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| ANTECEDENTES

La solicitud y desarrollo de este proyecto de innovacién docente se realizé con el fin de
perfeccionar la docencia practica de la asignatura “Técnicas Moleculares Generales”
del Master en “Biologia Funcional de Microorganismos Eucariotas” y, por tanto, se basa
en la experiencia previa adquirida por los profesores implicados en esta materia durante el
curso 2011-12. Ademds, a este propdsito nos animo el hecho de que esta materia fue una
de las mejores valoradas del mdster por los estudiantes.

OBJETIVO

El objetivo global de este proyecto fue determinar la viabilidad del desarrollo de una
sucesion de practicas concatenadas e integradas para la docencia practica de la
materia “Técnicas Moleculares Generales” del Master en “Biologia Funcional de
Microorganismos Eucariotas” o de una materia con el mismo objetivo y de la misma
naturaleza de otra titulacion. Los créditos asignados a la asignatura y su grado de
presencialidad a efectos de determinar las semanas necesarias para impartir la materia y la
carga lectiva de cada profesor ha sido de 15 ECTS y un 50% de presencialidad
(equivalentes a 187,5 horas presenciales distribuidas en 15 semanas).

El requisito para la consecucion del objetivo global planteado es que la materia en la
que se implementen los resultados derivados de este proyecto deberd estar orientada a la
enseflanza del desarrollo experimental de una investigacion lo mds completa posible,
teniendo en cuenta que se trata de una asignatura de un plan de estudios y que como tal
estd sujeta a limitaciones temporales.

DESARROLLO DEL PROYECTO

Para realizar la investigacion propuesta se utilizé la levadura del pan Saccharomyces
cerevisiae. Se utilizé este microorganismo eucariota porque tiene varias particularidades
que le hacen ser uno de los mejores candidatos para experimentacién y, en particular,
cuando la experimentacion se hace con fines docentes: (i) es un microorganismo “décil”
que crece muy bien y rdpido en medios de laboratorio, (ii) existen una gran cantidad de
cepas, procedimientos y herramientas moleculares que funcionan muy bien en este
microorganismo lo que permite realizar una gran diversidad de manipulaciones genéticas
y, (iii) tiene un ciclo sexual que se puede explotar con fines experimentales.



Para el desarrollo de la materia se disefi0 una secuencia experimental predeterminada
diseiada para aprender a desarrollar los protocolos mas importantes en biologia
molecular de una manera perfectamente integrada, teniendo en cuenta tanto las
necesidades impuestas por la propia investigacion como la légica docente.

1. Definicion de la estrategia general de trabajo

El disefio del desarrollo estratégico de esta prictica se ha basado en: (i) la experiencia
investigadora del profesor coordinador sobre el tema seleccionado vy, (ii) en la experiencia
adquirida durante el curso 2011-12 por todos los profesores implicados en el desarrollo de
la misma en una situacién real con alumnos.

La secuencia experimental predeterminada desarrollada podria ser la respuesta a dos

planteamientos completamente diferentes de una investigacion sobre cualquier aspecto de

la fisiologia de S. cerevisiae (en este caso concreto sobre la regulacion de la homeostasis
del zinc en este microorganismo):

* Planteamiento #1: ;cudl es el factor regulador de la homeostasis del zinc y su
mecanismo de accién en S. cerevisiae?

* Planteamiento #2: podemos fijar nuestra atencion directamente en un determinado gen
de S. cerevisiae de funcién desconocida e intentar descifrar la funcion de producto
codificado por dicho gen. Por ejemplo, estudiar la funcién de la proteina codificada por
la fase de lectura abierta YJLO56C (ZAPI) de S. cerevisiae.

En el primer caso, seria preciso partir de una coleccién de mutantes que tiene afectada la
homeostasis del zinc en cualquiera de sus facetas. A continuacion se seleccionarian los
mutantes que especificamente tengan alterado el control de la homeostasis del zinc. Una
vez seleccionados los mutantes de interés, se procederia a identificar el gen que se
encuentra alterado, se confirmaria la funcion del gen por mutagénesis dirigida y se
realizarian otros estudios complementarios orientados a determinar el mecanismo de
accion, para lo que es conveniente realizar previamente un andlisis bioinformdtico del
producto del gen identificado que nos ayude a perfilar y definir los estudios
complementarios que son necesarios realizar para descifrar la actividad y mecanismo de
accion de la proteina en cuestion.

En el segundo caso, simplemente se seleccionaria la ORF de un gen que nos interesase por
alguna razén (ej. para confirmar una prediccidn realizada por técnicas bioinformadticas), se
investigaria su funcién por mutagénesis dirigida y, como en el caso anterior, tras un
andlisis bioinformdtico se procederia a realizar los estudios complementarios que se
considerasen adecuados para determinar la actividad y mecanismo de accién de la proteina.

En nuestro caso, teniendo en cuenta que se pretende que los alumnos aprendan diversas
técnicas de biologia molecular en un periodo muy limitado en el tiempo, planteamos la
investigacion en el plano tedrico de acuerdo a la primera aproximacioén para proceder



después a abordar experimentalmente la demostracion de la funcién del gen identificado
(ZAPI) y el mecanismo de accion de la proteina que codifica (Zapl), todo ello con el fin de
justificar la 1égica de la investigacion propuesta.

2. Puesta a punto de la organizacion, distribucion de las tareas y metodologia docente.

Partimos de que acabamos de identificar el gen (ZAPI) aparentemente responsable de la
regulacion de la expresion génica por zinc en la levadura S. cerevisiae. El siguiente paso
fue confirmar su funcién por mutagénesis dirigida y, tras realizar un andlisis
bioinformadtico de la proteina Zapl, se demostro la actividad y mecanismo de accién de la
proteina codificada por ZAPI.

Para ello, el desarrollo de la materia se dividié en tres secciones o partes que se

desarrollaron sucesivamente por los profesores incluidos en este proyecto:

* Parte L. Herramientas para el disefio y construccion de plasmidos.

* Parte II. Construccién de cepas modificadas por mutagénesis dirigida y andlisis de la
expresion génica.

* Parte III Estudio de la actividad y/o mecanismo de accién de la proteina de interés.

La division de la materia en partes se hizo por razones logisticas y de organizacion con el
fin de explotar al maximo el tiempo sobre el que se ha realizado nuestras estimaciones
(187,5 horas presenciales en laboratorio). Esto no quiere decir que el desarrollo de una
parte haya sido independiente de cualquier otra sino todo lo contrario: el desarrollo en
orden cronoldgico de las distintas obedece a una secuencia experimental integrada de
manera que no se podria continuar el desarrollo experimental preprogramado si cualquiera
de las partes no se desarrollase correctamente en el momento y orden determinado.

De la experiencia previa adquirida con alumnos, se constaté que para un aprovechamiento
optimo seria preciso que los estudiantes se impliquen a fondo (lo que facilitaria la
evaluacion continua) y que en ninglin momento perdiesen el hilo conductor de la materia.
De la misma manera, se concluyé que el desarrollo experimental pre-programado de los
contenidos de este proyecto solo seria viable con un nimero ideal de entre 4 y 6 parejas de
alumnos. Un ndimero inferior a 4 parejas justificaria que cada alumno realizase las
préicticas individualmente. Sin embargo, aunque en teoria esto seria lo ideal, en la prdctica
esta situacion comprometeria la continuidad de la experimentacién pre-programada de
aquellos alumnos que no pudiesen asistir por razones justificadas, una circunstancia que se
paliaria mediante el trabajo en parejas. Por el contrario, un nimero mayor de parejas de
alumnos mermaria la capacidad del profesorado para atender a todas las parejas de
alumnos adecuadamente e incrementaria los costes de material fungible.



3. Reparto de tareas, calendario previsto y sistema de evaluaciéon

El reparto de tareas se realizé de acuerdo a lo descrito en la siguiente tabla:

Semanas
Parte Profesor Tareas (horas
presenciales)
I. José Antonio | 1.Herramientas en biologfa molecular (pldsmidos | Semanas 1-4
Herramientas | Calera Abad utilizados en investigacion, cepas de Escherichia | (45,5 horas)
para el disefio coli, enzimas de restriccidn, enzimas para modificar,
sintetizar o degradar 4cidos nucleicos.
v 2 4 2.Procedimientos bdsicos en biologfa molecular
construccion . . . Y DR
et (digestiones con enzimas de restriccion, purificacién
de plasmidos y precipitacién de dcidos nucleicos y manipulacion
de oligonucledtidos).
3.Disefio y construccion de pldsmidos para:
v' Delecién de un gen de interés por mutagénesis
dirigida.
v’ Etiquetado molecular de la protefna codificada
por el gen de interés.
v' Expresion de la proteina de interés como
proteina recombinante en Escherichia coli.
II. M? Henar 4. Construccion y andlisis genotipico y fenotipico de | Semanas 5-8
Construccion Valdivieso mutantes. (45,5 horas)
de cepas Montero v" Construccién y andlisis de mutantes nulos por
modificadas delecién completa del gen de interés (obtencién
por de ADNg y andlisis por PCR y Southern blot).
Byt v" Construccién de cepas que expresan la proteina
mutagenesis . . . .
. de interés debidamente etiquetada con GFP y/o
d}r.lg.lda y MY C3x para estudios in vivo.
andlisis de la v' Andlisis fenotipico y localizacién subcelular
eéxpresion mediante microscopia de fluorescencia.
génica Nieves 5.Andlisis de la expresion génica a nivel Semana 9
Rodriguez transcripcional. (18,5 horas)
Cousifio v’ Purificacién de ARN.
v Andlisis por RT-PCR.y northern blot.
Pedro 6.Estudio de la expresion a nivel traduccional. Semanas 10-
Miguel Coll v" Obtencidn de extractos de proteinas. 11
Fresno v" Andlisis de proteinas mediante electroforesis en (32,5 horas)
condiciones desnaturalizantes.
v’ Deteccidn de proteinas mediante western-blot.
III. Ramon 7.Expresion y purificacién de proteinas | Semanas 12-
Estudio de la Ignacio recombinantes. 15
actividad y/o Santamaria v Produccién y determinacion de la solubilidad de (45,5 horas)

mecanismo de
accion de la
proteina de

proteinas recombinantes.
v’ Purificacién de protefnas por cromatografia de
afinidad.
8.Estudios in vitro de la interaccion ADN-proteina.

Interes 9. Andlisis de complejos proteina: ADN por EMSA.
TOTAL semanas 15
TOTAL horas 187,5

Cada parte estd precedida por la explicacién de conocimientos tedricos basicos sobre cada

uno de los métodos antes de ponerlos en practica, comenzando por los mds sencillos y/o
bdsicos hasta llegar a los mds elaborados y complejos. Las explicaciones prdcticas se

complementan con problemas tedricos que ayuden a comprender el fundamentos de las

técnicas.




A modo de ejemplos, se muestran algunas imdgenes que ilustran el trabajo realizado.

Ejemplo de plasmido construido
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1. pZAP1-KO (TRP) digerido con EcoRI (1 ul de 50 ul)

2. pYI-GFP-ZAP1 (TRP) digerido con Nhel (1 ul de 50 ul)
3. pYI-MYC3x-ZAP1 (URA) digerido con Nhel (1 ul de 50 ul

Ejemplo de cepas mutantes construidas

GFP-Zapl DAPI Superposicion

Cepa de S. cerevisiae transformada
con pYE-GFP-ZAP1 (expresa la
proteina ZAP1 fluorescente)




Ejemplo de analisis de produccién de proteina recombinante mediante
SDS-PAGE
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1. Proteinas de cultivo de E. coli no inducido

2. Proteinas de cultivo de E. coli inducido

3. Extracto de proteinas de un lisado de cultivo inducido
4. Fraccion de proteinas insolubles

5. Fraccién de proteinas solubles.




JUSTIFICACION ECONOMICA DEL PROYECTO \

Resulta dificil saber con exactitud el coste econémico del trabajo realizado pero, tras
realizar un cdlculo aproximado, se estima que el coste de las mismas ha sido
aproximadamente de 1300 euros. La mayoria de estos gastos (aproximadamente 1100
euros) han sido asumidos por los profesores participantes con proyectos de investigacion
vigentes que han destinado recursos de los mismos a este fin, mientras que la subvencién
asignada (200 euros) fue empleada para satisfacer el coste de materiales exclusivos para
este proyecto.

CONCLUSION |

La préctica disefiada ilustra el desarrollo experimental de la investigacién de un proceso
bioldgico en laboratorio de acuerdo a una secuencia légica. Esto es un gran ventaja
respecto a las pricticas tradicionales de laboratorio que suelen estar disefiadas como
paquetes cerrados y, en mucho casos, fuera del contexto normal en el que se desarrollan.
Por tanto, esperamos que estas practicas incrementen el interés de los alumnos por la
materia y contribuyan a despertar en ellos el interés y la pasion por la investigacion
cientifica.



