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Información general de la asignatura

Denominación TÉCNICAS DE LABORATORIO DE BIOTECNOLOGÍA DE PLANTAS

Código 101629

Semestre de
impartición

2o Q(SEMESTRE) EVALUACIÓN CONTINUADA

Carácter Grado/Máster Curso Carácter Modalidad

Grado en Biotecnología 4 OPTATIVA Presencial

Número de créditos de
la asignatura (ECTS)

6

Tipo de actividad,
créditos y grupos

Tipo de
actividad

PRALAB TEORIA

Número de
créditos

5 1

Número de
grupos

2 1

Coordinación BASSIÉ , LUDOVIC

Departamento/s PRODUCCION VEGETAL Y CIENCIA FORESTAL

Información importante
sobre tratamiento de
datos

Consulte este enlace para obtener más información.

Distribución de créditos En caso de confinamiento en el contexto del COVID19, las sesiones teóricas se
harán online y las prácticas en el laboratorio se volverán a planificar.
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Profesor/a (es/as)
Dirección electrónica\nprofesor/a
(es/as)

Créditos
impartidos
por el
profesorado

Horario de tutoría/lugar

BASSIÉ , LUDOVIC ludovic.bassie@udl.cat 11

Información complementaria de la asignatura

La asignatura de Técnicas de laboratorio de biotecnología de plantas (TLBP) es una asignatura optativa que se
imparte durante el primer cuatrimestre del cuarto curso del Grado de Biotecnología. La carga docente de la
asignatura es de 6 créditos que se distribuyen entre clases teóricas y prácticas con 1 y 5 créditos
respectivamente. La asignatura se estructura en 6 sesiones teóricas de 50 minutos, 2 sesiones dedicadas a la
preparación del mini proyecto (4 horas) y 50 horas para la realización de un set de prácticas de laboratorio.

La asignatura TLBP es complementaria de la asignatura de BVEG. Las herramientas que se utilizan en
biotecnología vegetal y los diferentes sistemas de transformación incluyendo los métodos de integración de un
transgén fueron ya explicados en la asignatura de BVEG.

 

Para empezar se verá la metodología más optimizada por el proceso de clonación de genes y en las etapas de
sub-clonage. Estas técnicas pertenecen a la primera gran fase en la creación de un organismo vegetal ingeniado
genéticamente.

El segundo grupo de técnicas se dedica a los métodos de análisis de la expresión de un transgén, procedimiento
fundamental post transformación para comprobar si el gen introducido en el genoma de la planta huésped es
activo.

 

Recomendación: haber superado la asignatura Biotecnología Vegetal-101621

Objetivos académicos de la asignatura

Objetivos de conocimiento:

El estudiante que supere la asignatura debe:

- tener conocimientos de nociones elementales en el funcionamiento básico de un laboratorio de biotecnología

- tener conocimientos complementarios en ingeniera genética y adaptados al sistema vegetal

- tener conocimientos avanzados en técnicas de análisis de la expresión génica

 

Objetivos de capacidad:

El estudiante que supere la asignatura debe ser capaz:

- saber organizarse en la planificación de la metodología aplicada

- utilizar técnicas eficientes y fiables para el análisis de la expresión génica

- integrarse de manera bastante autónomo a un equipo de investigación
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Competencias

- Conocer bien el propósito y las posibilidades de las técnicas básicas en ingeniería genética y molecular.

-Comprender 'reviews' y artículos de investigación en el campo de la biotecnología vegetal o de otros campos
relacionados.

-Utilizar de manera eficiente diversas fuentes de información.

-Integrar activamente en un grupo de investigación.

-Proporcionar planteamientos para la propuesta de un proyecto de investigación en el ámbito de la biotecnología
vegetal.

Contenidos fundamentales de la asignatura

Las clases de teórica se basan sobre el aspecto práctico y estratégico para dar al usuario la posibilidad de
evolucionar rápidamente en el aprendizaje de las técnicas aplicadas y proveerle consejos y explicaciones de
procedimiento claros para que pueda aplicar estas metodologías de manera eficiente.

El programa se estructura en 3 partes. En la primera parte, el capítulo-I trata de las 'nociones elementales' que se
deben aplicar y seguir en el laboratorio. El tema se aborda de manera recordatorio, pero con insistencia sobre los
puntos esenciales y delicados. A continuación, en el capítulo-II, explica las estrategias involucradas en las
diferentes etapas para aislar genes tanto de origen vegetal como bacterial. Se ven las estratagemas y las astucias
de procedimiento que se pueden utilizar para iniciar un experimento de clonación de gen y proseguir eficazmente
con éxito. En la tercera parte y ultima se trata de los métodos de análisis para comprobar la expresión de los
genes en el nivel transcripcionale y translacional. Aunque son metodologías clásicas, se utilizan de manera
sistemática y están consideradas proveer resultados muy fiables. Son técnicas que se aplicarán para confirmar
resultados obtenidos después una aproximación transcriptómica y proteómica.

 

Capítulo I. Nociones elementales

Tema 1. Generalidades

Principales medidas de seguridad en el laboratorio: productos químicos, luz ultravioleta, mantenimiento general del
laboratorio, comentarios importantes de seguridad, respuestas de emergencia. Preparación y propiedad de los
tampones y de las soluciones madre los / las más utilizados / as. Esterilización por filtración y por autoclave.
Mantenimiento del informe de laboratorio. La importancia de seguir un protocolo.

Tema 2. Uso del equipamiento básico

Uso de equipos: comentarios generales-Micro pipetas- pH metre- Procedimientos operativo de autoclave.
Preparación de medio para el cultivo bacteriano E. coli. Trabajo en condiciones estériles. Trabajar con E. coli:
cultivos a pequeña escala / almacenamiento permanente.

Capítulo II. Clonación mediante PCR y sub-clonación

Tema 3. Clonación de genes

-Elige del tipo de ácido nucleico para la amplificación: cDNA o ADN genómico.

-Diseño de 'primers' específicos de la secuencia diana mediante las informaciones de las bases de datos.

- Reacción de la síntesis de cDNA.

- Reacción de la amplificación de la secuencia de interés vía PCR.

- Separación, aislamiento y métodos de purificación del producto de PCR.
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- Reacción de ligación en un vector de clonación con el uso del sistema de TA-cloning: pGEM-like.

- Preparación de las células bacterianas competentes de alta competencia segundo el método de Hanahan.

- Transformación de las células bacterianas competentes con los productos de ligación. Cultivo en medio de
selección.

- Métodos de ‘screening’ de los clones bacterianos positivos.

- Aislamiento del plásmido recombinante.

- Análisis de la secuencia de interés mediante el método estándar de secuenciación (Sanger).

Tema 4. Sub-clonación molecular

- Elección del vector de expresión (con el promotor adecuado).

- Elección de las enzimas de restricciones compatibles para la inserción de la secuencia codificante del gen
(insert) en el vector.

-Aislamiento de los fragmentos de interés digeridos (si es necesario): separación por electroforesis y purificación
por columna.

- Reacción de ‘ligation’ entre el inserto y el vector.

- Ventajas del sistema de clonación Anza.

- Metodología clásica de transformación / purificación del plásmido.

 

Capítulo III. Métodos de análisis de la expresión de un (trans)gen

Tema 5. Análisis histoquímica

GUS staining assay: visualización de la expresión del gen marcador codificante para la β-glucuronidase en tejidos
no diferenciados y diferenciados.

Tema 6. RNA blot analysis

- Recordatorio de las condiciones de trabajo con ARN

- Métodos de aislamiento del ARN total: Trizol-like, silica-membrane based kits; LiCl precipitation.

- Comprobación de la integridad del ARN.

- Precipitación de las muestras de ARN.

- Preparación del material para la electroforesis.

- Preparación del gel de agarosa-formaldehído.

- Preparación de las muestras de ARN: tampón de desnaturalización y etapa de desnaturalización.

- Separación electroforética y control de calidad.

- Incubación del gel en una solución de fuerza salina baja y transferencia de las muestras a un soporte sólido.

- Fijación del ARN por exposición ultravioleta (UV-crosslinking).

- Síntesis de la sonda mediante la marcación DIG vía PCR.

- Pre-hibridación e hibridación con una sonda específica.
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- Lavados secuenciales de astringencia variable.

- Proceso de detección de la sonda (sistema DIG)

Tema 7. Western blotting

- Extracción de proteínas (tejido vegetal)

- Análisis cuantitativo de proteínas: método de Bradford.

- Preparación de las soluciones requeridas por el gel y la transferencia.

-Electroforesis PAGE-SDS: preparación del gel de acrilamida en condición de desnaturalización y modo
discontinuos (método de Laemmli).

- Tinción del gel con azul de Coomassie.

- Transferencia de tipo 'semi-dry' (membrana de PVDF) y etapa de bloqueo de la membrana.

- Tipo y propiedad de los anticuerpos utilizados para la inmunodetección.

- Etapas de incubación con los anticuerpos primario y secundario.

- Detección de la actividad de la fosfatasa alcalina (AP-conjugated secondary antibodies) / detección de
luminiscencia (HRP-conjugated antibody antibodies).

 

Actividades prácticas

El programa de prácticas se organiza en diferentes tipos de actividades.

La primera se dedica al análisis proteico mediante el método del western blot. Se analiza muestras de plantas de
arroz que sobreexpresan el gen marcador gus controlado por el promotor constitutivo 35S CAMV. Se efectúan
todas las etapas de la metodología desde la extracción proteico total aislado de tejido de hojas, pasando por la
preparación del material hasta la fase final de detección de la proteína β- glucuronidase (GUS). Además, como
actividad complementaria, se hará un Southern blot para identificar las líneas transgénicas.

La segunda actividad se consagra en algunas etapas claves de los procesos de clonación de genes y de sub-
clonación. Se preparan células de la cepa DH5α de E. coli de alta competencia segundo el método de Hanahan. A
continuación, se comprobará la eficiencia de aquellas mediante diferentes cantidades de un plásmido y además se
utilizará un método fiable de cribado de los clones bacterianos positivos (lisis celular seguida de una PCR).

En la tercera actividad, el alumno se dedica a aprender el manejo de muestras de ARN en condiciones especiales
y adaptadas para la conservación de su integridad. Se hará la extracción de ARN total de hojas de maíz y se
verificará la calidad de las muestras mediante una electroforesis adaptada para muestras de ARN.

Se debe mencionar que el procedimiento de las diferentes actividades se hace de manera discontinua, a lo largo
del día se efectúan unas etapas en paralelas de diferentes protocolos. Por lo tanto, se aprovecha el tiempo
eficientemente; la gestión del tiempo es una habilidad importante que el estudiante debe desarrollar.

 

Dia1: Aislamiento de proteínas

- Cosecha de las muestras de hojas de arroz, ponderación y conservación en nitrógeno líquido.

- Preparación de buffers que se requieren durante estas dos semanas de prácticas.

- Procedimiento de extracción de proteínas.

- Digestión de ADN genómico a partir de líneas transgénicas (trasngèn gus)
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Día2: Western blot-I

- Análisis cuantitativo de proteínas con el método de Bradford.

- Preparación de los geles de acrilamida (SDS-PAGE).

- Preparación del medio de cultivo LB sólido y líquido con y sin agente de selección para E. coli DH5α.

Dia3: Western blot-II

- Preparación de las muestras para la electroforesis

- Montaje del material para la electroforesis (Mini-Protean, Biorad)

- Transferencia a la membrana (blotting)

- Bloqueo de la membrana

- Sembrar células stock DH5α sobre medio sólido sin selección

Día 4: Western blot-III

- Preparación de las soluciones por el procedimiento de incubaciones y de lavados.

- Etapas de incubación con los anticuerpos primario y secundario.

- Detección colorimétrica de la actividad de la fosfatasa alcalina ligada al anticuerpo secundario

- Interpretaciones de los resultados

- Mini cultivo de células DH5α: sembrar células (previamente crecidas en medio sólido sin selección) en medio
líquido sin selección.

- Southern blot: preparación del gDNA digerido por la electroforesis + migración.

Día 5: PAGE-SDS + Southern blotting

-Preparación de los geles PAGE-SDS (repetición)

-Preparación de las soluciones TfbI y TbfII (para la preparación de células competentes)

-Southern blot: tinción de gel con bromuro de etidio; desnaturalización; neutralización y transferencia.

Día 6: Aislamiento del ARN-I / Preparación de células competentes

-Cosechada de muestras de hojas de trigo, ponderación y conservación en nitrógeno líquido

-Extracción de ARN según el método del LiCl.

-Preparación de células competentes (Hanahan protocolo).

Día 7: Aislamiento de ARN-II / Transformación de células competentes

-Continuación del protocolo de aislamiento de ARN.

-Transformación de las células DH5α competentes con dos condiciones de plasmídos diferentes.

-Southern blot: pre-hibridación e hibridación con la sonda.

Día 8: Southern blot detection / sub-cultivo de colonias

-Sub cultivo de las colonias obtenidas en medio de selección

-PAGE-SDS running
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-Coomassie blue staining y destaining

-Southern blot: pasos de lavado y procedimiento para la detección de sonda

Día 9: Cribado de clones bacterianos vía PCR / Análisis cualitativo del ARN

- Lisis celular de los clones bacterianos

- Cálculos y preparación del 'mastermix' para la PCR para la detección de los clones bacterianos transformados
con el plásmido de interés.

- Gel de electroforesis para comprobar la integridad del ARN

Día 10: Comprobación de la PCR

-Preparación de un gel de agarosa y separación electroforético de los productos de PCR.

-Revisión de todos los resultados obtenidos durante las prácticas.

-Preguntas y dudas sobre las prácticas

Plan de desarrollo de la asignatura

Durante el curso 2020-2021, las clases de teorías se harán de manera alternando el modo presencial y no-
presencial.

En caso de confinamiento, las sesiones de prácticas en el laboratorio estarán sustituidas por unas actividades
alternativas.

 

Sistema de evaluación

Entrega de memorias:

▪Informe de prácticas (50%): La evaluación del informe se hace en función de los puntos siguientes:

-Organización general y coherencia

-Detalles de los cálculos y volúmenes utilizados

-Explicación de los puntos delicados

-Explicación de los incidentes

-Obtención de los resultados esperados

-Descripción y interpretación de los resultados obtenidos

-Participación, motivación e interacción entre alumnos

 

�Mini proyecto de ingeniera de las vías metabólicas en plantas (50%)

Proyecto: tener una idea original, en el marco de la biotecnología vegetal, para una aplicación dedicada a la
agricultura o la industria.

El objetivo es describir los puntos claves que son necesarios para la generación de plantas transgénicas que
expresan proteínas de interés (enzimas y / u otros) implicadas en la ingeniería de una vía metabólica específica
(endógeno o añadida).
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Describir los puntos siguientes con ejemplos y / o información técnica con las referencias asociadas.

1- Objetivo: Explicar la finalidad de su idea: especia vegetal elegida; estudio de la vía metabólica (enzimas claves)

2. Construcción/es molecular/s: análisis de secuencia de interés ; estrategia de clonación y de sub-clonación.

3. El método de transformación.

4. Los puntos claves para la regeneración de las plantas transformadas.

5. Análisis de expresión (transcrito de ARN / proteica): Con el fin de caracterizar las plantas, describe brevemente
qué métodos de expresión se pueden utilizar (transgene ; genes endógenos).

6-Bibliografía

Bibliografía y recursos de información

-Molecular Cloning- A Laboratory Manual. Vol 1,2,3. (Third Edition). 2001. J. Sambrook, DW. Russell. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, New York.

-Molecular Plant Biology Volume1, A practical approach. 2002. Philip M. Gilmartin and Chris

Bowler. Oxford University Press.

-www.protocol-online.org  (protocols i fòrums)
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