TECNOLOGIA DEL DNA RECOMBINANTE. PROGRAMA (curs 2002/03)
Profesores: Dra. M. Carmen Martinez y Dr. Jaume Pifiol
Prof. contacte: Carmen Martinez: carmen.martinez@uab.es

- Introduccion. Técnicas basicas de la tecnologia del DNA recombinante: electroforesis,
Northern y Southern blot, transformacion, secuenciacion. Enzimas utilizados en la tecnologia
del DNA recombinante. Corte y union de moléculas de DNA. Adaptadores y linkers. Mapas de
restriccion. Reaccion de PCR.

- Caracteristicas generales de los vectores de clonaje. Vectores basados en plasmidos.
Vectores basados en fago ?. Vectores basados en fagos filamentosos. Cosmidos.

- Construccion y rastreo de bancos de cDNA. Sintesis del cDNA. Vectores utilizados en la
construccion de bancos de cDNA. Bancos de sustraccion de cDNA. Representatividad. Rastreo
de bancos de cDNA.

- Bancos de DNA gendmico. Vectores de sustitucién. Cosmidos. Cepas huésped. Estrategias
para la obtencion de bancos de DNA gendmico. Representatividad. Rastreo de bancos de DNA
genomico. Walking. Jumping.

- Estrategias de clonaje en E. coli. Plasmidos como vectores de clonaje en E. coli. Principales
métodos de transformacion. Uso de colifagos filamentosos. Fagémidos. Utilizacion de genes
“reporter”. Sistemas de integracion por recombinacion. Sintesis in vitro de RNA. Principales
cepas huésped.

- Clonaje en bacterias diferentes de E. coli. Vectores de amplio rango de huésped para el
clonaje en bacterias gram negativas. Grupos de incompatibilidad y uso de los mismos.
Transformaciéon. Los transposones como vectores de amplio rango de huésped. Vectores
suicidas. Clonaje en B. subtilis y otras bacterias gram positivas. Vectores lanzadera.

- Clonaje en levaduras. Clonaje en S. cerevisiae: transformacion, tipos de vectores, expresion
de proteinas recombinantes, método de los “dos hibridos” para detectar interacciones proteina-
proteina. Clonaje en otros tipos de levaduras.

- Clonaje en eucariotas superiores. Vectores y métodos de transformacién. Factores de
seleccion. Genes “reporter”. Recombinacion homologa. Sistema de expresion en oocitos de
Xenopus. Obtencion de plantas transgénicas. Obtencion de animales transgénicos.

- Mutagénesis in vitro. Concepto y usos. Mutaciones silenciosas. Mutagénesis dirigida y
principales técnicas para su realizacidon: mutagénesis por cassette, extension de un cebador o
mediante PCR. Deleciones unidireccionales. Mutaciones aleatorias. DNA shuffling. Andlisis
mutacionales sistematicos.

- Expresion de proteinas recombinantes. Factores que afectan a la expresion de los genes
clonados en E. coli. Optimizacién de la expresion de proteinas recombinantes. Genes
sintéticos. Proteinas de fusion. Phage display. Sistemas de integracion en el cromosoma
huésped. Principales vectores de expresion. Expresion de proteinas recombinantes en
microorganismos diferentes de E. coli.

- ldentificacién y caracterizacion de genes. Transposon tagging. RFLPs y clonaje posicional.
Delecién por reemplazo génico: “knock out”. Sistemas de traduccién in vitro
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