Genética e Ingenieria del DNA (GID)

Breve descripcion de la asignatura
El curso contempla dos objetivos fundamentales:

a) que los estudiantes conozcan con detalle los procesos moleculares de expresion génica,
desde el DNA hasta la sintesis del polipéptido codificado por el gen correspondiente, y como
estos procesos pueden regularse en respuesta a sefales, por la accién de proteinas o de
pequeias moléculas de RNA. En el curso se repasan todos los niveles de regulacion
haciéndose énfasis en aquellos mecanismos en los que los estudiantes tienen una menor
formacion: la regulacion por pequefios RNAs y la regulacion epigenética.

b) que los estudiantes conozcan las bases moleculares de la tecnologia del DNA
recombinante, asi como las técnicas y herramientas utilizadas en dichos procesos.

Los contenidos se trabajaran mediante los siguientes métodos de aprendizaje:

- clases tedricas

- clases practicas (Clonacién mediante recombinacion en E. coli) clases de discusion

- clases de problemas

- talleres practicos (disefio de clonaciones o de oligos para su uso en PCR o RT-gPCR
(aula de informatica), busqueda y caracterizacion de pequefios RNAs (aula de
informatica), etc.)

- contenidos virtuales

- actividades a realizar por los estudiantes cuya evaluacion contribuira a la evaluacion
final del curso.

La practica de laboratorio “Clonacién mediante recombinacion en E. coli”. La co-
transformacion de una estirpe de E. coli con un plasmido linearizado y un fragmento linear
de DNA con extremos homélogos a los extremos del plasmido puede dar lugar a la
clonacién de dicho fragmento en el plasmido mediante recombinacion homologa. El
protocolo presentado aqui fue desarrollado en el laboratorio del Dr. Finey en la Wayne
State University por Jodi Parrish y Tom Limjindaporn. Este método ha sido utilizado para
subclonar ORF vy otro tipo de fragmentos en vectores plasmidicos de levadura y E. coli.
Productos de PCR con una homologia con cada extremo del vector de 21 pb proporcionan
suficiente homologia para ser subclonados por recombinacion con buena eficiencia y
fidelidad. El protocolo puede ser asimismo utilizado como método de clonacién masiva
(high throughput) con eficiencias que oscilan entre el 75-93%. En esta practica vamos a
utilizar una versioén de este protocolo para la clonacioén individual de fragmentos de PCR.

Con estos contenidos se quiere completar y actualizar el conocimiento sobre regulaciéon
génica y modificacion de DNA de los estudiantes, de forma que reciban una base de
conocimiento esencial para cursar otras asignaturas del Master como “Biotecnologia
Ambiental”, “Produccion de proteinas recombinantes”, Cultivo in vitro y transformacién de
plantas”, “Gendémica, Protedmica y Metaboldmica”, o “Cultivo y manipulacién de células

animales. Terapia génica”.



Conocimiento previo necesario

Esta asignatura es obligatoria para todos los estudiantes del Master con el fin de
homogeneizar los conocimientos basicos en Genética que seran necesarios para cursar
con éxito numerosas asignaturas del Master. Los alumnos de Grados de Ciencias con
una menor formacion en Genética General e Ingenieria Genética como el grado de
Quimica, Ingenieria Quimica, Farmacia o Ciencias Medio Ambientales, podran necesitar
de lecturas previas de la asignatura que seran orientadas por los profesores de la misma.

Programa detallado de la asignatura

Tema 1. Genes regulables. Niveles de regulacion génica: regulacion transcripcional, post-
transcripcional, traduccional y post-traduccional. Las moléculas reguladoras: proteinas y
RNA. Regulacion transcripcional. Estructura y funcion de los promotores: secuencias
reguladoras y sus caracteristicas. Factores de transcripcion. Estructura, propiedades y
tipos de factores de transcripcion en virus y procariotas: ejemplos. Estructura,
propiedades y tipos de factores de transcripcion en virus y eucariotas: ejemplos.
Regulacién post-transcripcional Procesamiento del RNAhn: splicing, estabilidad del
RNAm. Ejemplos. Regulacién traduccional. Regulacion de la lectura de los RNA. RNA
policistrénicos. Fases de lectura solapadas. Cambios de fase. Estructura del complejo de
traduccién. Regulacion postraduccional. Modificaciones post-traduccionales y sus
implicaciones en la regulacion de la expresion de los genes. Procesamiento de proteinas.
Fosoforilacion, acetilacion, glicosilacion, sumoilacion, nedilacion.

Tema 2. Regulacion mediada por pequefios RNA. Descubrimiento de los pequefios
RNAs. Tipos de pequefios RNAs. Los miRNA. Mecanismos de regulacién mediada por
pequenos RNA: silenciamiento génico postranscripcional.

Tema 3. DNA, cromatina y cromosomas. Eucromatina y heterocromatina. Regulacion a
nivel transcripcional. Marcas epigenéticas y epigenoma. Pequefios RNAs y cromatina.
Epigenoma y ambiente. Herencia epigenética transgeneracional.

Tema 4. Clonacion de DNA y vectores. Clonacion clasica. Clonacion por PCR. Clonacion
por topoisomerasas. Clonacién Gateway. Clonacion Goldenbraid. Vectores plasmidicos
de bacterias y levaduras. Vectores virales. Cromosomas artificiales. Vectores lanzadera.
Vectores de expresion en bacterias, levaduras, plantas y mamiferos. Sistemas de
entrega. Aislamiento e identificacién de genes. Identificacion de clones por métodos
geneticos: seleccidn, contraseleccion, complementacion.

Tema 5. Técnicas avanzadas de modificacion del genoma en bacterias. Herramientas
basadas en transposicion: estrategias y aplicaciones. Herramientas basadas en
recombinacion: intercambio alélico clasico y recombineering. Herramientas para la edicién
precisa de genomas bacterianos. Bases moleculares y aplicaciones del sistema
CRISPR/Cas en bacterias.

Practica de Laboratorio: Clonacion mediante recombinacion en E. coli. Profesorado



Profesores de la asignatura

Dra. Beuzén Lépez, Carmen (Area de Genética, Facultad de Ciencias, Universidad
Malaga).

Es licenciada y doctora (1996) en Ciencias Bioldgicas por la Universidad de Sevilla. Ha
sido becaria EMBO en Imperial College London (1998-1999) y Contratada MRC en
Imperial College London (2000-2002). Posteriormente incorporada a la Universidad de
Malaga como Profesor Asociado (2002-2003), continuo como Contratada Ramon y Cajal
(2003-2007), Profesor Contratado Doctor (2007-2010), Profesor Titular de Genética
(2010-2017), y Catedratica de Genética desde octubre de 2017. Su investigacion actual
se centra en el andlisis de la interaccion planta-patégeno (http://www.ihsm.uma-
csic.es/investigadores/16).

Dra. Castillo Garriga, Araceli (Area de Genética, Facultad de Ciencias, Universidad
Malaga)

Estudié Ciencias Biologicas en la Universidad de Malaga y se doctord por la misma
Universidad en 2002. Durante los afios 2004-2008, completd su formacion postdoctoral
en dos excelentes centros de investigacion del Reino Unido, en Clare Hall Laboratories
(Cancer Resarch UK, CRUK, Londres, Reino Unido) y en el Wellcome Trust Centrer for
Cell Biology-University of Edinburgh (Edimburgo, Reino Unido), donde se especializé en
el estudio de los fendmenos epigenéticos que controlan la formacién de los centromeros
en levaduras. A finales de 2008 se incorpord al Area de Genética de la Universidad de
Malaga donde es Profesor Titular y forma parte del Instituto de Hortofruticultura
Subtropical y Mediterranea (IHSM), centro mixto entre el Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC) y la Universidad de Malaga. En la actualidad, lidera un
grupo que estudia la importancia de las modificaciones epigenéticas en respuesta a
estreses  bidticos como la infeccion por  virus  (http://www.ihsm.uma-
csic.es/investigadores/18).

Dra. Gonzalez Doblas, Veréonica (Area de Genética, Facultad de Ciencias,
Universidad Malaga)

Es licenciada y doctora (2012) en Biologia por la Universidad de Malaga. Durante los afios
2013-2017, realizé su primera formacién postdoctoral en la Universidad de Lausana
(Suiza) becada por la Fundacion Alfonso Martin Escudero, y durante 2018-2020 realizé
su segunda etapa postdoctoral en el Instituto Jean-Pierre Bourgin, INRA-Versalles
(Francia) becada por la Fundacion Nacional de Ciencia Suiza. Recientemente (Sept 2020)
se ha incorporado a la Universidad de Malaga donde compagina tareas de docencia e
investigacion como Contratada Ramén y Cajal. Su investigacion se desarrolla en el
Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Meditarranea (IHSM-UMA-CSIC), y se centra
en el estudio de pequefios péptidos y sus receptores implicados en el desarrollo de las
plantas (https://www.ihsm.uma-csic.es/investigadores/396).




Dr. Govantes Romero, Fernando (Area de Microbiologia, Facultad de Ciencias
Experimentales. Universidad Pablo de Olavide, Sevilla)

Estudié Biologia en la Universidad de Sevilla y se doctor6 por la misma Universidad en
1996. Durante los afios 1996 a 2000 completd su formacion postdoctoral en la Universidad
de California, Santa Barbara y la Universidad de California, Los Angeles, donde se
especializ6 en el estudio de los mecanismos moleculares de la regulacion de la expresion
génica en bacterias. En 2000 se incorporé al Area de Microbiologia de la Universidad
Pablo de Olavide de Sevilla, donde es actualmente Profesor Titular y es Investigador
Principal del Centro Andaluz de Biologia del Desarrollo (CABD), centro mixto del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), la Universidad Pablo de Olavide y la Junta
de Andalucia. En la actualidad, lidera un grupo de investigacion en este centro dedicado
a la regulacion genética y fisiologica del desarrollo de biofilms bacterianos
(http://www.cabd.es/es-research _groups-68-174-mecanismos-de-regulacion-genica- _ y-
desarrollo-de-biofilms-bacterianos-resumen.html)

Dr. Llave Correas, César (Centro de Investigaciones Biologicas, CIB-CSIC)

Estudio Ciencias Bioldgicas en la Universidad Complutense de Madrid y se doctoré por la
misma Universidad en 1999. Durante los afios 2000-2002 trabajé como investigador
postdoctoral en el Center for Biological Chemistry (Washington Sate University, Pullman,
WA\) Yy el Center for Gene Research and Biotechnology (Corvallis, OR) en Estados Unidos,
donde estudio las bases moleculares del mecanismo de silenciamiento génico en plantas.
En 2003 se reincorpord al Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB) del CSIC como
investigador Ramon y Cajal obteniendo la plaza de Cientifico Titular del CSIC en 2004.
En la actualidad es Investigador Cientifico en el CIB donde dirige el laboratorio de
Expresion génica y estrés. Su grupo estudia los procesos metabdlicos y reguladores que
subyacen a las infecciones por virus en plantas.
(http://www.cib.csic.es/es/grupo.php?idgrupo=35)

Dr. Rodriguez Bejarano, Eduardo (Area de Genética, Facultad de Ciencias,
Universidad de Malaga)

Es licenciado (1982) en Ciencias Bioldgicas por la Universidad de Cérdoba y doctor en
Biologia (1988) por la Universidad de Sevilla. Es catedratico de Genética en la
Universidad de Malaga, Director del area de Genética, Secretario del Departamento de
Biologia Celular, Genética y Fisiologia y Vicedirector del Instituto de Hortofruticultura
Subtropical y Mediterranea” La Mayora” (IHSM). Es editor adjunto de Journal of Plant
Pathology y Journal of General Virology. Ha sido miembro de la comision de agricultura
de la Agencia Nacional de Evaluacién y Prospectiva (ANEP) y profesor en la Universidad
de Sevilla. Su carrera cientifica que se inicié en la Universidad de Sevilla, se completow
como investigador postdoctoral (EMBO y NATO) en el Biotechnology Department del
Imperial College del Londres y en estancias posteriores como profesor visitante en el
Micobiology Unit de la Universidad de Cambridge, en el Department of Science del
University College de Londres y en el Institute of Molecular Plant Sciences de la
Universidad de Edimburgo. Su investigacion actual, que lleva a cabo como miembro de
la linea Interaccion planta- patégeno, perteneciente al Instituto de Hortofruticultura



Subtropical y Mediterranea “La Mayora” — Universidad de Malaga (IHSM-UMA-CSIC), se
centra en el estudio de las interacciones entre virus-plantas y sus insectos transmisores,
utilizando como modelo virus de DNA transmitidos por la mosca blanca Bemisia tabaco
(http://www.ihsm.uma-csic.es/investigadores/27)

Dr. Ruiz Albert, Javier (Area de Genética, Facultad de Ciencias, Universidad Malaga)

Licenciado en Ciencias Bioldgicas por la Universidad de Sevilla (US), se doctor6 en el
Departamento de Genética de la Facultad de Biologia (US) por su trabajo sobre genes
implicados en la biosintesis de beta-caroteno en hongos filamentosos, con proyeccion a
la produccion biotecnologica de esta previtamina. Durante cuatro afos (1999-2003)
trabaj6 en Londres como investigador postdoctoral en el Centre for Molecular
Microbiology and Infection (CMMI) del Imperial College London, analizando los
mecanismos moleculares de infeccion de bacterias patdgenas de animales como
Salmonella, Streptococcus y Staphylococcus. En el 2004 se incorpord al Area de Genética
de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Malaga (UMA), donde compagina tareas
de docencia e investigacion como Profesor Titular de Universidad. Su investigacion se
desarrolla en el Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea (IHSM-UMA-
CSIC) en torno a dos lineas basadas en el analisis en la planta de procesos de interés
basico y agrondmico, y los mecanismos moleculares de infeccion de virus y bacterias
fitopatdgenas: (1) Interaccion con la planta de la bacteria fitopatdgena Pseudomonas
syringae, en torno a proteinas efectoras secretadas mediante T3SS al interior de la célula
vegetal, asi como las respuestas de la planta frente a dichos efectores, (2) Interferencia
de los geminivirus con el sistema de sumoilacion de la planta y su relevancia en el proceso
de infeccion y multiplicacioén viral (http://www.ihsm.uma-csic.es/investigadores/28).




