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ONIVERSIDAD DE BUENOS A[RES

FACULTAD DB CIENCIAS BEACTAS ¥ NATURALES

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN
INGENIERTA GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

PROGRAMA DEL CURSO ''INGENIERIA GENETICA" - 1987

15 livaje, ligado, modificacisn y sintesis "in vitro" de moléculas de
DNA. Nucleasas; diferentes tipos. Endonucleasas de restriccion, diferen-
tes tipos y descripciédn de las mas importantes. Palindromes. Metilacidn
del DNA. Licasas de DNA y RNA; tipos de ligadura; uso preferencial de

la enzima de E.colj y la inducida por el fago T4. Defosforilacidn y fos-
forilacidn de acidos nucleicos, fosfatasas alcalinas Y quinasa de poli-
nucledtidos. Enzimas polimerizantes del DNA. Transferasa terminal y adi-
cidn de cadenas poliméricas. DNA polimerasa !, actividad polimebizante

y actividades nucleoliticas, fragmentos proteoliticos, ''proof reading'',
"nick translation', "filling-in' y polimerizacidn en molde Y copia; u-
sos preferentes de la enzima y de su fragmento ''grande' (Klenow). DNA

polimerasa de T4, Transcriptasa reversa: estructura y caracteristicas.
RNAsa H,

2. Plasmidos. Propiedades generales y asociadas (resistencias a anti-
bidticos, bacteriocfhas, toxinas, fermentacion). Transferencia: conju-
gadores, no conjugativos, movilizables, Replicacidn: relajada, contro-
lada, nimero de copias, amplificacion - disociacién.

3. Transposones. Elementos de insercidn simple IS. Sitios de integra-
cidn. Secuencias repetidas e invertidas. Transposasas. IS y evolucién.
Formacidn de plasmidos conjugativos de resistencia a drogas. Tn-3,
Tn-10, Tn-5, etc. Fago Mu: mecanismo de integracién; replicacién; ci-
clo Iitico. El genoma Mu como transposdn y su utilizacién en el estu-
dio de genes regulatorios en bacteria. Modelos de transposicién. Trans-
posicidn en eucariotes.
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4. 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 mis comunes. Los derivados del
fago A como vehiculo de clonade; Charon-4. Césmidos. El sistema de fago
M13, caracteristicas generales. Hudspedes bacterianos mas comunes. Estra-
tegias de clonado. Preparacién de genotecas. Técnicas para la preparacidn
de un DNA copia. Insercidn del DNA copia en un vehiculo de clonado, 'blunt
ends'', "Sticky-ends", cadenas homopoliméricas, 'linkers', etc. Preparacion
de genotecas de DNA copia sin o con expresion de funciones. El sistema del

fago SP6 y T7 polimerasa para la obtencidn de transcriptos especificos.
Vector tipo '""Blue scribe''.

5. Sistema de clonado y expresidn en fago A gtll. "Screening' inmunolégi-

co. Preparacion de proteinas de fusidn. Seleccidn de anticuerpos especifi-
cos.

6. Seleccién de recombinantes y caracterizacidon. Métodos genéticos y por
hibridizacion. Aislamiento del gen. Restriccidn y experimentos ''shot-gun''.
Reconocimiento de clones. Seleccidn de mRNA y arresto de la traduccion

“in vitro' con el c¢DNA clonado. Uso de oligonucledtidos como sondas de hi-
bridizacion.

/. Métodos para la caracterizacidn de secuencias génicas. Mapas de restric-

cidn. Secuenciacidon del DNA. Métodos de copia de un templado a partir del
"primer'' (iniciadores). Terminadores de cadena. Uso de dideoxinucledtidos.
Aplicacidn de fragmentos clonados en fago M13. Secuencias flanqueantes uni-
versales. Clonado al azar en M13 mp7. Método quimico de Maxam y Gilbert, de
Hohn y Church & Gilbert. '"Cyclone'.

8. Sintesis de oligodeoxinucledtidos. M&todos de fosfotriéster y triéster
de fosfito. Purificacion y caracterizacién de los oligonucledtidos. Uso de
genes sintéticos. Mutagénesis dirigida mediada por DNA sintético.

9. Expresidn de genes eucaridticos en bacterias. Promotores Y terminadores.
de la transcripcién. Sitios de contacto. Regulacidn positiva. Construccidn
de vehiculos de clonado y expresidn en E.coli. Ej.: vectores pKO, pLG, etc.
Secuencias de reconocimiento del ribosoma. Sec.Shine-Dalgarno. Marco de lec-
tura. Eficiencia en transcripcidn y traduccidn. Vectores pEX. Sefial para
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transporte a membrana. Secrecidn y estabilidad de proteinas. Ej.: prepro-
quimosina. Clonado y expresion en levaduras. Plasmidos, hibridos de leva-
dura y bacteria. Vectores de transformacidén de levaduras (expresidn de in-
terferén, renina, etc. en levadura).

10, Clonado en cé&lulas eucariotes. Transfeccibn de genes en cé&lulas euca-
riotes. Métodos: precipitacidn con (PO,),.Ca, fusidn de protoplastos, mi-
croinyeccion. Lineas celulares utilizadas. Aislamientc de genes transfe-
ridos. Transfeccidon de DNA de elevado peso molecular: clonado de genes
transformantes.

Vectores virales: SV40, adenovirus, retrovirus. Aplicaciones: estudio de
secuencias ""ENHANCER''. Retrovirus como herramientas para el estudio de

la diferenciacion. Estructura de cromatina: sitios hipersensibles a nucle-
asas, método indirecto de marcado de extremos, ''foot-printing'' con DNAsa |
y con exonucleasas, método de retardo en geles de agarosa, digestidn con
nucleasa micrococccal.

11, Introduccidn de genes heterdlogos en animales. Construccidn de genes
por fusidn. Secuencias reguladoras. Promotor de la metalotioneina. Inte-
gracidén de los genes heterdlogos al DNA cromosdmico. Induccidn de la ex-
presidn. Expresidn en ratones transgénicos. Metilacién de los nuevos ge-
nes. Transmisidn hereditaria. Expresidn de la hormona de crecimiento.
Fusidn: metalotioneina-hormona de crecimiento humana. Correccidn parcial
de enfermedades hereditarias. Transformacion de Drosophila. Elementos P,
Disgénesis hibrida.

12. Clonado en plantas. Vectores de transformacidn en plantas. Cauliflow-
er Mosaic virus. Agrobacterium tumefaciens. Estructura del plasmido Ti vy
sus propiedades como vector. Transferencia genética a través de fusidn de
protoplastos. Transformacidn en plantas. Expresidn de genes bacterianos.
Expresion de los genes en plantas regeneradas. Progenies.

13. Estructura y organizacidon de los genes de eucariotes. Secuencias Gni-
cas y repetitivas. Métodos para determinar el numero de copias y la loca-
lizacidn cromosdmica y subcromosdmica de los genes. Genes transcriptos
por la RNA polimerasa Il. Intrones y excnes: Métodos para su mapeo. Méto-
dos para determinar los extremos 5' y 3' de los mRNAs (mapeo con nucleasa
S1). Splicing alternativo: su deteccién. Transcriptos de SP6 polimerasa y
su uso. Obtencidn de cDNA "in vivo'' mediante vectores retrovirales.




14, El uso de las técnicas del DNA recombinante en el diagndstico prenatal-
y pre-sintomitico de enfermedades hereditarias. Enfermedades en las que se
conoce el gen defectuoso: talasemias, anemia falciforme, deficiencia en al-
fa |, antitripsina, etc. Enfermedades en las que no se conoce el gen defec-
tuoso: Corea de Huntington, hipertrigliceridemias y otras. Polimorfismos de

longitud de fragmentos de restriccidn (RFLP). Consideraciones para una futu-
ra terapia genética.

15. Clonado en Bacillus. Importancia y particularidades del huésped (exoen-
zimas-esporulacidn). Particularidades de los sistemas de transcripcién y
traduccion (RNA polimerasas-factores 0 -secuencias SD). Vectores (pl3smidos-
fagos- cdsmidos-transposones). Introduccidn del DNA (transformacidn(es)-
transduccidn-coconjugacidn). Recombinacidn(es)-restriccidn-modificacién. Es-
tabilidad de los genes clonados.
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BIBLIOGRAFIA GENERAL ( CURSO DE INGENIERIA GENETICA )

- MOLECULAR CLONING - A LABORATORY MANUAL - Maniatis,T., ErisichiE B
and Sambrook,J.; Cold Spring Harbor Laboratory_(Ed.); Box 100, Cold
Spring Harbor, New York 11724, USA (1982) ~

- RECOMBINANT DNA - A SHORT COURSE - Watson, J.D., Tooze, J. and Kurtz,D.T.
W.H. Scientific American Books (Ed.) Freeman and Company; 41 Madison
Avenue New York, New York 10010, USA (1983)

- GENETIC ENGINEERING - Vols 1, 2, 3, 4, Robert Williamson (Ed.), Academic
Brges N6, Bl g e Now York. Hew Vork 10003, USA (1981, 1981,
1982, 1983)

- PRINCIPIOS DE MANIPULACI®N GENETICA. INTRODUCCION A LA INGENIERIA GENETICA
0ld, R.W. and Primrose,S.B., Editorial Acribia S.A., Royo 23, 50006
Zaragoza, Espafa  (1987)
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