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1. Corte, ligado, modificacién y—sihtesis in vitro de moléculas
de DHA. Nuacleasas: diferentes Lipos Endomcleasas de vreshric-
én, diferentes tipos vy des 0ripﬁ1un de las mas importantes. Pa-
lindromes. Metilscién del DNA. Ligaeas de DNA y RNA; tipos de 1i-
gndurs; uso preferencial de lm enzima de F. coll y la inducida
por el fago T4. Defosforilascién y fosforilacidn de Acidos nuclei-
con, Tosfatasaes alecalinas v quinaesa de polinucledtidos. Enzimas
rolimerizantes del DNA. Transferaea terminal v adicléon de cadenas
poliméricas. DNA polimeraesa I, actividad polimerizante y activi-
dades  macleocliticaes. Fragmentos proteclibicos, proof resding,

nick translation, filling-iny polimerizacton en moide v coplsal
ueor preferentes  de la ensima vy de eu fragmento "grande”  (Kle-

(=i

now). DHA polimerassa de T4. Tranecriptasa reveres: estructurs v

caracterieticas. RBAEs H.

2. Plasmidos. Pro pieﬁad@n generales ¥y dﬁﬁpiddRP (resistencias A
antibléotiooe, bacterioccinss, toxinase, fermentacidn)., Transferen-
cls: conjugatives, no conjugativos, movilizablee, Replicacidn:
relajada, controlads, numero de coplze,  amplificacién-disocia-
alin., ' : : ;

3. Clonado de genes en bacterise. Loe plicmidop como  vehioulos
de elonado, caracterieticse generalss, pBRAZE, pliesmides de  la
familia plC, pATi53, carscteristicas de lop huéespedes mée  comi-
nez. Los derivades del fago XA como vehiculo de clonado: Charon-4,
Caesmidos. El sistema de fago M13, caracteries ticae generales.
Huéppedes bacteriance mies comunes. Estrateglss de c¢lanado. Prepa-
racidén de genotecas. Téenlcae para la preparacidn de up DHA  co-
pla. Insercidén del DNA copla en un  vehiculo de clonade, biunt
ends, sticky ends, cadenas homopoliméricas, linkers, ete., Prepa-
racion de genotecas de DHA copizs sin o con expresidn de funcio-
nee. El sietems del frsgo SPB vy T7 de polimeracs para la obterncidn
de transeriptos especificos. Vector tipe Riue scribe.

4. Belecclidn de recombinentes y carvacterizacidn, Métodos gendti-
coes vy por hibridiz i)n Aisleuniento del gen. Restriceidn y expe-
rimentos shot-gun., Heuanucimientﬁ de clones. Seleccidn de mRMA v
arresto de  1la traduceldén In vitre eon =21 eDHA c¢lonsdo., Ugo  de

oligomacledbtidos como sondas de hibridizscidn,

Expresion de genes encaridticos  en bacterias. Promotores vy
srminadores de la tranecripecién. Sitiles de contacto, Regulscidn
poﬂitiva. Conptrucelén de vehiculos de clonado vy expresidn de AL
noli. Ei.: vectores pRO, pLGE, ete. Secuencias de reconoccimiento
dal ribosoma. Seo.Shine-Dalgarno., Harco de lectura, Eficlencis en
ﬁzin;u“-puiun v traduccelén. Vectores pEY, Safial para transporte s

membrana, Secrecliédn vy eetabllidasd de proteinss. E).: preproguime-

:?na. Aiestema de clonado v expresion en fago Agtll., Scereening in-
manologico. Preparacién de proteinsg de fusidn, Heleceldn de  mn-
tlenerpos eepecificos.
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6. Métodos para la caracterizacién de secuencias génicas. Mapas
de restriccién. Secuenciacién del DNA. Métodos de copla de un
molde a partir del primer (iniciadoree). Terminadoree 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. Creclone. '

7. OSintesis de oligodeoxinucledtidos. Método de fosfotriéster vy
triéeter de fosfito. Purificacidn v caracterizacidén de los oligo-
nucledtidos. Usc de genes sintéticos. Mutagénesis dirigida media-
da por DNA sintético.

8. Clonado en BRacillus. Importancia v particularidades del huée-
- ped . {(exomnzimas-eceporulacién). —Particularidades de los .sistemas
de transcripeidén y traduccidn (RNA polimerasas-factores-secuen-
cias SD). Vectores (plasmidos-fagos-cdsmidos-transposones). Int-
roduccién del DNA (transformacidén(es)-transduccidn-coconjuga—
cidén). Recombinacidén(es)-restriceidn-modificacidén. Estabilidad de

los genes clonados.
A

@. Clonado en células eucariotes. Transfeccién de genes en célu-
las eucariotes. Métodos:. precipitacidén con Caz(PD4)z, fuslén de
protoplastos, microinveccidn. Lineas celulares ntilizadas. Aisla-
mien’o de genes transferidos. Tranefeceidn de DHA de elevado pesao
molecular: clonado de genes traneformantes. Vectores virales:

5V40, adenovirus, retrovirus. Aplicaciones: estudio de secuencias

enhancer. Retrovirue como  hervsmientse para el eetudico de  1a
diferenciacién. FEetructura de cromatina: gitios hiperseneibles &
nucleasar, método indirecto de marcade de extremos, foot-printing
con DRAsa 1 v con exonucleasas, método de retarde en geles de
agarosa, digestidn con mucleasa micrococcal.

10. Introducecidér de genes heterdlogos en znimales. Construceidn
de genes por fusidn. Secuencias reguladoras. Promotor de la meta-
lotioneina. Integraciédn de los genes heterdlogos al DNA  cromosd-
mico. Induccién de la expresién. Expresiédn en ratones transgéni-
cos. Metilacidén de les nucvos genes. Tranemisién hereditaria. Ex-
presidn de la hormona de ecrecimiento. Fusidn: metalotioneina-hor-
mena de cerecimiento  humana. Correccidén parcial de enfermedades
hereditarias. Transformacién de Drosophila. Elementos P. Diesgéne-

.

sis hibrida.

11. Estructura y organizacién de los genes de euncariotes. Secuen-
cias unicas y repetitivas., Métodos para determinar el nimero de
corias v 1la localizaciédn cromosdmica y euberomosdmica de loe ge-
nes. Genes transcriptos por la RNA polimerasa 1II. Intrones y eXxo-
nes: métodos. para su mapeo. Métodos para determinar los, extremos
57 ¥y 3" de los mRNAs (mapeo con nucleasa S1). Splicinzg alterna-
tivo: su deteceidn. Transcriptos de polimeraesa SPB v o uso. Ob-
tencidon de ¢DNA In viveo medlante vectorese retrovirales.

S [T
hooA N
Wi
\ |
L
]




1Z2. Uso de las técnicae del DNA recombinante en el dlagndetico
prenatal y pre-sintomdtico de enfermedades hereditariae. Enfer-
medades en las que ee conoce el gen defectuoso: talasemias, ane-
mia falciforme, defieciencia en alfa I, antitripsina, etc. Enfer-
medades en las que no se conoce el gen defectuoso: Corea de Hu-
tington, hipertrigliceridemias y ctras. Polimorfiemos de longitud
de fragmentos de restriceiédn (RFLP). Consideraciones para una fu-
tura terapia genética. :

13. Clonado y expresidédn en 1levadurae. Plésmidoe, hibridos de
levadura vy bacteria. Vecitores de transformacién de levaduras
(expresidén de interferdn, renina, eto).

14. Clonado en plantas. Vectores de transformacidén en plantas.
rauliflower -Mosaic Virus., Agrobacteriusm- tumefaciens. Eetructura.
del pléaemido Ti y sue propiedades cowmo vector. Transferencia ge-
nética 8 4travées de fusién de protoplastos. Transformacion en
plantas. Expresién de genes bacteriznos. Expresién de los genes
en plantzs regeneradas. Progenies.
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