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2. INTRODUCCIO

L'assignatura Tecniques de Laboratori de Biotecnologia de Plantes és complementaria de
l'assignatura de Biologia Molecular de Plantes. Les eines en biotecnologia vegetal i els
diferents sistemes de transformacié incloent els métodes d’integracié d'un transgén van ser ja
estudiats en 'assignatura de Biologia Molecular de Plantes.

Aquesta assignatura es basa sobre la teoria i la practica de técniques essencials en
biotecnologia vegetal.

Es veuran els diferents protocols involucrats en el procés de clonatge de gens i de subclonage.
Aquestes técniques pertanyen a la primera fase en la creacié d'una planta transgénica.

El segon grup de técniques es dedica als metodes d'analisis de I'expressié d’'un transgén. En
biotecnologia es fonamental comprovar si hi ha expressio del transgen introduit al genoma de
la planta hoste; una planta transformada amb silenciacié del transgén no té gran utilitat.

3. OBJECTIUS

Els objectius de I'assignatura son :

- tenir coneixements de nocions elementals al laboratori

- tenir coneixements complementaris en biologia molecular de plantes

- utilitzar técniques d’enginyera genética eficaces en estratégies de clonatge de gens
- utilitzar técniques d’enginyera genética classics en el procés de subclonatge

- utilitzar tecniques eficients i fiables en I'analisi de I'expressié genetica

4. TEMARI TEORIC | PRACTIC

TEMARI TEORIC

-Tema-1: Generalitats

Preparacio i propietat dels tampons i de les solucions mare els/les més utilitzats/des. Esterilitzacio per
filtraci6 i per autoclau. Principals mesures de seguretat al laboratori. Manteniment de I'informe de
laboratori. Importancia de seguir un protocol.



-Tema-2: Clonatge de gens

- Disseny de ‘primers’ especifics de la seqiiencia diana mitjangant les informacions de les bases de dades
- Tria del tipus d’acid nucleic implicat per a 'amplificacié: cDNA o ADN genomic

- Reaccio de la sintesi de cDNA

- Reacci6 de I'amplificacié de la sequéncia d'interés via PCR

- Separacio, aillament i meétodes de purificacio del/s producte/s de PCR

- Reaccio de lligacié en un vector de clonatge amb I'Gs del sistema de TA-cloning: pGEM (Promega) o
Topo cloning (Invitrogen)

- Transformacio de les cél-lules bacterianes competents amb els productes de lligacié. Cultiu en medi de
selecci6

- Métodes de cribratge dels clons bacterians positius: lisis cel-lular seguit d’electroforésis o lisis cel-lular
seguit de PCR

- Aillament del plasmid recombinant. Analisi quantitatiu

- Analisi de la seqiiéncia d’'interés via métodes estandard de seqlienciacio

-Tema-3: Subclonatge

- Tria del vector d’expressio que contingui el promotor adequat en 'estratégia

- Tria dels enzims de restriccions compatibles per la insercié del la sequéncia codificant del gen (insert) en

el vector

- Metodologia classica d'aillament dels fragments d'interés digerits: separacié per electroforésis i purificacié per
columna

- Reaccié de lligatge entre I'insert i el vector

- Metodologia classica de transformacioé bacteriana/ purificacié del plasmid recombinant

-Tema-4: Métodes d’analisi de I'expressié d'un transgen

Expressio transitoria

Assaig GUS: expressié del gen marcador codificant per la B-glucuronidase en teixits no diferenciats.

Analisis mitjancant northern blot

- Recordatori de les condicions de treball amb 'ARN

- Métodes d'aillament de I'ARN total: Trizol™ (Invitrogen), RNAeasy kit (Qiagen)

- Comprovacié de la integritat de I'ARN. Analisi quantitatiu per espectrofotometria
- Preparacio del tamp6 d’electroforeési

- Precipitacio de les mostres d’ARN

- Preparacié del material electroforétic

- Preparacio del gel d’agarosa-formaldehid

- Preparacio del mostres d’ARN: tampd de desnaturalitzacié i desnaturalitzacio térmica
- Separacio electroforetica. Control de qualitat

- Rentats de forga salina baixa

- Transferéncia de les mostres a un suport solid

- Fixaci6 de 'ARN per exposicid ultraviolada

- Preparacié de la sonda mitjangant el marcatge DIG via PCR

- Pre-hibridacié i hibridacié6 amb una sonda especifica

- Rentats successius en condicions d'alta astringéncia

- Procés de deteccio del sistema DIG

Analisis mitjancant western blot

- Composici6 del tampons per a I'extraccio de les proteines totals des de teixits vegetals
- Procés d’extraccio proteica

- Analisi quantitatiu de proteines: métode de Bradford i métode de Lowry

- Preparacio de les solucions requerides per el gel i la transferéncia

-Preparacié per I'electroforesis PAGE-SDS: gel d’acrilamida en condicions de desnaturalitzacié i mode
discontinus (métode de Laemmli)

- Tenyici6 del gel amb blau de Coomassie

- Transferéncia de tipus mig sec sobre membrana de natura PVDF

- Blocatge de la membrana

- Natura i propietat dels anticossos utilitzats en el sistema de deteccié immunologic

- Etapes d'incubacié amb els anticossos primari i secundari

- Detecci6 colorimetrica de I'activitat de la fosfatasa alcalina lligada a I'anticos secundari



TEMARI PRACTIC

El programa de practiques es divideix en dos tipus de procés. La primera part consisteix en la
analisis del nivell d’expressié del/s transgen/s en plantes de blat transformades amb gens
heterdlegs que pertanyen a la via de biosintesis de les poliamines. L'expressio sera analitzada
a nivell de 'ARNm i també a nivell proteic. La segona part es dedica a I'ls de protocols
d’enginyera genetica en l'objectiu de fer una construcci6 molecular dissenyada per a la
transformacio de plantes de tipus cereals.

5. PLANIFICACIO TEMPORAL

Tipus Descripcié resumida de I'activitat Dedicaci6 Setmana | Objectiu
activitat (hores) formatiu
TEO 8-10h
PRA 3-4 Intensives
setmanes
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7. METODOLOGIA

L’assignatura s'estructura en 8-10 sessions teodriques d'una hora, i de 3-4 setmanes per a la
realitzacio de set practiques de laboratori. Aquestes darreres son d'assistencia obligatoria, es
realitzaran intensivament.

8. AVALUACIO DE L’APRENENTATGE

L’avaluacié de I'alumne es fara relacionat amb la manera de treballar i d’interactuar amb els
companys al laboratori. També l'avaluaci6 es fara sobre la realitzaci6 d'un informe de
practiques individual que reflecteixi I'activitat de I'alumne al llarg de les practiques.

9. VOLUM DE TREBALL

D’acord amb el que s’especifica a les taules seguents, el volum de treball previst en aquesta
assignatura és el segient:

Activitat Hores alumne Grups Hores professor
Sessions teoriques 8-10h

Practiques de laboratori 3-4 setmanes

Seminaris

Estudi i assentament de
coneixements

Treball tutorat

Examen

Total




TAULA 1. VOLUM DE TREBALL PREVIST PEL PROFESSOR
ASSIGNATURA: Técniques de Laboratori de Biotecnologia de Plantes Crédits ECTS: 5

Activitat presencial Alumne | Activitat no presencial Alumne Avaluacio
Temps ECTS
Descripci6 total
Tecnica Objectius Hores Treball alumne | Hores Procediment Temps |Pes (hores)
dedicacié dedicacié (hores) | qualificac
i0 (%)
Teoria Classe Explicacio dels Estudi: Proves escrites
magistral principals Coneixer, sobre la teoria del 1
(Aula) conceptes 8-10h comprendre i programa de
sintetitzar I'assignatura
coneixements
Problemes
i casos
Seminari Classe Realitzacio d’ Resoldre Proves escrites o
participativa | activitats de problemes i orals
(Grups discussi6 o casos.
reduits) aplicacio Discussions
Laboratori | Practicade |Execuci6 de la Realitzar Lliurament de
Laboratori practica: com 3-4 memoria memories. 4
(Grups prendre setmanes Proves escrites 0
reduits) fenomens, orals
mesurar
Aula d’
informatica
Practiques
de camp
Visites
Activitats Treball de Orientar a Realitzar un Lliurament del
dirigides 'alumne 'alumne en el treball treball
(individual) | treball (en horari bibliografic,
de tutories) practic, etc.

Totals




TAULA 2. VOLUM DE TREBALL | DEDICACIO REAL DE L’EST UDIANT
de Plantes

Data

ASSIGNATURA: Técniques de Laboratori de Biotecnologia

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

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

Setmana 12

Setmanal3

Setmanal4

Setmanalb

Setmanal6

Setmanal?

Setmanal8

Setmanal9

Setmana20

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
Examens

P: Nombre d’hores Presencials a classe de teoria, practiques, etc..
NP: Nombre d’hores de Treball No Presencials. Treball personal previ i posterior a les classes, passar apunts, recerca bibliografica, elaboracié de
memories, estudi individual o en grup, assisténcia a tutories, preparacio i realitzacié d’examens, etc.
Cada alumne realitzara intensivament les practiques de laboratori




Tabla 3.- FITXA TECNICA ASSIGNATURA:

Nom de l'assignatura: Técniques de Laboratori de Biotecnologia de Plantes

Nombre de crédits Pla 2003: 6 Nombre de crédits ECTS: 5
Caracter: Op
Titulacid: Llicenciatura de Biotecnologia Departament: : Produccié Vegetal i Ciéncia
Forestal
Quadrimestre: Idioma: catala, anglés
Pagina web: Dossier electronic: Si
Professor coordinador: Ludovic Bassié e-mail: ludovic.bassie@pvcf.udl.cat
Altres professors: e-mail:
OBJECTIUS

- tenir coneixements de nocions elementals al laboratori

- tenir coneixements complementaris en biologia molecular de plantes

- utilitzar teécniques d’enginyera genética eficaces en estratégies de clonatge de gens
- utilitzar tecniques d’enginyera genética classics en el procés de subclonatge

- utilitzar tecniques eficients i fiables en I'analisi de I'expressié genética

METODOLOGIA DOCENT

L'assignatura s'estructura en 8-10 sessions teodriques d'una hora, i de 3-4 setmanes per a la
realitzacio de set practiques de laboratori. Aquestes darreres son d'assistencia obligatoria, es
realitzaran intensivament.

METODOLOGIA D’AVALUACIO

L'avaluacio de I'alumne es fara relacionat amb la manera de treballar i d’interactuar amb els
companys al laboratori. També l'avaluaci6 es fara sobre la realitzaci6 d'un informe de
practiques individual que reflecteixi I'activitat de I'alumne al llarg de les practiques.

PROGRAMA DE CONTINGUT

Teoric

Tema-1: Generalitats. Tema-2: Clonatge de gens. Tema-3: Subclonatge. Tema-4: Métodes
d’analisi de I'expressio d'un transgén: expressio transitoria - analisis mitjangcant northern blot -
analisis mitjancant western blot.

Practic

El programa de practiques es divideix en dos tipus de procés. La primera part consisteix en la
analisis del nivell d’expressié del/s transgen/s en plantes de blat transformades amb gens
heterolegs que pertanyen a la via de biosintesis de les poliamines. L'expressié sera analitzada
a nivell de 'ARNm i també a nivell proteic. La segona part es dedica a I'lUs de protocols
d'enginyera genética en l'objectiu de fer una construcci6 molecular dissenyada per a la
transformacio de plantes de tipus cereals.

OBSERVACIONS







