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DESCRIPCION DE LA ASIGNATURA

La tecnologia del DNA recombinante alberga un conjunto de metodologias encaminadas a manipular el DNA,
amplificarlo, secuenciarlo, transferirlo entre organismos genéticamente diferentes y a hacer nuevas _
combinaciones entre moléculas de DNA que normalmente proceden de especies diferentes y cuya expresion en

En el presente curso se explicaran las bases moleculares de las diferentes tecnicas de manipulacion del DNA y
su aplicacion, haciendo especial hincapié en las metodologias de clonaje para la expresion de proteinas
recombinantes tanto en bacterias como en organismos eucariotas, asi como para la obtencion de librerias

un organismo hospedador dara lugar a un producto con valor en medicina, agricultura, ciencia basica e industria.

Péagina 1



gendmicas. Igualmente se explicaran las técnicas para la obtencion de organismos transgénicos y clonicos y sus
aplicaciones en investigacion basica y biotecnoldgica.

Hasta el principio de los afios 70, el DNA era la molécula biol6gica mas dificil de analizar para los bioquimicos.
Debido a su gran longitud y a su monotonia quimica, la cadena polinucleotidica que forma el material genético de
un organismo so6lo podia ser examinada indirectamente por secuenciacion de proteinas y/o RNA o bien mediante
andlisis genéticos. Hoy en dia la situacion ha cambiado totalmente y en muchos laboratorios de todo el mundo, es
una practica rutinaria aislar un fragmento especifico de DNA del genoma de un organismo para producir un
namero virtualmente ilimitado de copias, determinar su secuencia nucleotidica y ensayar su funcién. Mediante
técnicas de manipulacion del DNA, un gen aislado se puede modificar y devolver a una célula bacteriana o a una
célula germinal de un animal o planta de tal forma que llegue a ser parte funcional y heredable del genoma del
organismo (ingenieria genética). Esos avances técnicos en la ingenieria genética, la habilidad para manipular el
DNA con precision en un tubo de ensayo o en un organismo, han tenido un impacto espectacular en todos los
aspectos de la biologia celular, facilitando el estudio de las células y sus macromoléculas de formas inimaginables
hasta hace pocos afos. Las técnicas de manipulacion del DNA han supuesto un desarrollo exponencial en
diferentes areas como la biologia, generando la aparicion de nuevas areas de investigacion como la gendmica
funcional y la protedmica, han dado lugar a la biotecnologia moderna mediante la cual se pone a trabajar al gen
en la produccién de proteinas y otros compuestos Utiles a nivel industrial y se generan animales y plantas
transgénicos. Estas técnicas estan revolucionado la medicina mediante la produccion de farmacos
recombinantes, estan permitiendo avances en diagnéstico clinico gracias a la identificacion de genes
responsables de enfermedades y al desarrollo de la terapia génica asi como han llegado a ser una herramienta
imprescindible en las ciencias forenses actuales. Es predecible que en los préximos afios, la tecnologia del DNA
recombinante impacte incluso la forma en la que vivimos.

En el presente curso se explicaran las bases moleculares de las diferentes técnicas de manipulacion del DNA 'y
su aplicacion, haciendo especial hincapié en las metodologias de clonaje para la expresion de proteinas
recombinantes tanto en bacterias como en organismos eucariotas, asi como para la obtencion de librerias
genodmicas. Igualmente se explicaran las técnicas para la obtencion de organismos transgénicos y clénicosy sus
aplicaciones en investigacion basica y biotecnoldgica.

La asignatura correponde al médulo Herramientas Biotecnolégicas, integrada dentro de la materia Tecnologias
Avanzadas de Formacion Biotecnoldgica y supone 150 horas de actividad por parte del alumno. Esta asignatura
permitird al los alumnos obtener el conocimiento y dominio de las técnicas de ingenieria Genética y les
proporcionard la base necesaria para la comprensién de otras asignaturas de la titulacion como son la Genémica
y Protedmica, también pertenecientes al mismo médulo, asi como las asignaturas de Organismos modificados
genéticamente, Agrobiotecnologia y Microbiologia industrial.

Una vez completada de manera exitosa la asignatura Tecnologia del DNA recombinante, el alumno habra
adquirido los conocimientos teéricos necesarios para la resolucién practica de los problemas mas comunes que
se le presentaran en el futuro en el desarrollo de su profesion. Asimismo, la asignatura contribuird al desarrollo del
método cientifico del futuro profesional, inculcandole habitos rigurosos de investigacion, de sentido critico, de
inquietud por saber y de creatividad que favoreceran sus capacidades de adaptacién intelectual a situaciones
profesionales nuevas, asi como su maduracion profesional y personal.

OBJETIVO

El objetivo fundamental de la asignatura es que el alumno conozca la tecnologia del DNA recombinante y sus
aplicaciones més frecuentes en investigacion bésica, biotecnoldgica y biosanitaria.

Los fines especificos de la asignatura son:

FE1. Conocer las bases teéricas fundamentales de la tecnologia del DNA recombinante.

FE2. Decidir las estrategias experimentales mas adecuadas para llevar a cabo la manipulaciéon del DNA segun el
objetivo.

FE3. Explicar los requisitos fundamentales para la expresion de proteinas heterélogas de interés biotecnolégico.

FE4. Distinguir las posibles vias de transferencia de DNA a células procariotas o eucariotas.

FE5. Proponer modelos experimentales de modificacion génica ( procariotas o eucariotas) para generar
herramientas de investigacién o productos biotecnélogicos.

CONOCIMIENTOS PREVIOS
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Para el correcto desarrollo de la asignatura el alumno debe poseer una solida formacion en Genética Molecular,
mas especificamente en lo referente a la estructura y propiedades de los acidos nucleicos asi como a los
mecanismos de replicacién, transcripcién y traduccion en organismos procariotas y eucariotas.

CONTENIDOS

Los primeros temas de la asignatura (temas 1-4) tratan sobre las técnicas bioquimicas y enzimolégicas utilizadas
en la tecnologia del DNA recombinante, asi como en las tecnologias de amplificacién y deteccién de los acidos
nucleicos.

Tema 1. Introduccion.

Tema 2. Técnicas bésicas de analisis de &cidos nucleicos.

Tema 3. Enzimas utilizados en la Tecnologia del DNA recombinante.

Tema 4. Amplificacion de secuencias de DNA y RNA.

En un segundo bloque (temas 5-11) se describen las técnicas de clonaje tanto en bacterias, levaduras, plantas y
animales asi como los mecanismos de expresion de proteinas heterélogas en estos sistemas y sus aplicaciones
biotecnolégicas y biosanitarias.

Tema 5. Clonaje en bacterias.

Tema 6. Clonaje en levaduras: Saccharomices cerevisiae.

Tema 7. Transferencia génica a células animales.

Tema 8. Terapia basada en acidos nucleicos.

Tema 9. Genome Editing

Tema 10. Manipulacién génica de animales.

Tema 11. Transgénesis vegetal.

PROGRAMA TEORICO

TEMA 1. Introduccion.

o0 Contenido y organizacién de la asignatura.

0 Concepto de la Tecnologia del DNA Recombinante.

0 Aplicaciones de la Tecnologia del DNA Recombinante

TEMA 2. Técnicas basicas de analisis de acidos nucleicos.
0 Esquema general del proceso de clonacion.

o Purificacion de acidos nucleicos.

o Electroforesis en geles de agarosa y acrilamida.

o0 Técnicas de hibridacién de acidos nucleicos.

TEMA 3. Enzimas utilizados en la Tecnologia del DNA Recombinante.

0 Endonucleasas de Restriccion: Sistemas de Modificacidon-Restriccidn, nomenclatura de las endonucleasas de
restriccién, tipos, sitios de reconocimiento, rotura del DNA, aplicaciones de las endonucleasas de restricion.

o DNA Ligasas, estrategias de ligacion, utilizacion de linkers y adaptadores.

o0 Fosfatasa alcalina.

o Polinucledtido kinasa.

0 Nucleasas de DNA: Exonucleasas 5'-3" de dsDNA, exonucleasas 5-3" de ssDNA y dsDNA, endonucleasas,
nucleasas de RNA.

0 DNA polimerasas dependientes de DNA, DNA polimerasas independientes de DNA, DNA polimerasas
dependientes de RNA, RNA polimerasas.

o Poli(A)-polimerasas, Guanilil-transferasas, Metil transferasas.

TEMA 4. Amplificacion de secuencias de DNA y RNA.

o Fundamentos de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

o0 Componentes de la reaccion.

0 Aplicaciones de la PCR.

0 Variantes de la PCR: Hot Start PCR, Touch Down PCR, RT-PCR, RACE, PCR asimétrica, PCR multiplex, PCR
inversa, RAPD- y AP-PCR, RFLP-PCR.

0 PCR cuantitativa y en tiempo real.

0 Andlisis de los productos de amplificacion.

0 Analisis de los productos de amplificacion.

o Otros sistemas de amplificacion.

0 Métodos de diagnéstico molecular: procedimientos de hibridacién no radioactivos, molecular beacons, TagMan,
PCR digital, genotyping con primers marcados con fluorescencia, DNA fingerprinting.

TEMA 5. Clonaje en bacterias.

0 Esquema general del clonaje

0 Caracteristicas de los vectores de clonaje.

o Etapas de clonaje en bacterias mediante el uso de enzimas de restriccion: Digestion del DNA heterdlogo,
digestion del vector, ligacion, introduccién del DNA recombinante en bacterias, seleccién de transformantes,
identificacion de recombinantes.

o Estrategias de clonaje seamless: Sequence Ligation Independent Cloning (SLIC), Gibson assembly, Circular
Polymerase Extension Cloning, Golden gate, Gateway.
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Plasmidos, caracteristicas generales.

Derivados de plasmidos.

Vectores de clonaje derivados de los fagos lambda, M13 y P1
Césmidos, fosmidos, fagomidos.

PACs, BACs.

Expresion de proteinas recombinantes en Escherichia coli.
Generacion de proteinas de fusion.

Generacion de librerias genémicas.

[eNeNeoNelNoNoNeoNe]

TEMA 6. Clonaje en levaduras: Saccharomices cerevisiae.

o Vectores de clonaje en levaduras: YIPs, YEPs, YRPs, YCPs, YACs

o Transformacion en levaduras.

0 Marcadores de seleccién: auxotrofia y resistencia a antibiéticos.

0 Produccion de proteinas recombinantes en levaduras.

o Estudio de las interacciones proteina-proteina mediante el doble hibrido y sus variantes. Estudio de las
interacciones proteina-DNA mediante la técnica del hibrido simple

0 Expresién de proteinas en Pichia pastoris.

TEMA 7: Transferencia génica a células animales.

0 Expresion del transgén.

0 Sistemas no virales: métodos quimicos y fisicos de transfeccion.
0 Vectores de clonaje derivados de plasmidos.

0 Sistemas virales: vectores de clonaje derivados de virus.

0 Marcadores de transfeccién y seleccion.

0 Expresién de proteinas recombinantes en células animales.

TEMA 8: Terapia basada en acidos nucleicos (acidos nucleicos como agentes terapéuticos).

o0 Antisense RNA, RNA interferencia (sSiRNA, shRNA), moléculas quiméricas RNA-DNA, aptameros, vias de
administracion.

0 Vacunas de DNA.

o Terapia génica y celular: estrategias, terapias ex vivo e in vivo, vectores.

0 Generacion de células iPS; vias de administracion.

TEMA 9. Genome Editing.
0 Zinc fingers nucleases
0 TALENS

o CRISPR/Cas

TEMA 10. Manipulacién génica de animales.

0 Produccién de animales transgénicos: microinyeccién pronuclear, transfeccion de células stem embrionarias.
0 Sustitucion dirigida de genes (gene targeting).

0 Modelos mutantes nulos (knockout) y con cambios de funcién (knockin). Mutantes condicionales con control
temporal y/o espacial.

o0 Clonaje de animales.

TEMA 11. Transgénesis vegetal.

o Cultivo de tejidos vegetales.

0 Vectores de clonaje en plantas.

o Transferencia de DNA a células vegetales.
0 Marcadores de seleccion.

PROGRAMA PRACTICO

Clonaje de genes en plasmidos bacterianos: construccion del plasmido recombinante, transformacién y seleccion
de clones.

ACTIVIDADES FORMATIVAS

Durante las clases presenciales de teoria se dara a conocer al alumno el contenido de la asignatura, de acuerdo
con el programa de la misma. En las practicas de laboratorio los alumnos realizaran experimentos que les
permiten aplicar técnicas de manipulacién de DNA vistas en los contenidos tedricos.Las Actividades Formativas
podran ser llevadas a cabo tanto en espafiol como en inglés.

AF1. Clases tedricas.

Las clases tedricas seran magistrales en las que se expondran sindpticamente los temas, utilizando como
recursos didacticos la pizarra y la videoproyeccién de presentaciones estaticas y animadas. Se alentara al
alumnado a que participe activamente en las clases, preguntando sus dudas al profesor. Este ultimo realizara
frecuentemente preguntas al alumnado a lo largo de la clase, a fin de mantener su atencién y comprobar el grado
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de seguimiento de la exposicion. El profesor entregara a los alumnos las presentaciones en formato electronico a
fin de facilitar su seguimiento y posterior estudio. Se dara la opcion a los alumnos de la realizacion de un trabajo
monografico voluntario acerca de temas relacionados con la asignatura.

AF2. Clases practicas I.

Realizacion de experimentos reales en el laboratorio docente donde se aplican las técnicas y los conocimientos
relacionados con los contenidos de la asignatura. materias del médulo. Resolucién de casos practicos y
problemas.

AF3. Clases practicas Il o _ S _
Realizacion de problemas: al finalizar cada bloque del temario se plantearan y resolveran ejercicios practicos
relacionados con el bloque dado.

AF4. Trabajo en equipo.

Los alumnos realizaran un trabajo en grupo de 3 0 4 personas. Los temas a tratar seran propuestos por ellos
mismos o por el profesor, deben estar relacionados con esta asignatura y con la asignatura Microbiologia
Industrial I, con la que se realizara el trabajo de forma conjunta y coordinada. El objetivo es desarrollar una
propuesta emprendedora en el sector de la industria biotecnoldgica, en el que se integre una estrategia de mejora
de cepas o productos de interés microbianos mediante modificaciones genéticas empleando los conocimientos
adquiridos en la asignatura de Tecnologia del ADN recombinante, y el disefio de un programa de procesado
industrial para maximizar su produccién. Se pretende, desde una base cientifica, promover el valor econémico de
un producto microbiolégico de interés industrial. Se trabajara con bibliografia en inglés sobre algun proceso o
producto biotecnoldgico de interés industrial y por ello los alumnos han de comprender bien el trabajo
desarrollado en los articulos cientificos y bibliografia cientifica consultada para poder después cimentar su
proyecto, presentarlo al resto de la clase y elaborar un informe. Ademas, se valorard la incorporacion de
propuestas innovadoras propias que puedan mejorar el proceso o producto sobre el que han trabajado.

Los alumnos que no cursen Microbiologia Industrial I, o decidan no presentar el trabajo, pueden optar por la
realizacion de un trabajo monogréafico voluntario acerca de temas relacionados con la asignatura.

AF5. Clases magistrales de expertos invitados
En cada curso académico se podra invitar a uno o dos investigadores relevantes en campos relacionados con la
asignatura para que den una clase magistral relacionada con su investigacion.

AF6. Tutorias.
Mediante las tutorias el profesor, a requerimiento del alumno y en el horario establecido para ello, resolvera dudas
o discutira las cuestiones que le plantee el alumno, con el fin de orientarle en el aprendizaje de la asignatura.

DISTRIBUCION DE LOS TIEMPOS DE TRABAJO

TRABAJO AUTONOMO/ACTIVIDAD NO
PRESENCIAL

ACTIVIDAD PRESENCIAL

67 horas 83 horas

Clases expositivas 35h

Clases practicas: trabajo de laboratorio y resolucion de
problemas en clase. 25h

Tutorias 1h

Evaluacion 6h

Estudio teorico 60h

Estudio préactico 9h

Estudio y preparacion de ejercicios y casos practicos
13h

Preparacion de tutorias 1h

COMPETENCIAS

Competencias béasicas

campo de estudio

Que los estudiantes hayan demostrado poseer y comprender conocimientos en un area de estudio que parte de la
base de la educacion secundaria general, y se suele encontrar a un nivel que, si bien se apoya en libros de texto
avanzados, incluye también algunos aspectos que implican conocimientos procedentes de la vanguardia de su
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Que los estudiantes sepan aplicar sus conocimientos a su trabajo o vocacion de una forma profesional y posean
las competencias que suelen demostrarse por medio de la elaboracion y defensa de argumentos y la resolucion
de problemas dentro de su &rea de estudio

Que los estudiantes tengan la capacidad de reunir e interpretar datos relevantes (normalmente dentro de su area
de estudio) para emitir juicios que incluyan una reflexion sobre temas relevantes de indole social, cientifica o ética

Que los estudiantes puedan transmitir informacién, ideas, problemas y soluciones a un publico tanto
especializado como no especializado

Que los estudiantes hayan desarrollado aquellas habilidades de aprendizaje necesarias para emprender estudios
posteriores con un alto grado de autonomia

Competencias generales

Conocer las aplicaciones de la biotecnologia en los campos sanitario, alimentario, agrobiotecnoldgico,
medioambiental y quimico.

Adquirir la capacidad de pensamiento analitico, sintético, reflexivo, critico, tedrico y practico.
Capacidad para la resolucion de problemas y la toma de decisiones.

Adquirir las habilidades requeridas para el trabajo experimental: disefio, realizacion, recogida de resultados y
obtencién de conclusiones, entendiendo las limitaciones de la aproximacién experimental.

Adquirir los conocimientos de bioquimica y biologia molecular necesarios para el desarrollo de procesos y
productos biotecnoldgicos.

Aplicar los conocimientos tedricos, practicos y humanos adquiridos en la Universidad a la realizacion de practicas
en centros de investigacién y empresas biotecnolégicas.

Competencias especificas

Definir y saber aplicar las técnicas de ingenieria genética al estudio de la expresién y funcién génica en distintos
sistemas, asi como la manipulacion y modulacién de la expresion génica.

Saber describir, cuantificar, analizar y evaluar criticamente los resultados obtenidos del trabajo experimental
realizado en laboratorio.

Desarrollar habitos de pensamiento riguroso.

Saber aplicar los conocimientos teéricos adquiridos a la resolucion de problemas y casos practicos relacionados
con las distintas materias.

RESULTADOS DE APRENDIZAJE

Conoce y aplica adecuadamente las bases tedéricas fundamentales de la tecnologia del DNA recombinante.
Decide la estrategia adecuada para llevar a cabo las manipulaciones basicas del DNA.

Resuelve de manera razonada problemas caracteristicos derivados de la asignatura mediante planteamiento de
estrategias experimentales.

Disefia protocolos de clonaje encaminados a la expresion heteréloga de proteinas y a la creacion de librerias
gendmicas.

Disefia vectores con fines terapéuticos utilizando los acidos nucleicos como base de esta terapia.
Planifica estrategias experimentales para la consecucion de animales y plantas transgénicos.

Aplica técnicas de manipulacion de DNA en el laboratorio que le permiten obtener y amplificar moléculas de DNA
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recombinante.

SISTEMA DE EVALUACION DEL APRENDIZAJE

La nota final de la asignatura se obtendra a partir de las calificaciones obtenidas en la evaluacion de los
siguientes moédulos, y sera necesario sacar al menos el 50% de la nota total para considerar aprobada la
asignatura:

SE1. Examen de teoria: El examen tendra como objetivo principal comprobar que se han asimilado y
comprendido los conceptos basicos expuestos en las clases tedricas, asi como la capacidad de razonamiento de
los alumnos para resolver problemas sobre la tecnologia del DNA recombinante. Por consiguiente, el examen
constara de una parte tedrica basada en preguntas tipo test y/o preguntas cortas, y otra parte que consistira en la
resolucion de problemas. Los exdmenes también contendran preguntas relacionadas con las posibles charlas
magistrales impartidas por los investigadores invitados. La nota teérica final supondra un 80% de la nota final.

SE2. Realizacion del trabajo practico en laboratorio: La asistencia a practicas sera obligatoria e indispensable
para poder presentarse al examen de teoria y al examen de practicas. Las practicas supondran un 15% de la nota
total de la asignatura. La evaluacion de este blogue se hara como se explica a continuacion:

SE2.1 Aprovechamiento e interés mostrado durante las practicas: se evaluard por una rubrica que se hara
publica (20%).

SE2.2 Entrega por escrito de las cuestiones de laboratorio que se plantean en el Guion de practicas (20%).

SE2.3 Examen final de practicas que se realizara el mismo dia que el examen final de teoria y que evaluara la
comprensién de las practicas (60%). Es obligatorio superar este examen con, al menos, el 50% de la nota, para
aplicar el resto de los porcentajes.

SE3. Preparacién de trabajos: El alumno puede optar por la realizacién del trabajo en conjunto con la asignatura
Microbiologia Industrial I, o por la realizacion del trabajo monografico acerca de temas relacionados con la
asignatura. El alumno tiene que optar sélo por uno de ellos y debera comunicar su decision al profesor
responsable dentro de las dos primeras semanas de clase, a través del Aula Virtual. La nota de cualquiera de los
dos trabajos supondra un 5% de la nota final de la asignatura.

Para poder promediar las diferentes partes es indispensable obtener una valoracién superior a 5 tanto en SE1
como en SE2. En caso de suspender una de las partes en la convocatoria ordinaria, se guardara la nota de la
parte aprobada para la convocatoria extraordinaria del mismo afio académico pero no para los siguientes.

En SE3 no sera necesario sacar una nota minima. Pero, si tras aplicar todos los porcentajes la asignatura esta
suspensa, este item se podra recuperar, opcionalmente, realizando una actividad extra que determinen los
profesores de la asignatura y que valore esas competencias en la convocatoria extraordinaria. La nota de esa
actividad extra supondra el 5% de la nota final de la asignatura.

Si el alumno hubiese presentado un trabajo, también se guardara la nota del SE3 so6lo para la convocatoria
extraordinaria del mismo afio académico. El alumno que no hubiese aprobado la asignatura en la convocatoria
ordinaria, y aun habiendo presentado un trabajo para SE3, decidiera hacer la actividad extra en la convocatoria
extraordinaria, debera comunicarselo al profesor responsable 7 dias naturales antes de la fecha de examen de
dicha convocatoria. En tal caso, la nota final de la SE3 sera la que obtengan en la convocatoria extraordinaria,
anulando la anterior. En cualquier caso, la nota final de SE3 constituira el 5% de la nota final de la asignatura.

Solo en el caso de alumnos en segunda convocatoria y posteriores, que hayan realizado las practicas de
laboratorio, y alumnos con dispensa académica,pueden optar entre acogerse al sistema primario especificado
previamente (en cuyo caso deberan cumplir con todos los requisitos, incluida la asistencia a clase) o acogerse al
sistema alternativo en el que se aplicaran los siguientes porcentajes:

- Examen final de teoria (80%)

- Examen final de précticas (15%)

- Entrega de un trabajo monogréafico acerca de temas relacionados con la asignatura (5%)

Esta decision deberan comunicarla por mail al profesor responsable durante las dos primeras semanas de clase.
En caso de no informar, se asumira la evaluacién por el sistema alternativo

BIBLIOGRAFIA Y OTROS RECURSOS

Basica

Glick, B.R. and Pasternak, J.J. Molecular biotechnology. Principles and applications of recombinant DNA. 5th ed.
ASM Press, 2017.
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Primrose, SB and Twyan RM. Priciples of gene manipulation and genomics. 7th edition. Blackwell Science, 2006.

Rastogi, S. and Pathak, N. Genetic engineering (2009). Oxford University Press.

Complementaria

Brown, T.A. Gene cloning and DNA analysis. An introduction. 7th edition. Ed. Wiley-Blackwell ~ 2015.

Campbell, A.M., Heyer, J., College, D. Discovering Genomics, Proteomics, and Bioinformatics Benjamin
Cummings, 2003.

Dale J.W., Schantz, M. From Genes to Genomes: Concepts and Applications of DNA Technology. 3rd edition.
Wiley and Sons, 2012

Hartl, D.L. and Jones, E.W. Genetics. Principles and analyses. 4th edition. Jones and Bartlett Publishers.
Reece, R.J. Analysis of Genes and Genomes. Wiley, 2004.

Strachan, T. and Read, A.P. Human Molecular Genetics. 4rd edition. Garland Science, 2010
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