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TEMARIO DE TEORIA

UNIDAD TEMATICA 1 : INTRODUCCION A LA INGENIERIA DE ACIDOSNUCLEICOS
TEMA 1.- Planteamiento basico del clonado molecular

1.1. Objetivo de lamanipulacion del DNA

1.2. Laimplantacion de genesheterdlogos : limitaciones biol dgicas y técnicas

1.3. El experimento basico de clonaciény su estrategia

1.4. Lanecesidad de vehiculizar el DNA : ¢§Qué es un vector y qué caracteristicas debe tener ?
1.5. Digestion del genoma de eleccién con endonucl easas

1.6. Preparacién del vector

1.7. Construccion de mol éculas de DNA recombinante

1.8. Introduccion de las mol écul as recombinantes en células bacterianas. Transformacién genética
1.9. Identificacion y seleccion de clones transformados

1.10. Identificacion y seleccién de clones portadores del inserto especifico

1.11. El problema de la expresion diferencial del gen exégeno

1.12. Purificacién del producto génico foraneo

UNIDAD TEMATICA 2 : TECNICASESENCIALESEN CLONADO MOLECULAR
TEMA 2.- Manipulacién de moléculas de acidosnucleicos : métodos quimicos.

2.1. Innovaciones metodol 6gicas que permitieron el desarrollo de lalngenieria Genética
2.2. Preparacion de DNA : total y plasmidico

2.3. Preparacion de RNA : total y Poli(A)+

2.4, Separacion de DNA y RNA por electroforesis en gel

2.5. Purificacién de mol écul as desde losgel es de electroforesis : electroelucién

2.6. Hibridacién de &cidos nucleicos y control de laespecificidad y su rigor

2.7. Transferencia de Southern

2.8. Transferenciade Northern

2.9. Secuenciacion del DNA por el método de Maxan y Gilbert

2.10. Sintesis quimica de acidos nucleicos

TEMA 3.- Manipulacién de moléculas de acidosnucleicos : métodos enzimaticos.

3.1. Cortey unién de moléculas de DNA
3.2. Endonucleasas de restriccién del tipo Il : secuencias de corte, aplicacionesy mapas fisicos
3.3. Unién de moléculas de DNA : DNA ligasa de T4, DNA ligasade E. cali. El problemadel bajo rendimiento



3.4. Madificacion covalente de DNAs invitro. Fosfatasa al calina. Polinucleotido quinasa

3.5. Disefioy utilizacion de conectores

3.6. Desoxinucleatidil transferasa terminal. Uso de colashomopoliméricas

3.7. DNA polimerasa: DNA polimerasa |, DNA polimerasalll, fragmento Klenow, polimerasa T7 y Taq polimerasa
3.8. RNA polimerasas SP6y T7

3.9. Reaccion en Cadena de la Polimerasa. Aplicaciones

3.10. Secuenciacién por €l método de Sanger. Variantes

3.11. Transcriptasainversa

3.12. Nucleasa S1

TEMA 4.- Descripcion y preparacion de vectorespara e clonado en E. coli
4.1. Vectores. Elementos estructurales de un vector. Tipos de vectores. Marcadores genéticos, sitios de clonado,
otros elementos
4.2. Los plasmidos como vectores de clonado
4.3. Propiedades Utiles de los pl asmidos como vehicul os de clonado
4.4, Construccion y caracterizacion del plasmido PBR322
4.5, Utilizacion del plasmido PBR322. Ejemplo en laexpresion de un gen artificial
4.6. Desarrollo de plasmidos derivados de PBR322
4.7.Vectores de origen viral
4.8. El fago lambda como vector de clonado. Modificaciones estructurales
4.9. Vectores de reemplazamiento frente a vectores de insercion
4.10. Vectores derivados del fagolamba: serie JEMBL
4.11. Empaguetamiento in vitro del DNA clonado en el fago lambda
4.12. Vectores cosmidos
4.13. Vectores fasmidos
4.14. Biologia de los colifagos filamentosos y su utilidad como vectores
4.15. M 13y sus aplicaciones

TEMA 5.- Expresion de genes clonados en E.coli
5.1. Vectores de expresion : caracteristicas, tiposy secuencias ((gtll, pUR)
5.2. Estabilidad de | os vectoresrecombinantes en la célula hospedadora
5.3. guste del marco de lectura
5.4. Modelos de expresion
a) Expresion directa
b) Proteinas de fusion
¢) Proteinas de secrecion
5.5. Estabilidad de las proteinas foraneas
5.6. Expresion invitro
5.7. Métodos de incrementar €l rendimiento de la expresién de genes clonados en E. coli
a) Construccion de promotores mas potentes
b) Optimizacién de la secuenciade unién al ribosoma
c) Optimizacion delaseparacion entre el promotor y €l gen clonado
d) Incrementar €l nlmero de copias del vector recombinante
€) Ajuste delaterminacion delatranscripcion
5.8. Purificacion de proteinas expresadas en E. coli
a) Técnicasdelisiscelular
b) Purificacién de proteinas insolubles
¢) Purificacion de proteinas solubles
d) Purificacion de proteinas de fusion
5.9. Secrecion de proteinas foraneas en E.coli
5.10. Sistemas de expresioninducibles
5.11. Control de la expresién de genesheterdlogos

TEMA 6.- Genotecas
6.1. Composiciény estabilidad de una genoteca
6.2. Genoteca gendmica: Definicidn
6.3. Fraccionamiento del DNA genémico
6.4. ;Qué tamario debe tener la genoteca gendmica ?
6.5. Genoteca de DNA complementario : Definicidn
6.6. Vectores para la construccién de una genoteca de cDNA



6.7. Sintesis de cDNA de cadenadoble

6.8. Clonado de cDNA por unioén de colashomopolimeras

6.9. Clonado de cDNA de longitud completa

6.10. Criterios que determinan la construccion de genotecasgendmicas o de cDNA

TEMA 7.- Busqueda, identificacion y seleccion de clonesrecombinantes en una genoteca
7.1 Definicion y tipos de sondas : DNA, RNA, sondas radiactivasy no radiactivas, sondas homologasy
degeneradas, |os anticuerpos como sondas
7.2 Métodos para el marcado de acidosnucleicos : Marcado directo, nick translation, primer extension, métodos
basados en la RNA polimerasa, marcado de los extremos
7.3 Criterios paralaeleccion delamarca
7.4 Desarrollo de anticuerpos policlonales y monoclonal es para deteccion de mol écul as especificas
7.5 métodos inmunogquimicos de deteccion
7.6 ELISA
7.7 Sondas no radiactivas de acidosnucleicos : biotiniladas, sulfonadas y digooxigeninadas
7.8 Aplicaciones generales de lassondas :
a) Deteccidn de secuencias especificas de &cidos nuclei cos en organismos, genes, etc.
b) Deteccion de cambios en secuencias especificas
¢) Lassondas como agentes terapéuticos
d) aplicacionesforenses
€) Paseo cromosémico
7.9. Técnicas de examen de genotecas
7.10. Seleccidn de transformantes mediante marcadores genéticos
7.11. Seleccion de transformantes portadores de inserto, mediante inactivacion de genes marcadores, por insercion
de fragmentos de DNA
7.12.Uso del genLacZ
7.13. ¢Qué informacién debemos conocer sobre nuestro gen y como debemos utilizarla para elegir lasonda ?
7.14. Seleccion de colonias por examen inmunoguimico
7.15. Seleccion de colonias por hibridacion con sondas de &cidos nucleicos
7.16. Técnicas de hibridacion en membranas
7.17. Substraccion de genotecas
7.18. utilizacion de vectores de seleccidn directa

TEMA 8. Mutagénesisdirigida
8.1 Mutagénesis dirigida por oligonucleotidos
8.2 Estrategia experimental con un cebador
8.3 Métodos de seleccion de mutantes
a) tionucleotidos
b) Duplex abiertos
c) Método Winter
8.4. Posibles mecanismos de lafijacién de lamutacion
85. Verificacion delamutacion
8.6. Aplicaciones dela mutagénesisdirigidaen lainvestigacion basicay en la biotecnologia

UNIDAD TEMATICA 3 : ESTUDIO DE SISTEMASDE CLONADO Y EXPRESION EN DIFERENTES ORGANISMOS
TEMA 9.- Clonado en Bacillus
9.1. Métodos de transformacién de bacilos y protopl astos
9.2. Vectores plasmidicos
a) Plasmidos de amplio rango de hospedador
b) Replicones hibridos E.coli-B.subtilis
¢) Vectores de seleccion directaparaB. subtilis
9.3. Estudio de laexpresion en B. subtilis
9.4. Problemas asociados con el clonado

TEMA 10.- Clonado en Streptomyces
10.1 Streptomycesy la posibilidad de la produccién de antibiéticos por clonado interespecifico de DNA
10.2 Estrategia de clonado en Streptomyces
10.3 Caracteristicas fenotipicas a considerar en el hospedador
a) Actividad restrictiva
b) Actividad DNAsa



¢) Actividad recombinante
10.4. Vectores : plasmidosy fagos
10.5. Transformacion de protoplastos y deteccion de transformantes

TEMA 11.- Clonado en levaduras
11.1. Importancia del ambiente eucariéticos en los estudios de clonado molecular de genes eucari6ticos
11.2. Sistemas de expresi6n basados en levaduras no convencional es
11.3. Procedimientos de transformacién en levaduras
11.4. Vectores
11.5. Cromosoma artificial delevadura(YAC)
11.6. Seleccion de clonesrecombinantes
11.7. Estabilidad de vectores de clonado
11.8. Expresion de genes eucari6ticos. V ectores, promotores y procesamiento
11.9. Factores que afectan ala expresion
11.10. Secrecion de proteinas
11.11. Expresion de genes procariotas

TEMA 12.- Clonado molecular en animales
12.1. Transferencia genética a células de animales
12.2. Vectores y marcadores genéticos
a) El elemento P de Drosophilla como vector
b) Obtencion y propiedades de los vectores derivados del virus SV40
¢) Virusdel papilomabovino
d) Retrovirus
€) Virusdelavacuna
f) Marcadores selectivos paralatransferencia de genes
12.3. Métodos de transformacion
a) Co-transformacion
b) Microinyeccidn de genes en células animales
12.4. Expresion de genes foraneos en células animales
12.5. Sistema de expresién con Baculovirus
12.6. aplicacion del clonado molecular en animales
a) Mejoradelas caracteristicas del ganado
b) Resistenciaaenfermedades
c) Terapiagénica: vectoresretrovirales

TEMA 13.- Transfor macion genética en plantas

13.1. Transferencia genética via hibridacion somética

13.2. Transferencia genéticadirecta. Integracion del DNA foraneo
a) Electroporacion de protoplastos
b) Bombardeo génico

13.3. Transferencia genética mediante vectores derivados de virus de plantas
a) Caulinovirusy su desarrollo como vector de plantas
b) Organizacion del genomade CaMV
¢) Estrategiareplicativade CaMV
d) Geminivirusy sus posibilidades como vector
€) Virusde enanismo del trigo
f) Vectoresbasados en virus RNA de plantas

14.4. Uso de | os elementos transponibles de Ingenieria Genética

14.5. Liposomas como transportadores de vectores

TEMA 15.- Sistema de transfor macion vegetal derivado de Agrobacterium
15.1. Induccién de tumores por Agrobacterium
15.2. Organizacién génicaen el plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens
15.3. Activacién delaregiénvir paralatransferenciadel T-DNA. Papel de las secuencias de los bordes
15.4. incorporacién del T-DNA en el DNA nuclear delas células de laplanta
15.5. Funciones codificadas por el T-Dna
15.6. Mecanismo molecular de expresion e induccion de tumores por €l T-DNA del plasmido Ti
15.7. Derivados del plasmido Ti como vectores de plantas
a) Vectores cointegrados



b) Vectoresbinarios
15.8. Insercion del DNA foréneo en el T-Dna
15.9. Marcadores de seleccion
15.10. Plasmidos extraidos de Agrobacterium rhizogenes, plasmido Ir

TEMA 16.- Expresion de genes clonadosy regener acion en plantas
16.1. Expresion de genes foraneos en células de plantas
16.2. Evaluacién de latransferencia genética. Genes marcadores de expresion
16.3. Control de laexpresion de los genes transferidos
a) Genesinducibles : luz y hormonas
b) Genes especificos detejido
¢) Interaccion con laexpresion de los genes homdlogos d la planta
16.4. regeneraci 6n de plantas transformadas

UNIDAD TEMATICA 4 : APLICACIONESDE LA INGENIERIA DE ACIDOSNUCLEICOS
TEMA 17.- Aplicaciones agricolasdel clonado molecular en plantas
17.1. Aislamiento de genes de plantas (transposones)
17.2. Clonado de proteinas relacionadas con la patogenicidad para su sobreexpresion
17.3. Ingenieria genética de laresistencia a enfermedades virales en platas
a) Expresién degenesviraes
b) Expresion de RNA vira antisentido
c) Expresion desatélitesvirales
d) Expresion de genesderesistenciade laplanta
17.4. Ribozimas como agentes terapéuticos antivirales
17.5. Expresi6n de genes de la proteinainsecticida de Bacillus thuringiensis
17.6. Induccion de tolerancia a herbicidas
17.7. Ingenieria de proteinas para modificar la actividad biol6gicade laRUBISCO
17.8. Induccion delatoleranciaal estrés hidrico
17.9. Modificacion de las caracteristicas nutritivas de | os productos agricolas. Produccion de péptidos, maduracién
17.10. Producci6n de farmacos por células de plantas
17.11. Incremento del rendimiento de lafijacion de N2 en la simbiosis Rhizobium-Leguminosa
17.12. Técnicas de diagnostico fitosanitario : Sondas especificas de &cidos nucleicos, PCR, ELISA

TEMA 18.- Aplicacionesindustrialesdela I ngenieria de Acidos Nucleicos
18.1. Produccién de proteinas de organismos unicelulares
a) Aumento de rendimiento en laasimilacién de carbono
b) Madificacién en lacomposicién de aminoacidos
18.2. Clonado de genes de proteinas de especial utilidad en microorganismos para su superproduccion.
a) Ejemplos: insuling, interferén, nuevas proteinas disefiadas especificamente
b) Mejoraen los procesos de recuperacion y purificacion de proteinas mediante la aplicacion dela
Biologia Molecular
¢) Problemética: formacion de agregados de células, eliminacion de laformilmetionina, contaminacion'y
acumulacion de inhibidores del crecimiento
18.3. Produccién de vacunas
a) Produccién de péptidos inmunogénicos
b) atenuacion de organismos (tosferina)
¢) Virusdelavacuna
d) Consideraciones atener en cuentaen el disefio de vacunas
18.4. Ingenieria de &cidos nucleicos aplicada ala produccion de metabolitos secundarios y productos finales
a) Estrategiaparael aislamiento delos genes de las enzimasimplicadas
b) Madificacién de rutas metabdlicas
c) Sistemas multienziméaticos obtenidos por fusion de genes
d) Produccién de antibiéticos : ya existentes o de nuevasintesis
€) Utilizacion industrial de Erwinia
18.5. Manipulacién genética de microorganismos paralarecuperacion de metales

TEMA 19.- Estabilidad del material genéticamente modificado en biorreactores
19.1. Modelos de la replicaci6n en plasmidos
19.2. Mecanismos de herencia de los plasmidos
19.3. Model o de cinética de pérdida de los plasmidos



19.4. Efecto de sobrecarga y plasmidos de alto nimero de copias
19.5. Factores que acel eran la pérdida de | os plasmidos
a) Variacion en el nimero de copias
b) Formacion de oligbmeros
c) Construcciones erréneasy sistemas asesinos de hospedadores
d) Interferenciaentrelatranscripcién del promotor fuertey lareplicacion del plasmido
19.6. Funciones de estabilidad codificadas por losplasmidos
19.7. Estrategias para construir vectores de clonado y expresion estables
19.8. Estrategias para aumentar |a estabilidad de losplasmidos
a) Meétodos selectivos
b) Métodos no-selectivos
19.9. Condiciones de cultivo que influyen en la estabilidad de |osrecombinantes. Bioquimica del hospedador

TEMA 20.- Aplicacion dela Ingenieria de Acidos Nucleicos a la descontaminacion medio ambiental y ala degradacion de
compuestos toxicosindustriales

20.1. Oxidacion de hidrocarburos por Pseudomonas oleovorans

20.2. El sistema alkano hidrolasa

20.3. Control genético del sistema de oxidacion de hidrocarburos por P. oleovorans

20.4. Oxidacion de compuestos aromaticos por Pseudomas sp.

20.5. Descripcion de rutas metabdlicas

20.6. Caracterizacion de los genes implicados

20.7. Modificacion y ensamblaje de rutas oxidativas por manipulacion de los genes implicados

20.8. Estabilidad y transferencia de genes manipulados en sistemas naturales

20.9. Degradaci6n bacteriana de herbicidas

UNIDAD TEMATICA 5 : APLICACION DE LA INGENIERIA DE ACIDOSNUCLEICOSA LA INVESTIGACION BASICA
TEMA 21.- Aplicaciones de | ngenier ia de Acidos Nucleicos como herramienta de la Biologia M olecular

21.1. Estudios del control de la expresion genética

21.2. Estudios de lafuncion biol 6gica de secuencias génicas especificas

21.3. Estudio de lamaduracion y procesamiento de proteinas

21.4. Estudio de los mecanismaos de actividad bioldgica de proteinas

215. Estudio de la catdlisis enzimética

21.6. Estudios de la especificidad de tejido de la expresion genética

21.7. Estudios de diferenciacion y desarrollo celular

21.8. Estudio del mecanismo de produccion de anticuerpos

21.9. Demostracion de las mutaciones somaéticas en la produccion de anti cuerpos

21.10. Estudio del mecanismo de ensamblgje de las subunidades de la RUBISCO

21.11. Estudio de caracteristicas codificadas por multiples genes

TEMA 23.- Implicaciones socialesy ecoldgicas dela Ingenieria de Acidos Nucleicos
32.1. Interaccion de los genes transformantes con |os genes homdlogos
32.2. utilidad real de los genes utilizados para transformar
32.3. Nuevos organismos y la propiedad intel ectual
32.4. Posibilidades de la Ingenieria Genéticaen la agricultura
32.5. Control delos organismos transformantes en el medio ambiente
32.6. Consumo humano de productos transgénicos

TEMARIO DE PRACTICAS.

- Disefio de oligonucledtidos parala amplificacién de |a enzima Glutation S-transferasa con unos conectores especificos
parasu insercion en el plasmido pT-77

- Amplificacién del gen por PCR y purificacion del fragmento desde geles de agarosa

- Ligado del inserto en €l plasmido pT77 y transformacion de células competentes
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La nota final vendra determinada en un 5% por €l desarrollo del guién de préacticas y el 95% restante por la nota

obtenida en un examen Unico que se realizara al finalizar €l temario. Este examen constara de preguntas referentes tanto ala
parte tedrica como alapracticade laasignatura.



