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2. INTRODUCCIO A L’ASSIGNATURA

L’assignatura d’enginyeria genética molecular introdueix a I'alumne en el coneixement de
les técniques i meétodes per a l'aillament, amplificacié i manipulaci6 de gens amb la
finalitat d’obtenir organismes d’utilitat en biotecnologia. Aquesta assignatura es troncal i
s’ubica en el 3* curs de la llicenciatura de biotecnologia, una vegada I'alumne ha adquirit
els coneixements basics en biologia cel-lular i molecular, geneética i microbiologia. En el
mateix itinerari del 3* curs o en assignatures optatives de 4' curs, l'alumne estudiara
metodologies de processos de produccié, millora, diagnostic i control de qualitat que
necessitaran i complementaran els coneixements adquirits en lI'assignatura d’enginyeria
genética.

3. OBJECTIUS

1. Conéixer els conceptes i la terminologia basics relacionats amb els processos
d’aillament, amplificacié i manipulacié de gens.

2. Coneixer les técniques, metodologies i processos basics requerits per identificar,
clonar i manipular un gen.

3. Coneixer les particularitats d’interes biotecnologic dels diferents grups d’organismes
vius, i especialment dels organismes hoste més habituals en enginyeria genética.

4. L’alumne ha de ser capac de dissenyar estratégies de clonatge senzilles.

5. L’alumne ha de ser capag de decidir entre diferents sistemes d’expressio i organismes
hoste segons la finalitat del procés experimental i/o productiu.

4. TEMARI TEORIC i PRACTIC.

4.1 TEMARI TEORIC

Part I. Tecnologia del DNA recombinant.

1- Introduccié. Concepte de clonatge. Metodologia. Definici6 de vector de clonatge.
Organismes hoste. Manipulacié genética.

2- DNA recombinant. Degradacié d'acids nucleics. Nucleases. Endonucleases de

restricci6. Sintesi d’acids nucleics. Polimerases. Maodificacié d'acids nucleics. Lligases.
DNA recombinant. Fill-in. Linkers.




3- Aillament i purificacié d’acids nucleics . Lisi cel-lular. Purificaci6 de DNA. Lisi
alcalina. Separacié de fragments de DNA per electroforesi. Purificacié de fragments de
DNA. Camp pulsant.

4- Plasmidis i vectors de clonacio. Estructura dels plasmidis. Gens de seleccio.
Multiple cloning site. Replicacié i nUmero de copies. Grups d’'incompatibilitat. Mobilitzacié
i transferéncia. Vectors de clonaci6. Fasmids, fagémids i cosmidis. Transposons. Site-
specific recombination. Recombinant cloning.

5- Aillament de gens per PCR . Polimerases termoresistents. Etapes i reaccié de la
PCR. Disseny de primers. DNA Polimerases, caracteristiques. Eficiencia de la PCR.
Transcriptasa reversa i RT PCR. PCR cloning. Multiplex PCR.

6- Construcci6 de genoteques . Construcci6 de genoteques. Obtencié del DNA
genomic. Obtencié del cDNA. Vectors fagics. BACs, PACs i YACs. Representativitat de
les genoteques.

7- ldentificaci6 i localitzacié dels gens clonats. Sequenciaci6é. Estrategies per a la
sequenciacié de genomes. Hibridaci6. Suports d’hibridacié. Tipus i marcatge de sondes.
Condicions d’hibridacié. Southern Blot. FISH. Sintesi in vitro de RNA. Traducci6 in vitro.
8- Estudi de I'expressio génica.  Northern blot. Wide genome analysis. Real time PCR.
Utilitzacio de gens reporter. Nivells i estabilitat de proteines.

9- Manipulacié genética. Forward genetics. Reverse genetics. Error-prone PCR. DNA
shuffling. Mutagénesis dirigida. Cassettes d'integracié. Gene tagging. Fusioé de proteines.

Part Il. Manipulacié i expressio génica en diferent s organismes hoste.

10- Manipulacio i expressio génica en  E. Coli. Vectors de clonatge en E.coli. Seleccio
dels clons recombinants. Caracteristigues d'un vector d’expressi6. Sistemes de
promotors induibles i regulables. Protocols de transformaci6. Manipulacié genética.

11- Manipulacié i expressio en altres bacteris. Vectors d’ampli espectre d’hoste.
Conjugacio triparenteral. Minitransposons. Vectors suicides i integratius. Models
d’expressi6 en gramnegatius. Clonacié en grampositius. Sistemes d’expressié en
grampositius. Transformacié i conjugacié en grampositius.

12- Sistemes d’expressio en S. cerevisiae . Llevats i fongs. Cicle biologic. Tipus de
vectors. Promotors induibles. Vectors d'expressi6. Métodes de transformacio.
Manipulacié genetica. Exemples en altres llevats i fongs filamentosos.

13- Sistemes d’expressio en cel-lules animals.  Baculovirus i cel-lules d’insecte. Models
d’expressié en cél-lules de mamifer. Promotors i marcadors fenotipics. Sistema tet on/off.
Protocols de transfeccio. Vectors virals. Retrovirus i lentivirus.

14- Manipulacié genética en cel-lules animals. RNA d'interferéncia. Knock out. KO
condicional. Knock in. Transgénics. Terapia genica.

15- Producci6 de proteines heterdlogues . Condicions de maxima expressio i
produccié. Estabilitat plasmidica. Codon usage. Promotors regulables. Glicosilacio.
Amplificacié génica. Purificacié de la proteina. Vectors de secrecid. Sintesi de proteines
de fusid. Produccié en animals transgénics.

4.2 TEMARI PRACTIC

- Laboratori de practiques

Clonatge d’'un gen. Es una practica que integra les diferents técniques i etapes per fer
un clonatge: 1- digesti6 del vector i linsert, 2- visualitzaci6 de les reaccions per
electroforesi en gel d’agarosa, 3- purificacié del vector i aillament de I'insert d'un gel
d'agarosa, 4- reaccio de lligacié i 5- transformacié en E. coli. Deteccié dels clons en
plagues selectives amb Xgal.



- Problemes

1-.Quantificaci6 d’acids nucleics

. Calcul de la concentraci6 d’acids nucleics

2-.Disseny de clonatges . Donat diferents gens i vectors dissenyar les reaccions de
digestié i lligatge del DNA. Adoptar en cada cas la millor estrategia.

3-.Disseny de primers.

temperatura de fusié i d'aparellament. Condicions de la PCR.

4-.Estrategies de mutagéenesi dirigida.

diferents tipus de mutacions.

5. PLANIFICACIO TEMPORAL

Dissenyar primers per amplificaci6 de gens. Calculs de la

Aprenentatge del disseny de primers per produir

TEO: teoria PRO: problemes PLB: practiques de laboratori
Tipus Descripcié resumida de I'activitat Dedicaci6 Setmana | Objectiu
Activitat (Titol de tema o activitat practica) (hores) Formatiu
TEO 1- Introduccio 1 1 1
TEO 2- DNA recombinant 3 1 1,2,4
TEO 3- Aillament i purificacié d’acids nucleics. 2 2 1,2
TEO 4- Plasmidis i vectors de clonaci6 3 2,3 1,2,4
TEO 5- Aillament de gens per PCR 2 3 1,2
TEO 6- Construccid de genoteques 2 3,4 1,2
TEO 7- |dentificacié dels gens clonats 3 4 1,2
TEO 8- Estudi de I'expressié génica 2 5 1,2
TEO 9- Manipulacié geneética 3 5,6 1,2
TEO 10-Manipulacio i expressié génica en E. Coli 2 6,7 3,5
TEO 11-Manipulacié i expressio en altres bacteris 2 7,8 3,5
TEO 12- Sistemes d’expressié en S.cerevisiae. 2 8 3,5
Llevats i fongs.
TEO 13- Sistemes d'expressié en ceél-lules 3 9 3,5
animals
TEO 14- Manipulacié genética en cél-lules 3 10 3,5
animals
TEO 15- Produccié de proteines heterdlogues 3 11 3,5
PRO P.1 Quantificacié d’acids nucleics 2 12 2
PRO P.2 Disseny de clonatges 3 13 4
PRO P.3 Disseny de primers 3 13,14 5
PRO P.4 Estratégies de mutagénesi dirigida 2 14 1,2
PLB Clonatge d'un gen 14 4,5,6,7 1,2,4,5

* Les practiques de laboratori es donaran en dos grups de maxim 20 alumnes. Els primer grup sera la setmana 8 i el segon la 9.
Les hores només es compten una vegada.
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7. METODOLOGIA.

El desenvolupament de l'assignatura s’estructura basicament en classes teoriques, de
problemes i casos, i practiques de laboratori. En les classes de problemes i casos es
simularan procediments i situacions experimentals que I'alumne haura de solucionar. Les
practiques de laboratori son obligatories i per tant imprescindibles per poder aprovar
'assignatura. Es faran de forma intensiva durant una setmana en grups maxim de 10
alumnes (4 grups)..

8. AVALUACIO DE L'APRENENTATGE.

L’aprenentatge s’avaluara mitjancant un examen escrit. EI 70% de les preguntes seran de
la part teorica i el 30% restant seran problemes corresponents a la matéria estudiada en
practiques i problemes. Per superar I'avaluacié es imprescindible que es compleixin dos
requisits: 1)haver realitzat les practiques de laboratori i 2) treure com a minim un 5/10 en
la nota global.

9. VOLUM DE TREBALL. (veure taula1.)



TAULA 1. VOLUM DE TREBALL PREVIST PEL PROFESSOR

ASSIGNATURA: Enginyeria Genética Molecular

Credits ECTS: 5

Activitat presencial Alumne Activitat no presencial Alumne Avaluacio
Temps total ECTS
Descripcio (hores)
Técnica Objectius Hores Treball alumne Hores Procediment Temps Pes
dedicacio dedicacio (hores) qualifica
cid (%)
Teoria Classe Explicacié dels 36 Estudi: Coneixer, 54 Proves escrites sobre 1.2 60 91.2 3.0
magistral principals comprendre i la teoria del
(Aula) conceptes sintetitzar programa de
coneixements I'assignatura
Problemes i Classe Resoluci6 de 10 Aprendre a 20 Proves escrites sobre 0.7 35 30.7 1.1
€asos participativa problemes i casos resoldre problemes i casos
(Aula) problemes i explicats a I'Aula
casos
Seminari Classe Realitzacio d’ Resoldre Proves escrites o
participativa activitats de problemes i orals
(Grups discussio o casos.
reduits) aplicacié Discussions
Laboratori Practica de Execucio de la 14 Estudi: 14 Proves escrites o 0.1 5 28.1 0.9
Laboratori practica: com Sintetitzar orals
(Grups prendre fenomens, coneixements
reduits) mesurar
Aula d’ Practica Execucio de la Realitzar Lliurament de
informatica d‘aula practica: com- memoria memories.
d'informatica prendre fendmens, Proves escrites
(Grups mesurar o orals
reduits)
Practiques Practica de Execucio de la Realitzar Lliurament de
de camp camp practica: com- memoria memories.
prendre fenomens, Proves escrites
mesurar o orals
Visites Visita a Realitzaci6 de la Realitzar Lliurament de
explotacions visita memoria memories.
o indUstries Proves escrites
o orals
Activitats Treball de Orientar a I'alumne Realitzar un Lliurament de
dirigides I'alumne en el treball (en treball memories.
(Grups horari de tutories) bibliografic, Proves escrites
reduits) practic, etc. o orals
60 88 2 150 5
Totals




TAULA 2. VOLUM DE TREBALL I DEDICACIO REAL DE L'ESTUDIANT

Data

ASSIGNATURA: Enginyeria Genética Molecular

Setmana 1

Setmana 2

Setmana 3

Setmana 4

Setmana 5

Setmana 6

Setmana 7

Setmana 8

Setmana 9

Setmana 10

Setmana 11

P NP

P NP

P NP

P NP

Teoria
Problemes
Seminari

Laboratori

Aula
informatica
Practiques
de camp

Visites

Activitats

5.5

5.5

3.5

5.5

14 10

14 10

14 10

14 10

Setmana 12

Setmana 13

Setmana 14

Setmana 15

Setmana 16

Setmana 17

Setmana 18

Setmana 19

Setmana 20

Setmana 21

TOTAL

P NP

P NP

P NP

P NP

P NP

P NP

P NP

P NP

P NP

P NP

Teoria
Problemes
Seminari

Laboratori
Aula
informatica
Practiques de
camp

Visites

Activitats

36 63

10 15

14 10

* Les practiques de laboratori es donaran en grups de maxim 10 alumnes. Els primer grup sera la setmana 8, el segon la 9, el tercer la 10 i el quart la 11 . Les hores només es compten una

vegada.

P: Nombre d’hores Presencials a classe de teoria, practiques, etc..
NP: Nombre d’hores de Treball No Presencials.

60 88




Tabla 3.- FITXA TECNICA ASSIGNATURA: Enginyeria Genética Molecular

Nom de I'assignatura: Enginyeria Genética Molecular

Ndmero de crédits Pla 2001: 6 | NUmero de crédits ECTS: 5

Caracter (troncal T, obligatoria Ob, optativa Op): T

Titulacid: Biotecnologia Departament: Ciéncies Mediques
Basiques

Quadrimestre: 1%" 3" curs Idioma: Catala

Pagina web: Dossier electronic (Si/No): Si

Professor coordinador: Eloi Gari e-mail: eloi.gari@cmb.udl.cat

Altres professors: Neus Colomina e-mail: neus.colomina@cmb.udl.cat

OBJECTIUS (maxim 3 linies)

L’assignatura d’enginyeria genética molecular introdueix a I’alumne en el coneixement de les
técniques 1 metodes per a 1’aillament, amplificacié i manipulacio de gens amb la finalitat
d’obtenir organismes d’utilitat en biotecnologia.

METODOLOGIA DOCENT (abreujada, maxim 4 linies))

El desenvolupament de 1’assignatura s’estructura basicament en classes teoriques, de
problemes i casos, i practiques de laboratori. En les classes de problemes i casos es simularan
procediments i problemes experimentals que 1’alumne haura de solucionar.

METODOLOGIA D’AVALUACION (ponderacio activitats)

Examen escrit tipus test i problemes. La ponderacid és: classes teoriques 70%, problemes i
casos 25%, practiques 5%.

PROGRAMA DE CONTINGUT

Teoric (Posar només titol dels temes)

1- Introduccid.

2- DNA recombinant.

3- Aillament i purificacié d’acids nucleics.

4- Plasmidis i vectors de clonacio.

5- Aillament de gens per PCR.

6- Construcci6 de genoteques.

7- Identificaci6 dels gens clonats.

8- Estudi de I’expressio génica.

9- Manipulaci6 genética.

10- Manipulacié i expressié genica en E. Coli.
11- Manipulacio i expressio en altres bacteris.
12- Sistemes d’expressio en S.cerevisiae. Llevats i fongs
13- Sistemes d’expressio en cél-lules animals.
14- Manipulaci6 genética en cel-lules animals.
15- Produccioé de proteines heterologues.

Practic (Posar només els grans grups i tipus d’activitat)

Es fara una practica integrada, el clonatge d’un gen, que agrupa totes les técniques i etapes
necessaries per fer una clonaci6. Com activitat dirigida es proposa a partir de les practiques el
realitzar una llibreta de laboratori per aprendre a utilitzar el llenguatge técnic per la descripcid
d’un clonatge. Classes de problemes per que 1’alumne aprengui a utilitzar i dissenyar
estratégies: quantificacio d’acids nucleics, disseny de primers, disseny de clonatges, i
mutagenesi dirigida.

OBSERVACIONS







