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INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN INGENIERIA GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR (INGEBI)

PROGRAMA DEL CURSO SUPERIOR DE INGENIERIA GENETICA - 1986

Plasmidos. Propiedades generales y asociadas (resistencias a anti-
bidticos, bacteriocinas, toxinas, fermentacién). Transferencia:
conjugadores, no conjugativos, movilizables. Replicacion: relajada,
controlada, nimero de copias, amplificacién - disociacidn.

. Transposones. Elementos de insercion simple IS. Sitios de integra-

cién. Secuencias repetidas e invertidas. Transposasas. IS y evolu-
cién. Formacidn de plasmidos conjugativos de resistencia a drogas.
Tn-3, Tn-10, Tn-5, etc. Fago Mu: mecanismo de integracidn; replica-
ciény ciclo 17tico. El genoma Mu como transposén y su utilizacion
en el estudio de genes regulatorios en bacteria. Modelos de trans-
posicidon. Transposicidon en eucariotes.

Clivaje, ligado, modificacidon y sintesis ''in vitro' de moléculas de
DNA. Nucleasas:; diferentes tipos. Endonucleasas de restriccidon, di-
ferentes tipos, y descripcidén de las mas importantes. Palindromes.
Metilacidon del DNA. Ligasas de DMA y RMNA; tipos de ligadura; uso
preferencial de la enzima de E.coli y la inducida por el fago 51
Defosforilacidn y fosforilacién de acidos nucleicos, fosfatasas al-
calinas y quinasa de polinucledtidos. Enzimas polimerizantes del
DNA. Transferasa terminal y adicidon de cadenas poliméricas. DNA po-

limerasa |, actividad polimerizante y actividades nucleoliticas,
fragmentos proteoliticos, ''proof reading', 'nick translation',
"filling-in" y polimerizacién en molde y copia; usos preferentes de

la enzima y de su fragmento ''grande'’ (Klenow). DMA polimerasa de TL,
Transcriptasa reversa: estructura y caracteristicas. RNAsa H.

Clonado de genes en bacterias. Los plasmidos como vehiculos de clona-
do, caracteristicas generales, pBR322, plasmidos de la familia pUC,
pAT153, caracteristicas de los huéspedes mas comunes. Los derivados
del fago como vehiculo de clonado; Charon-l; e T VR o B
Empaque '"in vitro'. Césmidos. El sistema del fago M13, caracteristi-
cas generales. Huéspedes bacterianos mas comunes. Estrateaias de clo-
nado. Preparacidn de genotecas. Técnicas para la preparacidn de un

Jicicgice

Vuelta de Obligado 2490 — 1428 Capital Federal




@///z'm'dfe'z:'a e cha/zwaci&'ﬂ Y %ﬁfz’cﬁa

Cgamg/a @/Iéciomz/ de @%weaéﬁryacmned %’enﬁ%&ad Y gf;’cm'cacs
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DNA copia. Insercion del DNA copia en un vehiculo de clonado,
"blunt-ends', ''sticky-ends', cadenas homopol iméricas, linkers,
etc. Preparacion de genotecas de DMA copia sin o con expresidon

de funciones. El sistema del fago SPh para la obtencidén de trans-
criptos especificos. Clonado en Bacillus.

5. Seleccidn de recombinantes y caracterizacién. Métodos genéticos,
inmunoquimicos y por hibridizacidn. Aislamiento del gen. Restric-
cion y experimentos shot-gun. Reconocimiento de clones. Seleccidn
de mRNA y arresto de la traduccidn "in vitro' con el cDNA clonado.

6. Métodos para la caracterizacidén de secuencias aénicas. Mapas de
restriccion. Secuenciacidn del DNA. Métodos de copia de un tem-
plado a partir de "primer' (iniciadores). Terminadores de cadena.
Uso de dideoxinucledtidos. Aplicacidon de fragmentos clonados en
fago M13. Secuencias flanqueantes universales. Cloando al azar en
M13 mp7. Método quimico de Maxam y Gilbert, de Hohn y Church &
Gilbert.

7. Sintesis de oligodeoxinucledtidos. Métodos de fosfotriéster vy
triéster de fosfito. Purificacion y caracterizacidon de los oligo-
nucledtidos. Uso de genes sintéticos. Oligonucledtidos como sondas
de hibridizacion o iniciadores especificos. Mutagénesis dirigida
mediada por DNA sintético.

8. Expresidén de genes eucaridticos en bacterias. Promotores y termina-
dores de la transcripcidn. Sitios de contacto. Regulacidn positiva.
Construccion de vehiculos de clonado y expresion en E.coli. Ej.:
vectores pKO, pLG, etc. Secuencias de reconocimiento del ribosoma.
Sec.Shine-Dalgarno. Marco de lectura. Eficiencia en transcripcidn
y traduccidon. Vectores pEX. Sefial para transporte a membrana. Se-
crecidn y estabilidad de proteinas. Ej.: preproquimosina. (Clonado
y expresidon en levaduras. Plasmidos, hibridos de levadura y bacte-
ria. Vectores de transformacién de levaduras. (expresién de inter-
ferdn, renina, etc. en levaduras).

1'ca Biologlea
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9. Clonado en células eucariotes. Transfeccidén de genes en células
eucariotes. Métodos: precipitacidon con (POQ)ZCa, fusion de pro-
toplastos, microinyeccidén. Lineas celulares utilizadas. Aisla-
miento de genes transferidos. Transfeccion de DNA de elevado pe-
so molecular: clonado de genes transformantes.

Vectores virales: SVAh0, adenovirus, retrovirus. Aplicaciones:
estudio de secuencias EMHANCER. Retrovirus como herramientas pa-
ra el estudio de la diferenciacion.

10. Introduccion de genes heterdlogos en animales. Construccidn de
genes por fusidn. Secuencias reguladoras. Promotor de la metalo-
tioneina. Integracidn de los genes heterdlogos al DNA cromosémi-
co. Induccidn de la expresion. Expresidn en ratones transgénicos.
Metilacion de los nuevos genes. Transmision hereditaria. Expresion
de la hormona de crecimiento. Fusidn: metalotioneina-hormona de
crecimiento humana. Correccidn parcial de enfermedades hereditarias.

11. Clonado en plantas. Vectores de transformacidon en plantas. Cauli-
flower Mosaic virus. Agrobacterium tumefaciens. Estructura del
plasmido Ti y sus propiedades como vector. Transferencia genética
a través de fusidon de protoplastos. Transformacidn en plantas.
Expresion de genes bacterianos. Clonado de la Ribulosa P carboxila-
sa. Expresion de los genes en plantas regeneradas. Progenies.

12. Biologia Molecular de la fijacion del nitrdgeno. Genes de nodula-
cidon. Especificidad. Formacidn del bacteroide. Estructura y funcidn.
Metabolismo. Sistema de permeasas. Nitrogenasas. Bioquimica de su
funcionamiento. Requerimientos y cofactores. Operdn MNif. Estructura.
Genes reguladores. Induccién por proteinas responsables de la utili-
zacion del MH4. Transferencia de los genes nif. Regulacién de su
expresion.

13. Estructura y organizacidn de los genes de eucariotes. Secuencias
Unicas y repetitivas. Métodos para determinar el nimero de copias
v la localizacidon cromosdmica y subcromosémica de los genes. Genes
transcriptos por la RNA polimerasa |l. Intrones y exones. Relaciones
e entre exones y dominios funcionales y estructurales de las proteinas.
Familias de genes. Pseudogenes. Secuencias ''consenso'' para la inicia-

cidén y terminacién de la transcripcion. Maduracién (splicing) del RHNA.
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14,

15..

Mecanismos de splicing. Papel de los RNA nucleares pequefios. Casos
particulares de splicing: splicing autocatalTtico en Tetrahymena;
splicing en mitocondrias de levaduras, madurasas. Splicing alter-
nativo y uso diferencial de promotores: alfa amilasa, inmunoglobuli-
nas, calcitonina, fibronectina y otros casos. Estructura de RMA
mensajero. Modificaciones post-transcripcionales. Pre y pro polipép-
tidoes. Secuencias para proteinas de exportacidon y de membrana. Poli-
proteinas

Inmunoglobulinas: genes esparcidos. Maduracidon de las células B vy
rearreglo génico. Produccidn de anticuerpos

El uso de las técnicas del DNA recombinante en el diagndstico pre-
natal y pre-sintomdtico de enfermedades hereditarias. Enfermedades

en las que se conoce el gen defectuoso: talasemias, anemia falcifor-
me, deficiencia en alfa |, antitripsina, etc. Enfermedades en las

que no se conoce el gen defectuoso: Corea de Huntington, hipertri-
gliceridemias y otras. Polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccién (RFLP). Consideraciones para una futura terapia genética.

Estructura de cromatina y expresidon genética. Empaquetamiento del
DNA eucaridtico. Nucleosomas. Sensibilidad a las nucleasas. Topolo-
gia y transcripciodn.
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1.- . INTRODUCCION de: RUIA DFE TRABAJOS PRACTICOS del CURSO DE INRENIERIA GEMETICA

Este trabajo prdctico intenta mostrar a pequefia escala y en un lapso breve
lo que es un proyecto de clonado y caracterizacidn de una secuencia especifica
a partir de un genoma completo. Concretamente, se busca aislar el promotor izquier-
do del bacteriofago lambda. En consecuencia, el DNA gendmico completo de este vi-
rus se cortard con enzimas de restriccién (ver esquema general) y la totalidad de
los fragmentos generados se ligardn con el plasmido pKO-1, a su vez adecuadamente
cortado. Los plasmidos recombinantes asi obtenidos se introducirdn en bacterias vy
se seleccionardn las transformadas en base a la resistencia a ampicilina conferi-
da por el vector. De esta manera, se habrd generado una suerte de "library" del
fago lambda. Se podrd entonces identificar el clon buscado por hibridacidn  con
un ''probe'’ radioactivo especifico preparado a tal efecto (esta etapa tiene algo
de artificial ya que implica que se conoce el mapa de restriccion antes de clonar
el gen, lo cual es bastante raro). A continuacidn, el o los clones obtenidos se
caracterizaran y confirmardn desde un punto de vista bioquimico por el tamafo de
los fragmentos de restriccién de sus plasmidos y la capacidad de hibridar con un
"orobe' en un 'Southern blot', asi como directamente por la secuencia nucleotidi-
ca de la zona promotora. También se realizard una caracterizacidn genética de los
clones, aprovechando las propiedades del vector usado. El plasmido pKO-1, en efec~
to, posee un gen de galactcquinasa inactivo por el Gnico hecho de carecer de se-
cuencia promotora. La sola insercién de un promotor en el extremo 5' del gen, v
en la orientacidn correcta, serd capaz en consecuencia de reestablecer su expre-
sidn.

Por lo tanto, la confirmacién funcional de la identidad de los pldsmidos

consistird en que estos deberdn ser capaces de revertir por transformacidn un fe-

notipo galactosa menos a 'wild type''.
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