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Nom Departament
ESTRUCH ROS, FRANCISCO 30 - Bioquimica i Biologia Molecular

RESUM

L'objectiu d'aguesta assignatura s donar |es bases tedriques dels métodes utilitzats en la biologia
molecular i en latecnologiadel DNA recombinant, i les seves aplicacions ales arees de laBiologia
Animal i Humana. La part practica de I'assignatura pretén familiaritzar I'alumne amb les técniques d'Us
meés freqient en laboratoris que fan servir tecniques de Biologia Molecular i d'Enginyeria Genetica.

CONEIXEMENTS PREVIS

Relacio amb altres assignatures de la mateixa titulacio

No heu especificat les restriccions de matricula amb altres assignatures del pla d'estudis.
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Altres tipus de requisits

COMPETENCIES

1101 - Grau de Bioquimicay Ciencies Biomeédiques

- Capacitat per treballar correctament als laboratoris de bioquimica, genética, biologia molecular i
cel-lular, incloent-hi seguretat, manipulacio, eliminacio de residus i registre anotat d'activitats.

- Capacitat per utilitzar la instrumentacié basica experimentacié molecular i cel-lular.

- Tenir una visi6 integrada de les técniques i dels métodes utilitzats en biociencies moleculars i
biomedicina.

- Capacitat per dissenyar experiments i aproximacions multidisciplinaries per a la resolucié de
p r o b | e m e s c O n ¢ r e t s

- Capacitat per presentar, discutir i traure conclusions dels resultats dels experiments cientifics.

RESULTATS DE L'APRENENTATGE

 Adquisici6 i comprensi6 dels conelxements en les técniques en biogquimica, genética, biologia molecular
i cel.lular.

 Resoldre exercicis tedricsi practics.

* Interpretar, presentar i discutir dadesi resultats experimentals.

* Disseny d'experiments per resoldre problemes concrets.

DESCRIPCIO DE CONTINGUTS

1. Introduccib.

La tecnologia del DNA recombinant. Definicions i introducci6 historica.

2. Obtenci6 de DNA i RNA.

Extraccid, purificacio i precipitacié del acids nucleics. Obtenci6 de plasmidis.

3. Enzimologia basica utilitzada en la manipulacié del DNA.
Enzims de restriccid, DNA polimerases, DNA ligases, transcriptasa inversa, etc.
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4. Vectors basics de clonacid.

Caracteristiques generals d'un vector de clonacié. Métodes de selecci6. Vectors de clonacid basats en
plasmidis. Vectors de clonacid basats en el fag lambda. Vectors de clonaci6é de llevats. Vectors
llancadora. YAC. Virus com a vectors de clonacié en organismes complexos.

5. Obtencio i/o sintesi de fragments especifics de DNA.

Generacio i unioé de fragments de restriccio. Sintesi de cDNA. La reacci6 en cadena de la polimerasa
(PCR). Tipus de PCR. Amplificacié isotérmica de acids nucleics.

6. Estratégies de clonacio.

Clonacié direccional i no direccional. Clonacié de productes de PCR. Genoteques. Clonacio per
complementacio. Tecniques especials de clonacié: User assembly, Gibson assembly, Golden Gate,
Gateway cloning. Clonacié mitjancant recombinacio: clonacié per recombinacié homologa en llevat. El
TAR (transformation-associated recombination) cloning. Gendomica sintetica.

7. Produccio de proteines heterologues.

Optimitzacio de I'expressié de gens forans en Escherichia coli. Proteines recombinants expressades en
cél-lules eucariotes. Transcripcié i traduccié in vitro.

8. Seqlienciacié de DNA.

Meétodes de sequenciacio. Estratégies per a la sequUenciacié d'un fragment de DNA. Nous metodes
d'alta capacitat de seqlenciacié: segona i tercera generacio.

9. Identificacié de sequiéncies especifiques d'acids nucleics en mescles complexes.

Técniques d'hibridacié. Southern blot.

10. Técniqgues d'estudi de I'expressio genica

Northern blot. Real-time PCR. DNA matrices. RNA seq. Seq RNA from single cells.

11. Modificacié de la sequéncia de DNA part 1.

Mutagénesi quimica. Mutagénesi in vitro del DNA. Mutagénesi dirigida mitjancant I'is d'oligonucleotids.
Teécniques de mutagénesi dirigida basada en la PCR. Construccio de "cassettes" per a introduccié de
canvis de seqléncia per recombinacié homologa. Mutagénesi insercional. Gene trap. Evolucion dirigida.
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12. Modificaci6 de la seqiiencia de DNA part 2.

Edici6 gendomica en organismes complexos. Endonucleases d'alta especificitat. Nucleases dirigides per
dits de zinc. TALS. CAS9 / CRISPR.

13. Analisi funcional part 1.

Identificaci6 i caracteritzacié d'interaccions fisiques entre macromoléecules.

Interaccions proteina-proteina: Co-immunoprecipitacié de proteines. La tecnica TAP. El metode del
doble hibrid.

Interaccions proteina-DNA: Canvis de mobilitat en gel. Protecci6 a I'atac de nucleases i agents quimics
in vitro i in vivo. Interferéncia per metilacié. Immunoprecipitacié de cromatina (Chip). Chip exo.

14. Analisi funcional part 2.

Analisi fenotipic de mutants. Col-leccions de mutants: RNA d'interferéncia i mutants obtinguts amb
genoteques de grna per la técnica CRISP / CAS9. Perturb-seq. Identificacié i caracteritzacio
d'interaccions genétiques. Supressors i modificadors. Letalitat sintética. Identificacié d'interaccions
geneétiques en llevats i mamifers.

15. Aplicacions.

Aplicacions terapeutiques. Terapia Genica. Gene Drive

16. Transgénesi en animals.

Animals transgénics: obtencio i aplicacions. Manipulacié de cél-lules embrionaries. Micro injeccio.
Proves de transfeccié. Obtencio d'animals clonics.

17. SESSIONS PRACTIQUES

Practica 1. - Construccio d'una genoteca.

Practica 2. - Expressié de proteines en Escherichia coli.
Practica 3. - Construccio del mapa de restriccié d'un plasmidi.
Practica 4. - Detecci0 i caracteritzacio de llevats transgeénics.
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VOLUM DE TREBALL

ACTIVITAT Hores % Presencial

Classes de teoria 40,00 100

Practiques en laboratori 16,00 100

Tutories reglades 4,00 100

Preparacio de classes de teoria 76,00 0

Preparacio de classes practiques i de problemes 14,00 0
TOTAL| 150,00

METODOLOGIA DOCENT

El desenvolupament de I'assignatura sestructura sobre |a base de sessions tedriques, tutories personals o a
través del correu electronic.

Sessionsteoriques. En I'apartat de treball presencial, sinclouen un total de 35 sessions de classes
teoriques corresponents a llicons magistrals, seminaris o classes de guiestions, d'una hora de durada.
Abans de cada llico, els estudiants disposaran de tot el material grafic significatiu que hagi de ser
presentat. Aquest material estarainclos en la corresponent paginaweb de I'Aula Virtual de la Universitat
de Valéncia. D'aguesta manera, es pretén que I'estudiant pugui seguir les classes amb comoditat, prenent
solament |es notes necessaries per ala seva apropiada comprensio.

Tutories personals. Lafuncio de lestutories és gjudar i guiar de forma personal I'estudiant en tots el's
problemes que sorgeixin en enfrontar amb I'estudi de I'assignatura. Faciliten I'intercanvi d'opinions entre
el professor i I'estudiant, en un esfor¢ d'aproximacio al'ensenyament individualitzat. Les tecnologies de la
informacid i de la comunicacio també poden utilitzar-se per potenciar lainteraccié professor-estudiant.

En tot cas es prefereix latutoria presencial, molt més adequada per al'explicacio dels dubtesi qliestions.

Activitats practiques: Shan programat 5 sessions de 2 a4 hores (total 17 h) sobre diversos aspectes de
les técniques de Biologia Molecular i DNA recombinant que son adaptables a un laboratori de practiques.

AVALUACIO

Es redlitzara un examen per valorar €l's coneixements adquirits en les classes teoriques i practiques.

A lapart tedricali correspon un valor del 85% de la nota final mentre que les practiques representaran €l
15% (repartides entre lamemoria, 7,5%, i una o varies preguntes rel acionades amb les practiques que
sinclouran en I'examen de I'assignatura, que representaran el 7,5% de la nota). Per aprovar |'assignatura
es necessitara una puntuacié minima de 4,5 punts sobre els 9,25 punts de I'examen (8,5 punts de la part de
teoriai 0,75 punts de les qliestions de practiques).
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Es vaoraran addicionalment (fins 0.5 punts) les presentacié voluntaria de |es respostes a les guiestions
plantejades pel professor en sessions de tutories.

L'assisténcia ales practiques és obligatoriai també ho ésla presentacio de lamemoria. En cas de no
aprovar |'assignatura, la nota de practiques corresponent alamemoriai ales questions de I'examen es
podra conservar per la convocatoriao € curs seglient.

REFERENCIES

Basiques

- En este apartado se incluyen Unicamente aquellos textos que se pueden considerar como de uso
general en la asignatura, con un comentario critico de cada uno de ellos. Se ha considerado
conveniente dividir los textos generales en dos grupos.

Libros de texto.

Estos libros estan escritos para explicar las metodologias desde un punto de vista docente y bastante
tedrico. Son lo mas apropiados para la asignatura.

BROWN, T.A. (2011). Gene cloning and DNA analysis. An introcuction. 62 edicién. Ed Blackwell
Science
Un excelente libro de texto de un nivel mas sencillo que otros pero muy bien explicado y actualizado

GLICK, B.R. y PASTERNAK, J.J. (2009). Molecular Biotechnology. Principles and applications of
recombinant DNA. 4th ed. ASM Press.

Un libro de facil lectura con formato de libro de texto y muy actualizado. Es el mas apropiado para los
ultimos temas del programa.

GLOVER D. M. y HAMES B.D. (1994). DNA cloning (vol 1, 2, 3, 4). A practical approach. IRL Perss
Recoge tanto técnicas basicas como aplicaciones de métodos de Ingenieria Genética.

REAL GARCIA, M. D.; RAUSELL SEGARRA, C. Y LATORRE CASTILLO, A. (2017). Técnicas de
ingenieria genética. Editorial Sintesis.
Un texto en castellano que trata de forma detallada las principales técnicas de la Ingenieria Genética

- KINGSMAN, S.M. y KINGSMAN, A.J. (1990). Genetic engineering: An introduction to gene analysis

and exploitation in eukaryotes. Blackwell.
Muy apropiado para la parte de técnicas de transformacion de plantas.

KREUZER, H. y MASSEY, A. (1996). Recombinant DNA and Biotechnology. A guide for teachers.
ASM Press.

Un libro Unico que contiene explicaciones, experimentos y cuestiones sobre Biologia Molecular, DNA
recombinante y Biotecnologia. Muy util pues cubre un vacio en su campo.
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LEWIN, B. (2010). "Genes X". Jones & Batrtlett.

Es el libro mas conocido como texto de Biologia Molecular. Para Métodos no es muy apropiado pero,
aun asi, tiene algunos capitulos de utilidad. Existe una traduccién de la 72 edicion inglesa del 2000 y
una portal de internet (www.ergito.com) donde se actualizan los contenidos periédicamente.

LUQUE, J. y HERRAEZ, A. (2001) Biologia Molecular e Ingenieria Genética. Harcourt.
Muy amplio de contenidos pero tiene buenos esquemas para algunos capitulos de esta asignatura.

MARAMOROSCH K. (1991) Biotechnology for biological control of pests and vectors. CRC Press.
Trata un amplio abanico de aplicaciones biotecnoldgicas en bacterias, virus y plantas.

- PERERA, J., TORMO, A. y GARCIA J.L. (2002). Ingenieria genética. Vol.l. y Vol Il. Ed. Sintesis.
Libros en castellano que cubren practicamente todos los temas del programa, con introducciones
claras exponiendo los objetivos de cada capitulo. Ademas incluyen, al final de cada capitulo,
problemas resueltos.

PRIMROSE S.B. y TWYMAN R.M. (2006). "Principles of gene manipulation and Genomics." 72 ed.
Blackwell Publishing.

Constituye la fusion entre los antiguos textos de los mismos autores sobre Manipulacién Genética y
Gendmica. Es un texto fundamental en la bibliografia basica sobre Ingenieria Genética que se utiliza
en este asignatura. Su contenido estad expuesto de manera clara y sus figuras son sencillas y
didacticas.

WATSON, J.D.; GILMAN, M.; WITKOWSKI, J. y ZOLLER, M. (1992). "Recombinant DNA". 2a ed.
Scientific American Books.

Excelente introduccion expuesta de forma muy didactica mediante abundantes esquemas y figuras.
Muy recomendable por su claridad. Existe una traduccion al castellano (1986) de la 1a edicién inglesa.

WINNACKER E.L. (ed.) (1987). "From genes to clones". VCH.
Quiza este es el libro de Ingenieria Genética mas completo. En muchos de sus temas excede el
contenido del programa propuesto por lo que resulta util como libro de consulta y ampliacion.

Complementaries

- Libros de protocolos.

Estos libros han sido escritos para el uso de los investigadores en los laboratorios. Contienen recetas
de los distintos protocolos asi como escuetas explicaciones teéricas de los fundamentos de los
métodos y posibles artefactos. No son muy apropiados para aprender los principios basicos de las
metodologias pero pueden ayudar a aclarar algunos puntos concretos y conviene familiarizarse con
ellos pues son los que se usaran después en el laboratorio.

AUSUBEL, F.M. et al. (1987-97). Current protocols in Molecular Biology. John Wiley & sons.

Quiza el libro mas completo de protocolos. Ademas, debido a su formato de hojas recambiables, se
actualiza de forma periddica.
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BIRREN ET AL. (1999). Genome analysis. 4 Volumenes. Cold Spring Harb. Lab.Press
Uno de los méas completos libros de protocolos, considerando los 4 volumenes. Incluye aplicaciones
de metodologia de Ingenieria Genética.

SAMBROOK, J. y RUSSELL, D.W. (2001). Molecular Cloning. A laboratory manual. 32 ed. Cold Spring
Harbor Laboratory Press (3 volumenes).
El m&s famoso libro de protocolos de Biologia Molecular. Es uno de los mas populares y la
actualizacién del mismo es muy reciente.

DIEFFENBACH, C.W. y DVEKSLER, G.S. (1995). PCR primer. A laboratory manual. Cold Spring
Harbor.

Un manual especifico sobre PCR.

ADDENDA COVID-19

Aquesta addenda només s'activara si la situacié sanitaria ho requereix i previ acord del Consell
de Govern
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