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Objetivos y contextualizacion

En esta asignatura se introduce todo un conjunto de metodologias y herramientas agrupadas bajo el nombre
comun de Tecnologia del DNA recombinante. Estas metodologias, que se empezaron a desarrollar a finales
del siglo pasado, son ahora uno de los pilares de la Biotecnologia moderna. El objetivo general de la
asignatura es dar una base soélida que permita al alumno aplicar estas metodologias en el disefio de procesos
biotecnolégicos. Por otra parte, también se introduciran los conceptos y conocimientos necesarios para el
seguimiento de asignaturas mas especializadas de los ultimos cursos del grado de Biotecnologia. Los
aspectos practicos de esta asignatura se tratan en los Laboratorios Integrados 4 y 5.

Objetivos concretos

- Conocer y saber aplicar las técnicas basicas de DNA recombinante e ingenieria de acidos nucleicos:
herramientas enzimaticas (restrictasas, polimerasas, quinasas, fosfatasas, ligasas, topoisomerasas,
recombinansas especificas de sitio y nucleasas no especificas de secuencia), diferentes tipos de reacciones
de PCR, construccion de sondas, Southern y Northern blot.

- Describir los principales vectores de clonaje, conocer sus caracteristicas principales y saber como utilizarlos
en las diferentes estrategias para el clonaje de fragmentos de DNA.

- Comprender las estrategias para la construccion de genotecas y su utilizacion para estudio degenes y
genomas.

- Conocer los fundamentos y principales aplicaciones de las nuevas tecnologias para la secuenciacion masiva
de acidos nucleicos (Next Generation Sequencing).

- Describir las principales aplicaciones del DNA recombinante para la obtencidén de mutaciones: mutagénesis
dirigida, mutagénesis al azar y métodos de evolucion molecular dirigida.

- Conocer la metodologia para la expresion de proteinas recombinantes.



Competencias

® Aplicar las principales técnicas asociadas a la utilizacion de sistemas biolégicos: DNA recombinante y
clonacion, cultivos celulares, manipulacion de virus, bacterias y células animales y vegetales, técnicas
inmunoldgicas, técnicas de microscopia, proteinas recombinantes y métodos de separacion y
caracterizacion de biomoléculas.

® | eer textos especializados tanto en lengua inglesa como en las lenguas propias.

® Pensar de una forma integrada y abordar los problemas desde diferentes perspectivas.

® Trabajar de forma individual y en equipo.

Resultados de aprendizaje

—_

. Describir las estrategias utilizadas para la modificacion del genoma de diferentes organismos.

2. Describir y aplicar los diferentes métodos para la obtencién de mutantes de una proteina recombinante
y su purificacion.

3. Disenar estrategias para la secuenciacion de genomas.

Disefar y ejecutar el clonaje de cDNAs para el analisis de la expresion génica y para la expresion de

proteinas recombinantes.

Dominar los métodos basicos de la tecnologia del DNA recombinante.

Leer textos especializados tanto en lengua inglesa como en las lenguas propias.

Pensar de una forma integrada y abordar los problemas desde diferentes perspectivas.

Trabajar de forma individual y en equipo.
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Contenido
TEORIA

Tema 1. Técnicas basicas de la Tecnologia del DNA recombinante.

Objetivos de la Tecnologia del DNA recombinante. Enzimas utilizados en DNA recombinante: enzimas de
restriccion, polimerasas, ligasas. Restriccion de DNA. Adaptadores y "linkers". Método de Sanger para la
secuenciacion de DNA. Desnaturalizacion del ADN e hibridacion molecular. Reaccion de PCR. Southern blot,
Northern blot y sus aplicaciones.

Tema 2. Clonacién en Escherichia coli.
Plasmidos y fagos como vectores de clonacién en E. coli. Principales métodos de transformacién. Fagémidos
y principales cepas huésped. Sistemas de integracién por recombinacion. Clonacién de productos de PCR.

Tema 3. Construccion y rastreo de bancos de cDNA. Sintesis de cDNA. Estrategias para la construccién de
bancos de cDNA. Representatividad. Principales vectores utilizados en la construccién de bancos de cDNA.
Sistema de excision in vivo en fago lambda. Rastreo de bancos de cDNA. RT-PCR como alternativa a los
bancos de cDNA. Amplificacion rapida de los extremos del cDNA. Bancos de sustraccion de cDNA.
"Expressed sequence tags (ESTs)". Arrays: clases y cuantificacion de los resultados.

Tema 4. Bancos de DNA gendmico. Concepto general. Representatividad. Estrategias para la obtencion de
bancos de ADN gendmico. Vectores de sustitucion. Cosmidos y Fosmids, BACs, PACs y YACs. Rastreo de
bancos de ADN gendmico. Walking y obtencién de sondas. Ordenacién de contigs. Tecnologias para la
secuenciacion masiva de acidos nucleicos (Next generation sequencing, NGS). Principales aplicaciones de las
tecnologias NGS.

Tema 5. Mutagénesis in vitro.

Concepto y usos. Mutaciones silenciosas. Mutagénesis dirigida y principales técnicas para su realizacion:
mutagénesis por "cassette", extension de un cebador o mediante PCR. Mutagénesis al azar. Evolucion
molecular dirigida: "DNA shuffling" y técnicas relacionadas.

Tema 6. Expresion de proteinas recombinantes.

Factores que afectan a la expresion de los genes clonados en E. coli. Principales vectores de expresion.
Optimizacion de la expresién de proteinas recombinantes. Nada sintéticos. Proteinas de fusion. "Phage
display". Sistemas de traduccion in vitro.



Tema 7. Clonacion en levaduras.

Clonacion en Saccharomyces cerevisiae: transformacion, tipo de vectores y expresion de proteinas
recombinantes. Método del "two-hybrid" para detectar interacciones proteina-proteina. Otras levaduras de
interés biotecnoldgico.

PROBLEMAS

El contenido de este apartado, que se entregara en forma de dossier al comienzo del semestre, consiste en
una cantidad determinada de enunciados de problemas relacionados con los temas desarrollados en Teoria

Metodologia

Las actividades formativas constan de clases de teoria y de clases de problemas. Cada una de ellas tiene su
metodologia especifica

Clases de teoria

El profesor explicara el contenido del temario con el apoyo de material audiovisual que estara a disposicion de
los estudiantes en el Campus Virtual de la asignatura. Estas sesiones expositivas constituiran la parte mas
importante del apartado de teoria. Es recomendable que los estudiantes dispongan del material publicado en
el CV en forma impresa para poder seguir las clases con mas comodidad.

De la mano del profesor, los conocimientos de algunas partes del temario deberan ser objeto de
profundizacion por parte de los estudiantes, mediante aprendizaje auténomo. Para facilitar esta tarea se
proporcionara informacién sobre localizaciones en libros de texto, articulos cientificos, paginas web, etc.

Practicas de aula

Habra 8 sesiones de practicas de aula, en las fechas anunciadas en el calendario. Para estas sesiones, el
grupo de teoria se dividira en dos subgrupos del mismo tamafo, las listas de los que se haran publicas a
comienzos de curso. Los estudiantes asistiran a las sesiones programadas por su grupo. A comienzos de
semestre se entregara a través del Campus Virtual un dossier de enunciados de ejercicios y problemas de la
asignatura que se iran resolviendo a lo largo de las sesiones. En estas sesiones el profesor de problemas
expondra los principios experimentales y de calculo necesarios para trabajar los problemas, explicando las
pautas para su resolucion y reforzando mismo tiempo los conocimientos de diferentes partes de la materia de
las clases de teoria. Para el buen funcionamiento de las practicas de aula se requiere la participacion activa
del alumnado y que este intenente preparar con antelacion los problemas de cada sesion.

Actividades
Titulo Horas ECTS Resultados de aprendizaje
Tipo: Dirigidas
Classes de teoria 17 0,68 2,1,4,5,6,7,8
Practicas de aula 8 0,32 2,4,5,7,8

Tipo: Auténomas

Estudio y trabajo individual para resolucién de ejercicios pautados 44 1,76 2,1,3,4,5,6,7,8

Evaluacién



La asignatura se evaluara de forma continuada durante el curso. El 10% de la calificacion global se calculara a
partir la cantidad y calidad de las aportaciones hechas por cada alumno en el foro de la asignatura. También
se realizaran dos examenes. El primero tendra un peso del 50% en la calificacion global y sera un prueba tipo
test que también podra incluir preguntas cortas y que evaluara fundamentalmente los contenidos de las clases
de teoria. La segunda prueba, con un peso del 40% en la calificacion global, sera un examen de practicas de
aula y el alumno debera resolver diferentes ejercicios y / o problemas similares a los realizados durante las
clases de practicas.

En caso de que el alumno no supere la asignatura podra presentarse a las pruebas de recuperacion. Sin
embargo, para participar en la recuperacion, el alumnado debe haber sido previamente evaluado en un
conjunto de actividades el peso de las que equivalga a un minimo de dos terceras partes de la calificacion
total de la asignatura. La primera prueba de recuperacion consistira en un examen tipo test que también podra
incluir preguntas cortas y que evaluara fundamentalmente los contenidos de las clases de teoria. La segunda
prueba de recuperacion sera un examen de practicas de aula y el alumno debera resolver diferentes ejercicios
y / o problemas similares a los realizados durante las clases de practicas de aula. Las pruebas de
recuperacion estaran abiertas a cualquier estudiante que desee mejorar la nota obtenida. La presentacion al
examen de recuperacién para mejorar nota no supone la renuncia de la nota previa. No se podra recuperar la
nota obtenida en la participacion en el foro de la asignatura.

La calificacion global de la asignatura se calculara de la siguiente manera:

- 50% del examen de teoria (o de la recuperacion del mismo en su caso).

- 40% del examen de practicas de aula (o de la recuperacion del mismo en su caso).

- 10% de la participacion en el foro de la asignatura.

No se pediran notas minimas para poder promediar cada una de las actividades de evaluacién. Para superar
la asignatura, el alumno debera alcanzar al menos una calificacion global de 5,0. El alumnado obtendra la

calificacion de "No Evaluable" cuando las actividades de evaluacion realizadas tengan una ponderacion
inferior al 67% en la calificacion final.

Actividades de evaluacién

Titulo Peso Horas ECTS Resultados de aprendizaje

Examen de practicas de aula 40% 2,5 0,1 2,3,5,6,7,8

Examen de teoria 50% 1 0,04 2,1,3,4,5,6,7,8

Participacion en el férum de la asignatura 10% 2,5 0,1 2,1,3,4,5,6,7,8
Bibliografia

La lista actualizada de la bibliografia del curso puede encontrarse en el Campus Virtual de la assignatura



