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Objetivos da Unidade Curricular

A tecnologia do DNA recombinante projectou o mundo da investigacdo bioldgica para além dos limites da bioquimica tradicional, permitindo o estudo da
expressdo génica ao nivel mais fundamental. Na realidade, a capacidade inerente a esta tecnologia é tal, que abrange todos os dominios das ciéncias da
vida. Consequentemente tornou-se necessario, quase obrigatdrio para os cientistas, conhecerem a metodologia do DNA recombinante. Esta é desenvolvida
de modo a incluir areas mais complexas de caracterizagdo, tais como a clonagem génica e produgdo de bibliotecas, mapeamento e expressdo, bem como
areas mais aplicadas como a transgénese, expressdo proteica in vitro, mutagénese etc.. O principal objectivo da disciplina de Engenharia Genética é a
familiarizagdo com a metodologia do DNA recombinante através da aprendizagem de técnicas, dos seus funadamentos e aplica¢des, que posssibilitam

utilizar e explorar o enorme potencial desta tecnologia.

Pré-requisitos

Sem pré-requisitos

Conteldos

Clonagem molecular

Clonagem de expressdo

PCR

Hibridagdo de acidos nucleicos
Técnicas de analise de DNA e RNA
Técnicas de anadlise de proteinas

AplicagBes da engenharia genética
Mutagénese in vitro

Engenharia genética de plantas

Descrigdo detalhada dos contetdos programaticos

Componente Tedrica

1.Clonagem molecular geral; Breve resumo histérico do desenvolvimento da clonagem molecular. Clonagem molecular: significado, objectivos e etapas. O papel
dos &aacute;cidos nucleicos na clonagem molecular. Enzimologia do DNA recombinante. AplicagBes das principais enzimas utilizadas em clonagem molecular.

Enzimas de restri¢do de tipo Il. Sistemas de restricdo/modificacdo. DNase I. RNase A. Nuclease S1. Ligases de DNA. Polimerases. Fosfatases e cinase de



http://bmg.fc.ul.pt/Disciplinas/Eng Genetica/aulas/Clonagem molecular.pdf
http://bmg.fc.ul.pt/Disciplinas/Eng Genetica/aulas/Tecnicas de analise de proteinas.pdf

polinucledtido do fago T4. Preparagdo de DNA vector e DNA dador. Métodos de produgdo de fragmentos de DNA e de modificagdo de extremidades.
Caracteristicas fundamentais dos vectores de clonagem. Plasmidios, fagos, cosmidios, e fagemidios para clonagem em E. coli. Vectores shuttle. Vectores PACs,
BACs e YACs. Construgdo de moléculas de DNA recombinante. Estratégias de ligagcdo de DNA vector e DNA dador. Clonagem dirigida e clonagem n3o dirigida.
Sistemas de introdugdo de DNA em células hospedeiras. Selecgdo e identificagdo de clones recombinantes. Estratégias de clonagem. Construgdo de bibliotecas
gendmicas. A técnica de chromosome walking e o estabelecimento de contigs. Construgdo de bibliotecas de cDNA. 2. Clonagem de expressdo: Sistemas de
expressdao homdloga e heterdloga de genes. Vantagens e desvantagens da expressdo heteréloga em E. coli. Configuragdo de vectores procariéticos de expressdo
Fusdes transcricionais e fusdes traducionais. Expressdo citoplasmatica. Corpos de inclusdo. Proteinas de fusdo. Tags de afinidade para detecgdo e purificagdo de
proteinas recombinantes. FusGes traducionais para expressao periplasmatica ou secregdo extracelular. Vectores eucaréticos de expressdo. Vantagens da
expressdo heterdloga em Saccharomyces cerevisiae. Marcas eucaridticas de selecgdo. Vectores de células de insecto e de células animais. Promotores
constitutivos e indutivos. Expressdo transiente e expressdo estavel. 3. Técnica de PCR. Metodologia da técnica de PCR. Andlise dos produtos de PCR.
Caracteristicas das polimerases de DNA utilizadas em PCR. Estratégias de clonagem de produtos de PCR. Variantes da técnica de PCR: RT-PCR, RT-PCR modificadd
(primer oligo-dT modificado), 3'; RACE-PCR, 5'; RACE-PCR, Nested-PCR, PCR alelo-especifico, Linker-primed PCR, PCR inverso, Meta-PCR (PCR de ligagdo de
DNAs), PCR mutagénico, PCR multiplex e PCR em tempo real. Aplicagbes da técnica de PCR. 4. Hibridagdo de acidos nucleicos: Origem e caracterizagdo das
sondas de hibridagdo. Marcagdo de DNA por nick-translation. Marcagdo de DNA por primers aleatérios. Marcagdo de extremidades 5' do DNA. Marcagdo de
extremidades 3' do DNA. Sondas de RNA (ribossondas). Sondas homdlogas, heterdlogas e degeneradas. Marcagdo radioactiva de DNA. Marcagdo ndo-radioactivg
de DNA e sistemas de detecgdo. Temperatura de desnaturagdo (Tm) temperatura de hibridagdo. Tipos de sondas e condigdes de hibridagdo. Hibridagdo ASO. 5.
Andlise dos genes clonados e dos seus produtos. Analise de DNA: electroforese convencional em gel de agarose; electroforese em campo pulsado (PFGE);
hibridagdo Southern; hibridagdo dot-blot; hibridagado in situ; sequenciagdo; técnica de footprinting; técnica de retardacdo em gel para detecgdo de interacges
DNA/proteina. Anélise de RNA: electroforese de RNAs; hibridagdo Northern; hibridagdo em dot-blot; mapeamento das extremidades 5' e 3' do mRNA com
nuclease S1; mapeamento das extremidades 5 do mRNA por extensdo de primer; transcrigdo in vitro. Analise de proteinas: electroforese de proteinas (SDS-
PAGE); imunodetecgdo por Western; electroforese bidimensional (2-D PAGE); sistemas de tradugdo in vitro e in vivo; sistemas acoplados de
transcrigdo/tradugdo; técnicas de detecgdo de interacgbes proteicas: imunoprecipitagdo pelo método do duplo anticorpo, sistema do duplo hibrido em
leveduras. A engenharia genética na era pré-gendmica. Gendmica estrutural e funcional. Sequenciagdo de genomas, transcritdbmica e protedmica. Comparagdo
de transcritomas. 6. Obten¢do de mutantes por mutagéneses in vitro. 7. Engenaria genética no contexto da biotecnologia. Técnicas moleculares de
caracterizagdo de plantas e de pesquisa de genes de interesse. Vectores naturais para transformagdo de plantas. Estratégias de transformacgdo genética
mediadas por Agrobacterium e métodos alternativos de transformagdo: vantagens e desvantagens. Regeneragdo e andliese de plantas transgénicas. Hibridagdo
somatica. Algumas técnicas para estudar e isolar genes de plantas e para controlar a sua expressdo. A engeneharia genética na manipulagdo do metabolismo e
na resisténcia a doengas: resisténcia/tolerancia a stresses bidticos e abidticos; melhoramento da qualidade das plantas. 8. Aplicagdes e implicagdes da

engenharia genética. Aplicagdes ambientais e aplicagdes humanas. Engengaria genética e sociedade (legislagdo, ética e opinido publica).

Componente Pratica

1. Clonagem da regido reguladora de um gene num vector de expressdo. Objectivos da clonagem molecular: Preparagdo dos vectores de clonagem e do
fragmento de DNA a clonar. Digestdo dos vectores pNM480/481/482 com as enzimas de restri¢cdo EcoRI/Pstl. Electroforese em gel analitico Electroforese
em gel preparativo e purificagdo dos fragmentos EcoRI/Pstl de 740 pb, a clonar nos vectores pNM480/481/482. Electroforese em gel preparativo do
plasmidio recombinante pRZA18 digerido com EcoRI/Pstl e purificagdo do fragmento de 740 pb, a clonar dos vectores pNM480/481/482. Visualizagdo em gel
de agarose dos produtos de digestdo dos vectores e do fragmento purificado, e cédlculo das quantidades relativas de DNA (vectores e fragmento) a utilizar na
clonagem. Construcdo de DNAs recombinantes. Condi¢des de ligacdo e construgdo de DNAs recombinantes (vectores pNM/fragmento de 740 pb).
Preparagdo de caixas de meio selectivo (Amp/X-gal). Explicagdo do tipo de selec¢do. Transformagdo de E.coli. Preparagdo de células competentes da estirpe
hospedeira E. coli MC1061 pelo m&eacute;todo de CaCl2. Transformagdo de E. coli em MC1061 com as misturas de ligagdo. Andlise dos transformantes.
Andlise e interpretagdo dos resultados obtidos na transformac&o de E. coli. Repicagem dos transformantes para caixas de meio selectivo Amp/X-gal.
Extracgdo de DNA plasmidico dos transformantes, a partir de culturas de 18h de incubagao. Digestdo com EcoRI/Pstl dos DNAs dos clones seleccionados e
electroforese em gel de agarose para confirmagdo da presenga do fragmento de 740 pb nos DNAs recombinantes. Extraccdo de DNA plasmiddico dos
transformantes seleccionados, para sequenciagdo. Analise e interpretagdo dos resultados de sequenciagdo dos DNAs dos clones seleccionados para

confirmagdo da correcta insergdo do fragmento de 740 pb.

2. Culturas bacterianas: a sua utilizagdo e manutengdo (armazenamento e transferéncia de plasmidios). Produgdo de raizes por Agrobacterium rizogenes.

Construgdo de plantas transgénicas mediada por Agrobacterium; regeneragdo de rebentos transgénicos e analise dos genes transferidos. Isolamento de DNA




bacteriano (lise alcalina) e de plantas (mini-CTAB) para analise por PCR. Isolamento de protoplastos de plantas e purificagdo. Transformagdo de protoplastos por

permeabilizagdo quimica e eléctrica. Andlise de expressdo transiente dos transgenes.

Bibliografia

Recomendada

Correia MC, Zilhdo R. 2011. Engenharia Genética. Manual de Problemas. Abdul’s Angels FCUL, (ISBN-978-972-8973-33-9).

Correia MC, Zilhdo R. 2012. Engenharia Genética. Uma experiéncia de clonagem — Fundamento e protocolos. Abdul’s Angels, FCUL (ISBN-978-972-8973-43-
8).

Glick, B.R., Pasternack J.J. e Patten C.L. 2009. Molecular Biotechnology. Principles and Applications of Recombinant DNA, 4rd edition. American Society for
Microbiology Press, Washington, DC.

Nicholl, D.S.T. 2002. An Introduction to Genetic Engineering, 2nd edition. Cambridge University Press.

Videira A. 2011. Engenharia genética: principios e aplicagdes. 2nd ed. Lidel, Lisboa.

Watson, J.D., Caudy, A.A., Myers, R.M. e Witkowski, J.A. 2007. Recombinant DNA. Genes and Genomes — A Short Course, 3rd edition . W. H. Freeman and

Company, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, New York.

Outros elementos de estudo

Scientific papers

Molecular Biology Laboratory Catalogs

Métodos de Avaliagao

Exame escrito, final, compreendendo questdes sobre a matéria da tedrica e da prética.

Lingua de ensino

Portugués




