones y exo-
nes: métodos para su mapeo. Métodos para determinar los extremos
5" vy 3" de los mRNAs (mapeo con nucleasa S1). Splicing alterna-
tivo: su deteccidén. Transcriptos de polimerasa SP6 y su uso. Ob-
tencién de c¢DNA in vive mediante vectoree retrovirales.



12, Uso de las técnicas del DNA recombinante en el diagndstico
prenatal v pre-sintomatico de enfermedades hereditariase. Enfer-
medades en las que se conoce el gen defectuoso: talasemias, ane-
mia faleiforme, deficiencia en alfa I, antitripsina, ete. Enfer-
medades en las que no se conoce el gen defectuoso: Corea de Hu-
tington, hipertrigliceridemias y otras. Polimorfismos de longitud
de fragmentose de restriccién (RFLP). Consideraciones para una fu-
tura terapia genética.

13. Clonado y expresién en levadurae. Plasmidoe, hibrides de
levadura vy bacteria. Vectoreg de transeformacidén de levaduras
(expresidn de interferdn, renina, etce).

14. Clonado en plantas. Vectores de traneformacidén en plantas.
Cauliflower Mosaic Virus. Agrobacterium tumefaciens. Eetructura
del plaemido Ti y sus propiedades como vector. Traneferencia ge-
nética a través de fusion de protoplastos. Transformacidon en
plantas. Expresidén de genes bacterianos. Expresidn de los genes
en plantag regeneradas. Progenies.
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