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Informacié complementaria de l'assignatura

L’assignatura de Biotecnologia Vegetal és una assignatura troncal que s’imparteix durant el primer
quadrimestre del tercer curs del Grau de Biotecnologia. La carrega docent d’aquesta assignatura és de 6 credits
que es distribueixen entre classes teoriques i practiques amb 3,5 i 2,5 credits respectivament.

L'assignatura s’estructura en 35 sessions teoriques de 50 minutes (incloent una sessi6 de videos sobre el
tema del ‘molecular farming’) i 25 hores per ala realitzacié d’'un set de practiques de laboratori.
L’assignatura introdueix a l'estudiant en els conceptes de la biotecnologia vegetal i es basa sobre dues
linies essencials: la biotecnologia molecular i la biotecnologia aplicada.

La biotecnologia molecular es considera fonamental aportant les nocions tedriques. Aqui I'objecte
principal és conéixer i entendre els nivells basics d’organitzacié molecular cel-lular per tal de poder aplicar amb
exit les técniques de millora genética vegetal contemporanies.

La biotecnologia molecular es basa en I'estudi de:
- la estructura i dels mecanismes moleculars de I'expressié (transcripcional) dels gens
- les eines moleculars i els diversos métodes de transformacié especifiques utilitzades pel sistema vegetal

Per tal de desenvolupar el concepte de la assignatura, la biotecnologia vegetal aplicada es tracta amb unes
diferents espécies vegetals que tenen un paper essencial al nivell economic en agricultura, en la indUstria
alimentaria i en la industria farmaceutica i recentment en la industria dels bio-combustibles.

Aquesta assignatura requereix uns fonaments suficients de bioquimica, biologia cel-lular, genética molecular i
enginyeria genética entre d’altres.

Objectius academics de l'assignatura

Els objectius principals de I'assignatura sén donar a l'estudiant les bases técniques de la biotecnologia
molecular de plantes i donar-li les bases conceptuals més rellevants. Una part del programa es dedicara a
'enginyeria genetica de les plantes. Es consideraran tots els aspectes que poden ser de relleu per a una
aplicacié practica en Iindustria farmaceutica i agroalimentaria. Es pretén que un cop cursada l'assignatura,
'estudiant hagi assimilat les bases teorics i metodologics que el capacitin per si mateix a accedir i
comprendre els nous descobriments i avangos que dia a dia es produeixen en aquest camp tant actiu.

Objectius de coneixements
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Els objectius particulars que han de ser assolits son tenir coneixements:

1- del les caracteristiques moleculars o protocol-laries en biologia molecular mitjangant céel-lules vegetals
2- de les eines moleculars utilitzades en biotecnologia vegetal

3- dels diferents sistemes de transformacié de plantes

4- de les aplicacions biotecnologiques aplicades al mén vegetal

5- dels mecanismes fonamentals implicats en I'expressié d’'un gen a nivell de 'ARN i en els meétodes utilitzats
per controlar I'expressié

6- en I'ls de les plantes com bio- factories
7- de les estratégies desenvolupades per optimitzar la produccié de molécules recombinantes en plantes

8- en I'Us alternatiu de les plantes mitjangant la modificacio de vies metabdliques enddgens i/o la introduccié de
vies metaboliques noves

Objectius de capacitats

Després d’estudiar I'assignatura I'alumne ha de ser capag de:

9- analitzar situacions biotecnoldgiques concretes

10- saber la funcié de les técniques basiques d’enginyera molecular
11- adaptar els coneixements adquirits a situacions reals

12- aplicar les metodologies de les técnigues estudiades

13- integrar-se en un equip de recerca

14- entendre els articles relacionats amb la biotecnologia vegetal

15- utilitzar de forma eficient les diverses fonts d’'informacié existents

Competéncies
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CG1 Ser capag de buscar i utilitzar selectivament fonts d'informacié necessaries per aconseguir els objectius
formatius.

CG3 Treballar en equip, amb una visié multidisciplinaria i amb capacitat per fer una distribucié racional i efica¢ de
tasques entre els membres de I'equip.

CG4 Coneixer i utilitzar adequadament el vocabulari cientific i tecnic propi dels diferents ambits de la
Biotecnologia.

CG5 Treballar al laboratori aplicant criteris de qualitat i bona practica.

CG11 Adquirir criteris d'eleccio de les técniques analitigues més adequades per a cada cas practic concret.
CE30 Coneixer els processos tecnologics basats en I'Us d'éssers vius i les estratégies d'optimitzacié d'aguests.
CE32 Coneixer I'is de cel-lules animals, vegetals i microbianes en processos biotecnologics.

CE34 Ser capag de dissenyar el protocol d'un procés biotecnologic especific amb els requisits practics necessaris
per a dur-lo a terme i els parametres d'avaluacié d'aquest.

CE35 Coneixer el funcionament i estar capacitat per treballar en un laboratori de biotecnologia.

CE44 Coneixer els principals ambits d'aplicacié de la Biotecnologia i adquirir la capacitacié basica en alguns d'ells.

Continguts fonamentals de l'assignatura

El programa s’estructura en dues parts. En la primera part, ‘Eines i Métodes de Transformacié en Biotecnologia
Vegetal’, s’expliquen els conceptes, les técniques i la terminologia del procés que porta a la generaci6 de plantes
genéeticament enginyades. Aquesta part engloba essencialment els objectius de coneixements 1, 2,3 i 5 proposats
en el programa. En la segona part, ‘Les Aplicacions Principals de la Biotecnologia Vegetal’, es veu com I'is de
les plantes transgéniques poden tenir un paper important al nivell economic en agricultura, en medicina i en la
industria alimentaria. Aquesta part respon als objectius de coneixements 4,6,7 i 8 encara que en termes generals
també suposa la consecucio dels objectius generals 1 2.

Capitol I- Eines i Métodes de Transformacio en Biotecnologia Vegetal

Tema 1. Introduccio

Historia breu de la millora genética. Les eines de la biologia molecular en enginyeria genética. Les principals
aplicacions en biotecnologia vegetal.

Tema 2. Estructura dels gens i caracteristiques de la transcripcié dels gens

Estructura genica. Organitzacié global del genoma de les plantes. Expressed Sequence Tags (ESTs). Els tipus de
sequencies homolegs. Overview of basal transcription. Estructura dels promotors: concepte dels elements Cis/
Trans ; Core promoter elements. RNA processing. Regulacio transcripcional. UTRs.

Tema 3. Les principals eines moleculars en biotechologia vegetal

Els diferents tipus de promotors utilitzats en biotecnologia vegetal. . El gens de seleccié: els gens de resisténcia a
antibiotics i herbicides. Els gens marcadors.

Tema 4. Transformacio de les plantes-1

Generalitats. Protoplast electroporation. Sistema de transformacié de plantes mitjangant I'Agrobacterium
tumefaciens: Caracteristiques d’Agrobacterium. Caracteristiques del Ti-plasmid. Procés de transformacio. El
sistema del vector binari: el plasmid Ti modificat. Integracio del T-DNA en el cromosoma de la planta. Seleccié dels
teixits vegetals per a la infeccid. Desdiferenciacié de les cél-lules i dels teixits. Infeccié i co-cultiu.

Tema 5. Transformacio de les plantes-2
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Sistema de transformacio de plantes mitjangant la transferencia directa de gens: Principi. Principis fisics i quimics.
Instrumentacid. Principi bioldgic del bombardeig de particules: transformaci6 transitoria i estable. Sistema de
vectors. La co-transformacio. Eleccié del teixit diana. Condicions de cultiu pre/post-bombardeig i selecci6 dels
teixits. Integraci6 de I’ ADN exogen. Estructura i organitzacié dels locus transgeénics.

Tema 6. Métodes d’analisis de la presencia i de la integracio del transgen

Purificacié de 'ADN genomic de teixits vegetals. Analisis mitjangant el Southern blot: Digestié de 'ADN genomic-
Separacié dels fragments digerits- Técniques d’hibridacié d’acids nucleics. Métode de transferéncia. Hibridacié amb
sondes especifiques: Sistemes de marcatge. Prehibridacié i hibridacié. Rentats seqiiencials d’astringencia variable.
Detecci6 de la sonda.

Tema 7. Targeted genome editing with the CRISPR-Cas technology

CRISPR History and background. CRISPR in the lab-a practical guide: Overview. The principle of CRISPR/Cas9-
mediated gene disruption. Knock-out: To disrupt the gene of interest (via Insertions / Deletions). To edit / modify the
endogenous genome via Homology Directed Repair. Off-target effects and Cas9 nickase. Expanded uses of the
CRISPR system for genome manipulation.

Capitol II- Biotecnologia Vegetal Aplicada: Les aplicacions de la biotechologia vegetal a la industria i
l'agricultura.

Tema 8. El Molecular Farming

Les plantes com a ‘bio-factories’. Avantatges practics i econdmics en I'is de les plantes transgéniques en bio-
farming. Les diferents classes de proteines terapéutiques i industrials: proteines recombinantes com farmacéutics-
els anticossos- les subunitats recombinantes per vaccunes- altres proteines recombinantes d’interés industrial. Les
diferents plataformes vegetals: els sistemes nuclear i transplastomic del tabac- els cereals- els llegums- les fruits i
verdures. Les estrategies per reduir 'escapament del transgn. L'Us de vacunes ingerides.

Tema 9. Les estratégies en el Molecular Farming

La importancia de la direccionalitzacio del producte: introduccié de senyals a la construcci6. Importancia de la pauta
de glicosilacié de la proteina. La humanitzacié de les glicoproteines. Estratégies en les etapes de purificacio.

Tema 10. L’enginyeria de les vies metaboliques en plantes

Métodes utilitzats per modificar o inserir vies metaboliques dins una planta. Trajectes metabdlics mitjancant I'accié
d’ARNs d’ interferéncies. Construccions molecular apropiades a la produccié de molécules d’ARN de doble cadena
(dsRNA). El cas de la co-suppressio en flors de petlunia. Introduccié de rutes metaboliques noves: exemples de
cereals, arrds i blat de morro, millorats nutricionalament amb éxit mitjangant I'Gs de I'enginyera de vies
metaboliques. El cas de la patata Amflora.

Tema 11- Bt technology

Generalitats del Bt. Mecanisme d’acci6 (especificitat, insectes dianes). L'Us topical del Bt. El desenvolupament dels
conreus Bt transgenics.

Tema 12. Exemples interessants d'usos comercials de la biotecnologia vegetal. Bases de dades d'OMGs.
Visié general de la legislacio dels OGMs.

Finalment, els coneixements i idees explicats en els temes 2,3,4,5, 6 i els conceptes tractats en el segon capitol es
reforcaran amb una sessid de problemes durant les practiques de laboratori.

Activitats practiques

El programa de les practiques es dedica al procediment de les primeres etapes implicades en el métode d’analisis
del Southetn Blot (DNA blot analisis). Durant el procés de produccié de plantes transgeniques es necessita
comprovar, a nivell molecular, quines plantes estan transformades. Un dels métodes d’analisis molecular més precis
és el metode del Southern blot.

Al mateix temps aquesta técnica forneix informacions en la integracié molecular del transgén en el genoma hoste de
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la planta. Aquestes informacions sén essencials per:

- la selecci6 de la planta ‘parental’, la més apropiada per produir la generacié
seglent (presencia completa del cDNA, nombre d’insercions baix, segregacié nul-la).
- 'estudi de I'estructura i I'organitzacié dels locus transgénics

Els alumnes s’organitzen en sub-grupos de dues persones en un grup de 10 individus per la realitzacié de les
practiques, que se imparteixen de forma intensiva durant un setmana.

Objectius de les practiques

-Extreure ’ADN dels teixits vegetals

-Saber preparar un gel d’agarosa per un fer una electroforesi

-Utilitzar un enzim de restricci6 especific per tal de digerir I’ADN aillat
-ldentificar les mostres ben digerides

-Preparar mostres i reactius per fer una PCR

-Andlisis de casos i problemes: interpretacié d’analisis obtinguts mitjangcant ADN i ARN ‘blotting’: identificaci6 de les
plantes transformades, analitzi de la pauta d’integracié del transgen, analitzi de I'expressié génica.

-Saber manejar seqliencies d’ADN des de genebank. Saber analitzar resultats de seqlienciacio.

Contingut del programa de practiques:
-Dia1-Extraccié d’ADN d’arros
S'utilitza el kit comercial NucleoSpin® Plant Il kit (Macherey-Nagel).
-Dia2-Quantificacio i digestié de I'ADN genomic
Quantificacio de I'’ADN per espectrofotometria (NanoDrop).
Digestié de ’'ADN genomic: procediment en mode de master mix.
-Dia 3. Amplificacio del transgén per PCR
Calculs de dilucions i preparaci6é del master mix.
Exercicis d'interpretacié de diversos exemples d'analisi de Southern blot.
-Dia 4. Electroforesi i interpretacions d'analisis moleculars

Preparacié d’'un gel d'agarosa en unitat d'electroforesi. Preparacié i carrega de les mostres (ADNg; productes
digerits; productes de PCR).

Interpretacié dels resultats obtinguts.
Breu avaluaci6 del cost de les sessions de practiques al laboratori
-Dia 5. Analisi in-silico de sequéncies d'ADN

S’analitzen diferents tipus de sequéncies d’ADN (resultants de reaccions de seqlenciacié / mRNA homolegs /
vector plasmidic) amb diversos programes: Notepad ++; FinchTV; Editor de plasmidi ApE; MegaX.
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Informe de practiques

Es presentara un guié que reflecteixi I'activitat de I'alumne al llarg de les practiques. L'informe sera organitzat de
manera ‘diari’ descrivint el(s) objectiu(s) del(s) experiment(s), els punts importants i critics, els detalls dels calculs i
els volums utilitzats, els comentaris del(s) problema(es) aparegut(s) i la interpretacié dels resultats.

Eixos metodologics de 'assignatura

Tipus Descripcio resumida de l'activitat Dedicacio

Activitat (Titol de tema o activitat practica)

TEO Tema 1. Introduccié 2
TEO Tema 2. Estructura dels gens i caracteristiques de la transcripcio de gens 3
TEO Tema 3. Les principals eines moleculars en biotecnologia vegetal 8
TEO Tema 4. Transformacio de les plantes-1 3
TEO Tema 5. Transformacio de les plantes-2 4
;2% Tema 6. Métodes d’analisis de la presencia i de la integracio del transgen 4
TEO Tema 7.Targeted genome editing with the CRISPR-Cas technology 2
TEO Tema 8. El Molecular Farming 4
TEO Tema 9. Les estratégies en el Molecular Farming 2
TEO Tema 10. L’enginyeria de les vies metaboliques en plantes 4
TEO Tema 11. Bt technology 3
TEO Tema 12- Exemples interessants d'usos comercials de la biotecnologia vegetal. Bases de 1

dades d'OMGs. Visi6 general de la legislaci6 dels OGMs.
PLB Extraccio d’ADN d’arros 5
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PLB Continuacioé de protocol del dia1- Digestio 5
PLB Dia3- PCR i preparacio del gel d’agarosa 5
PLB Dia4. Electroforesi iinterpretacio d' analisis moleculars 5
PRO Dia5. Analisi In-silico de seqliencies (sala d’informatica) 5

TEO: teoria; PRO: problemas; PLB: practiques de laboratori

Tipus
d'activitat

Descripcio

Activitat presencial
alumne

Activitat no
presencial alumne

Avaluacio

Objectius Hores | Treball alumne Hores | Hores Hores
Estudi: Coneixer,
Llico Classe magistral | Explicaci6 dels comprendre i
. N 35 o 65 3.5 105
magistral (Aula. Grup gran) | principals conceptes sintetitzar
coneixements
Problemes Cla§sg . Resolucié de
. participativa Aprendre a resoldre
i problemes 2 , 8 1.5 10
(Aula. Grup gran |. problemes i casos
casos ) i casos
I . L, .
I C a?s.e . Realitzacioé d'activitats Resoldre problemes.
Seminari participativa . > . . .
s de discussié o aplicacid Discutir
(Grup mitja)
L Execucio6 de la
e Nel ractica: Estudiar i Realitzar
Laboratori | Laboratori P ) . 25 . 10 informe 35
R comprendre fenomens, memoria
(Grup mitja)
mesurar...
Aula d Practlca‘d.aula Execuci6 de la p‘ractlca: Estudiar i Realitzar
. .- d'informatica comprendre fendmens, .
informatica o memoria
(Grup mitja ) mesurar...
< - E i6 de | actica: L .
Practiques | Practica de camp xecucio de la p‘ractlca Estudiar i Realitzar
comprendre fenomens, L
de camp (Grup mitja ) memoria
mesurar...
" Visitaa o . Estudiar i Realitzar
Visites explotacions o Realitzacié de la visita L
) i memoria
industries
- Treball de Orientar a I'alumne en Realitzar un treball
Activitats , . G - .
L I'alumne el treball (en horaride |0 bibliografic, practic, 10 informe 10
dirigides s .
(individual o grup) | tutories) etc.
Altres
Totals 60 160
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Pla de desenvolupament de I'assignatura

Les classes tedriques es faran com a sessions presencials. En cas de confinament aquestes sessions es faran
com a no presencials.

Les practiques al laboratori i a I'aula d'informatica, en cas de confinament, seran substituides per activitats
alternatives.

Sistema d'avaluacié

Examens Practiques Analisis de casos i problemes Altres activitats
70% 10% 10% Interpretacié de resultats
Parcial 1 + parcial 2 Informe 10% Problemes

Bibliografia i recursos d'informacio
Bibliografia basica

* Hanbook of Plant Biotechnology volume1&2. 2004. P. Christou, H. Klee. John Wiley & Sons, Ltd.
Chichester. Disponible com llibre-e (www.bib.udl.cat).

* Molecular Plant Biology Volumel, A practical approach. 2002. Philip M. Gilmartin and Chris Bowler.
Oxford University Press.

* Principles of Gene manipulation. (sixth edition). 2001. SB. Primrose, RM. Twyman, RW. Old. Blackwell
Sciences Ltd. Oxford

* Introduction to plant biotechnology (3rd edition). 2009. H.S. Chawla- Enfield, N.H. : Science Publishers,
cop.

+ Plant biotechnology and transgenic plants (2002). Kirsi-Marja Oksman-Caldentey, Wolfgang H. Barz.
New York : Marcel Dekker, 2002

+  GMO Compass: www.gmo-compass.org

+  GMO safety: www.gmo-safety.eu

» International Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications: www.isaaa.org

Bibliografia complementaria

* Molecular Cloning- A Laboratory Manual. Vol 1,2,3. (Third Edition). 2001. J. Sambrook, DW.
Russell. Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York.

* Henry Stewart talks: www.hstalks.com

» National Center for Biotechnology Information: www.ncbi.nlm.nih.gov
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