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Informacié complementaria de I'assignatura

L’assignatura de Técnicas de laboratorio de biotecnologia de plantas (TLBP) és una assignatura optativa que
s’imparteix durant el primer quadrimestre del quart curs del Grau de Biotecnologia. La carrega docent de
l'assignatura és de 6 credits que es distribueixen entre classes teoriques i practigues amb 1 i 5 crédits
respectivament. L’'assignatura s’estructura en 8 sessions teoriques de 50 minutes, 1 seminari de 2 hores i 50
hores per a la realitzacio d’'un set de practiques de laboratori.

L'assignatura TLBP és complementaria de I'assignatura de BVEG. 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 BVEG. L' assignatura TLBP es basa sobre la teoria i la practica de técniques elementals en
biotecnologia vegetal.

Per comencar es veura la metodologia estratégica involucrada en el procés de clonatge de gens i en les etapes de
subclonage. Aquestes técniques pertanyen a la primera gran fase en la creacié d’'un organisme vegetal enginyat
genéticament.

El segon grup de técniques es dedica als métodes d’'analisis de I'expressié d'un transgén, procediment post-
transformacio fonamental per comprovar si el gen introduit al genoma de la planta hoste és actiu.

Prerequisits: Biotecnologia Vegetal-101621

Objectius academics de l'assignatura
L’estudiant que superi I'assignatura ha de : (Objectius de coneixement)
- tenir coneixements de nocions elementals en el funcionament basic del laboratori
- tenir coneixements complementaris en enginyera genética general i adaptats al sistema vegetal

- tenir coneixements avancgats en les técniques d’analisis de I'expressio génica

L’estudiant que superi I'assignatura ha de ser capag de: (Objectius de capacitat)
- saber organitzar-se en la planificacié de la metodologia
- utilitzar técniques eficients i fiables en I'analisi de I'expressio génica

- integrar-se en un equip de recerca
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Competéncies

No s'especifiquen.

Continguts fonamentals de l'assignatura

Les classes de tedrica es basen sobre I'aspecte practica i estrategic per tal donar a l'usuari la possibilitat
d’evolucionar rapidament en I'aprenentatge de les técniques aplicades i proveir-li consells i explicacions de
procediment clars perqué pugui aplicar aquestes metodologies de manera eficient.

El programa s’estructura en 3 parts. En la primera part, el capitol-l tracta de les ‘nocions elementals’
que s’han d’aplicar i de seguir al laboratori. El tema s’aborda de manera recordatori perd amb insisténcia sobre
els punts essencials i delicats . A continuacié en el capitol-ll, s’explica les estratégies involucrades
en les diferents etapes per aillar gens tant d”origini vegetal com bacterial. Es veuen els estratagemes i les
astucies de procediment que es poden fer servir per iniciar un experiment de clonatge de gen i prosseguir-lo
eficagment amb éxit. En la tercera part i ultima es tracta de les métodes d’analisi per comprovar I'expressio dels
gens al nivell transcripcional itranslacional. Encara que sén metodologies classiques, s’utilitzen de manera
sistematica i estan considerades endemés proveir resultats molt fiables. Sén técniques que s’han d’aplicar
per tal confirmar resultats obtinguts després una aproximacio transcriptomica i proteémica.

Capitol I. Nocions elementals

Tema 1. Generalitats

Principals mesures de seguretat al laboratori: chemicals, ultraviolet ligh, general housekeeping- protective
equipment, important safety messages, emergency responses. Preparacio i propietat dels tampons i de les
solucions mare els/les més utilitzats/des. Esterilitzacié per filtracié i per autoclau. Manteniment de I'informe de
laboratori. La importancia de seguir un protocol.

Tema 2. Us del equipament basic

Use of Equipment: General Comment- Micropipettors- pH Meter- Autoclave operating procedures.
Preparacié de medi per al cultiu bacteria de tipus E.coli. Treball en condicions estérils.Working with E. coli:
Small Scale Cultures- Permanent Storage

Capitol Il. Clonatge mitjancant PCR i subclonatge

Tema 3. Clonatge de gens

-Tria del tipus d’acid nucleic implicat per a I'amplificacio: cDNA o ADN gendmic.

-Disseny de ‘primers’ especifics de la seqiiéncia diana mitjangant les informacions de les bases de dades.
- Reaccié de la sintesi de cDNA.

- Reaccié de 'amplificacié de la seqliéncia d’interés via PCR.

- Separaci6, aillament i metodes de purificacié del/s producte/s de PCR.

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

- Preparacié de les cél-lules bacterianes competents de alta competéncia segon el métode de
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Hanahan.

- Transformaci6 de les cél-lules bacterianes competents amb els productes de lligacié. Cultiu en medi de
seleccio.

- Métodes de cribratge dels clons bacterians positius:
- Aillament del plasmidi recombinant. Analisi quantitatiu.

- Analisi de la seqiiéncia d’interés mitjangant métodes estandard de sequenciacio.

Tema 4. Subclonatge molecular
- Tria del vector d’expressi6é que contingui el promotor adequat en I'estratégia.

- Tria dels enzims de restriccions compatibles per la insercio del la seqiiéncia codificant del gen (insert) en el
vector.

- Metodologia classica d’aillament dels fragments d’interés digerits: separacié per electroforesis i purificacié per
columna.

- Reaccié de lligatge entre l'insert i el vector.

- Metodologia classica de transformacié bacteriana/ purificacié del plasmidi recombinant.

Capitol lll. Métodes d’analisi de I’expressio d’un transgén

Tema 5. Analisi histoquimica

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

Tema 6. Northern blotting: analisi de blot d’ARN

- Recordatori de les condicions de treball amb 'ARN

- Métodes d'aillament de I'ARN total: TrizolTm (Invitrogen), RNAeasy kit (Qiagen)
- Comprovacié de la integritat de ’ARN. Analisi quantitatiu per espectrofotometria
- Preparacié del tamp6 d’electroforesi

- Precipitaci6 de les mostres d’ARN

- Preparaci6 del material electroforétic

- Preparacié del gel d’agarosa-formaldehid

- Preparacié de les mostres d’ARN: tampd de desnaturalitzacié i etapa de desnaturalitzacio térmica
- Separaci6 electroforética. Control de qualitat.

- Rentats de forga salina baixa

- Transferéncia de les mostres a un suport solid

- Fixacié de I’ARN per exposici6 ultraviolada

- Preparacié de la sonda mitjangant el marcatge DIG via PCR
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- Pre-hibridaci6 i hibridacié amb una sonda especifica
- Rentats successius en condicions d’alta astringencia

- Procés de deteccié del sistema DIG

Tema 7. Western blotting

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

- Analisi quantitatiu de proteines: métode de Bradford

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

-Preparacio per I'electroforesi PAGE-SDS: gel d’acrilamida en condicions de desnaturalitzacié i mode discontinus
(metode de Laemmli)

- Tenyicio 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 deteccidé immunoldgic
- Etapes d’incubacié amb els anticossos primari i secundari

Detecci6 colorimétrica de I'activitat de la fosfatasa alcalina lligada a I'anticds secundari

Activitats practiques
El programa de practiques s’organitza en diferents tipus d’activitats.

La primera es dedica a I'analisi proteic mitjangant el métode del western blot de plantes d’arrds que
sobreexpressen el gen marcador gus controlat pel promotor constitutiu 35S CAMV. S’efectuen totes les
etapes de la metodologia des de I'extraccié proteic total aillat de teixit de fulls, passant per la preparacié del
material fins a la fase final de detecci6 de la proteina f- glucuronidase (GUS) via I'is d’un anticos especific. A
més a més es fara una localitzacié histoquimica de I'activitat de la proteina GUS amb mostres de fulles d’arros
de plantes transgéniques.

La segona activitat es consagra a algunes etapes claves dels processos de clonatge de gens via PCR i de
subclonatge. Es preparen ceél-lules de la soca DH5a d’E. coli de alta competéncia segon el metode de Hanahan.
A continuacié es comprovara l'eficiéncia d’aquelles amb I'is de dos plasmidi independents i a més a més
s’utilitzara el métode fiable de cribratge dels clons bacterians positius a un dels dos plasmidi introduits
mitjangant lisis cel-lular seguit de PCR.

En la tercera activitat, I'alumne es dedica a aprendre el manejament de mostres d’ARN en condicions
especials i adaptades per la conservacidé de la seva integritat. Es fara I'extraccié d’ARN total de fulles de blat
transformat amb el cDNA de I'arginina descarboxilasa (aillat de la civada) controlat pel promotor de I'ubiquitina
(aillat del blat de moro). A continuacio es verificara la qualitat de les mostres mitjangant una electroforesi
adaptada per mostres d’ARN.
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S’ha de mencionar que no totes les etapes de la segona activitat es fan de manera continua, algunes d’entre elles
es fan quan hi ha temps d’espera els dies previs de practiques. D’aquesta manera es pot optimitzar eficientment
el temps, és un habilitat important que I'estudiant ha de desenvolupar.

Dia1: Aillament de proteines
- Collita dels mostres de fulles d’arrds, ponderacié i conservacié en nitrogen liquid
- Preparacio6 dels tampons per a I'extraccié de les proteines totals des de teixits vegetals

- Procés d’extraccio proteica

Dia2: Western blot-I

- Analisi quantitatiu de proteines amb el métode de Bradford

- Preparacié de les solucions requerides pel gel i la transferencia
- Muntatge del material

- Preparacié6 del gels d’acrilamida (SDS-PAGE)

- Preparacié de medi de cultiu LB solid i liquid, amb i sense agent de seleccid, per E.coli DH5«

Dia3: Western blot-I

- Preparacié de les mostres per I'electroforesi; procediment de separacié
- ‘Blotting’: transferéncia a la membrana

- Blocatge de la membrana

- Sembrament de cél-lules estoc DH5a sobre medi solid sense seleccié

Dia 4: Western blot-lll

- Preparacié de solucions estocs pel procediment d’incubacions i de rentats

- Etapes d’incubacié amb els anticossos primari i secundari

- Deteccié colorimétrica de I'activitat de la fosfatasa alcalina lligada a I'anticos secundari
- Interpretacions dels resultats

- Mini cultiu de cél-lules DH5a: sembrament de cél-lules, préviament crescudes en medi solid sense seleccid, en
medi liquid sense selecci6 tota la nit

Dia 5: Preparacio de cél-lules competents
-Subcultiu cél-lules DH5a en medi liquid sense selecci6
-Preparacio de les cél-lules DH5a competents

-Preparacio de la solucié pel 'assaig GUS
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-Preparaci6é de mostres de fulles de plantes d’arrds i procediment de I'assaig GUS

Dia 6: Aillament d’ ARN-I
-Collida de mostes de fulles de blat, ponderacio i conservacié en nitrogen liquid

-Extraccié d’ARN amb el métode del TrizolTM

Dia 7: Aillament d’ ARN-II/ Transformacid de cél-lules competents

- Continuaci6 del protocol d’aillament d'ARN

- Quantificacié de les mostres d’ARN via NanoDrop

- Transformacié de les cel-lules DH5a competents amb dues condicions plasmidic diferents

- Sembrament de les cél-lules sobre medi de seleccid

Dia 8: Analisi qualitatiu d’ARN/ Subcultiu de colonies
- Preparacié del material pel manejament de mostres d’ARN
- Gel d’electroforesi per comprovar la integritat de 'ARN

- Subcultiu en linies, sobre medi solid amb seleccid, de les colonies obtingudes després I'etapa de transformacié

Dia 9: Cribratge de clons bacterians via PCR
- Lisi cellular

- Calculs i preparacié del ‘mastermix’ per la PCR amb primers especifics per la deteccié del clones bacterians
transformats amb el plasmidi d’interés

- Procediment de la PCR

Dia 10: Comprovacio de la PCR
-Preparacié d’'un gel agarosa i separacio electroforetic dels productes de PCR
-Interpretacions dels resultats

-Preguntes i dubtes sobre les practiques

Eixos metodologics de l'assignatura

Tipus
d'activitat

Activitat presencial Activitat no .. | Temps
: Avaluacio
alumne presencial alumne total

Descripcio

Objectius Hores | Treball alumne Hores | Hores Hores
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. Estudi: Coneixer,
., Classe magistral L — .
Llico Explicacié dels principals comprendre i
. (Aula. Grup 10 L
magistral =) conceptes sintetitzar
9 coneixements
Problemes Classe
i participativa Resolucié de problemes Aprendre a resoldre
(Aula. Grup i casos problemes i casos
casos
gran)
Classe ?:alltzamo d'activitats Resoldre
Seminari participativa ) ., problemes i
s discussioé o . .
(Grup mitja) L casos. Discutir
aplicacio
Practica de Execucié de la practica: Estudiar
Laboratori | Laboratori comprendre fendmens, |50 i realitzar
(Grup mitja) mesurar... Examen
Practi ‘aul . L o
. ’Iactlca‘dlau a Execucio de la practica: Estudiari
Aula d d'informatica . .
‘s comprendre fendomens, Realitzar
nformatica | (Grup mitja L
) mesurar... memoria
L. Practica de Execucié de la practica: Estudiar i
Practiques R 3
camp (Grup comprendre fenomens, Realitzar
de camp o L.
mitja ) mesurar... memoria
Visita a Estudiar
Visites explotacions o Realitzacié de la visita i Realitzar
industries memoria
Treball de . , Realitzar un
. \ Orientar a I'alumne en el
Activitats | l'alumne treball
L o treball (en e g
dirigides (individual o . . bibliografic,
horari de tutories) .
grup) practic, efc.
Altres
Totals 60

Sistema d'avaluacié
Avaluacio:

.50% Informe de practiques: Lliurament de memories:
Organitzacio general
Explicacio6 dels procediments realment realitzats
Detalls dels calculs
Explicacio6 dels incidents encontrats i com es van arreglar
Obtenci6 dels resultats esperats
Interpretacio dels resultats

Participacié, motivacié i interaccié entre alumnes
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.50% Mini projecte

-Buscar una idea original, en el marc de la biotecnologia vegetal, per una aplicacié dedicada a I'agricultura o a la
industria .

-L’estratégia ha de ser relacionada a I'enginyera de les vies metabdliques (modificacioé d’'una via enddgena o
creaci6 d’'una via nova, i que sigui un cas diferent dels que vam veure a les classes de I'assignatura de
Biotecnologia Vegetal)

-Descriure totes les etapes implicades:
- Explicar la rad de I'especia vegetal elegida i el métode de transformacié associat
- L’estudi de la via metabdlica
- L’ analisis de seqliencia del(s) gen(s) necessaris
- L'estratégia de clonatge dels gens d’interés i sub-clonatge en vector(s) d’expressio apropiat(s)
-Els punts claus per la regeneracio de les plantes transformades
-Els analisis moleculars (DNA; RNA) per caracteritzar les plantes
- Els analisis bioquimics (Western blot; ....) o quimics (metabdlits) per caracteritzar les plantes

-Bibliografia (vigileu amb el format!)

Bibliografia i recursos d'informacio
Bibliografia basica

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

-Molecular Plant Biology Volume1, A practical approach. 2002. Philip M. Gilmartin and Chris
Bowler. Oxford University Press.

-www.protocol-online.org (protocols i forums)



http://www.protocol-online.org/

