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Titulacio Matéria Caracter

1109 - Grau de Bioquimica i Ciéncies 10 - Métodes instrumentals Obligatoria

Biomediques (2015)

Coordinacio
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

0. Introduccib.

nginyeria Genetica: definicions. Eines de I'Enginyeria Genetica. El DNA recombinant. Desenvolupament
historic. Us responsable de I'Enginyeria Genética.

1. Enzimologia basica utilitzada en la manipulacié dels acids nucleics.

Nucleases especifiques: Enzims de restriccid, endonucleases d'alta especificitat, nucleases dirigides per
dits de zinc, TALS i el sistema Cas9/CRISPR. Nucleases no especifiques. DNA polimerases: DNA pol | i
el fragment Klenow, transcriptasa reversa, polimerases termoestables. DNA lligasses. Polinucleotid
guinasa. Fosfatasa alcalina
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2. Obtencid, purificacié i caracteritzacié dacids nucleics.

Métodes rapids dobtencidé dacids nucleics. Procediment estandard dextracci6. Purificacié i/o
concentracio d'acids nucleics. Obtenci6 de plasmidis. Analisi quantitatiu i qualitatiu dels acids nucleics.
Identificacié de sequencies especifiques d'acids nucleics en barreges complexes: teécniques d'hibridacio:
Southern Blot i Northern Blot.

3. Vectors basics de clonacio.

Plasmidis: tipus i caracteristiques. La complementacié alfa. Bacteridofags. Fagémids. Cosmids.
Cromosomes artificials. Vectors bi-funcionals o llancadora. Plasmidis de llevat. Transformaci6 de
bacteris i llevats. Vectors per a lexpressio heterologa de proteines.

4. Sintesi de fragments especifics de DNA.

Sintesi de cDNA. Obtencié de cDNAs complets. Sintesi d'oligonucledtids. La reaccid en cadena de la
polimerasa (PCR). Tipus de PCR. Amplificacio isotérmica d'acids nucleics.

5. Estratégies de clonacio.

Clonacio de fragments de restriccid. Generacid i unié de fragments de restriccié. Generacidé d'extrems
roms i protuberants. Clonacié no-direccional i direccional. Restriccions completes i parcials. Construccio
i caracteritzacio de genoteques de DNA genomic. Clonacié de cDNAs. Genoteques de cDNA. Clonacio
de productes de PCR. TA cloning. Addicié de sequencies als extrems d'un fragment de PCR. Técniques
especials de clonacio: User assembly. Gibson assembly. Golden Gate. Gateway cloning. Clonacié
mitjancant recombinacio: clonacio per recombinacié homologa al llevat: TAR (transformation-associated
recombination) cloning. Gendmica sintetica.

6. Seqiienciacio de DNA.

El métode de Sanger. Obtencio de la sequiéncia de genomes complets: els genomes de referéncia.
Nous meétodes d'alta capacitat de seqlienciacié (NGS): segona i tercera generacio.

7. Técniques per alestudi de I'expressio génica.

Northern blot. Matrius (arrays) de DNA. Quantificacio de transcrits mitjangcant PCR. PCR
semiguantitativa. PCR a temps real. RNA-seq. RNA-seq de cél-lules individuals.
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8. Modificacié de la seqliéncia de DNA

Mutacié a l'atzar. Mutagénesi quimica. Identificacié de mutants i classificacié al-lélica en llevats.
Clonaci6 per complementacié. Mutagénesi insercional en llevats i ratolins. Evolucio dirigida. Interaccions
geneétiques entre al-lels mutants: supressio i letalitat sintética. Canvis especifics a la sequéncia.
Mutagénesi dirigida in vitro. Disrupcions géniques. Técniques de mutagénesi dirigida basada en la PCR.
Intercanvi de sequéncies silvestres per sequiéncies mutades in vitro mitjancant recombinacié homologa.
Addicié genomica d'etiquetes a proteines.

9. Modificaci6 genética en cél-lules i organismes superiors.

Transfecci6 i transduccié. Expressié transitoria i permanent. Principals vectors virics. Adenovirus. Virus
adenoassociats. Retrovirus i lentivirus. Edici6 gendmica en organismes complexos. Terapia génica:
CAR-T. Terapia génica: SMA. Gene drive. Mutagénesi massiva en cél-lules superiors i identificacio
fenotipica de mutants. Letalitat sintética i cancer.

10. Identificaci6 i caracteritzacié dinteraccions fisiques entre macromolécules.

Interaccions proteina-proteina: Co-immunoprecipitacié de proteines. La tecnica TAP. El metode del
doble hibrid. Interaccions proteina-DNA: Canvis de mobilitat en gel. Immunoprecipitacié de cromatina
(Chlp).

11. Transgénesi en animals.

Animals transgeénics: obtencié i aplicacions. Manipulacié de cél-lules embrionaries. Micro injeccié.
Proves de transfeccid. Obtencié d'animals clonics.

12. SESSIONS PRACTIQUES

Practica 1. - Construcci6 d'una genoteca.

Practica 2. - Expressio de proteines en Escherichia coli.

Practica 3. - Construccio del mapa de restriccié d'un plasmidi.

Practica 4. - Deteccid i caracteritzaci6 de llevats transgeénics.

Practica 5 - Identificacio d'interaccions entre proteines mitjancant el métode del doble hibrid
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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).

33139 Enginyeria genetica 5



~ Guia Docent
33139 Enginyeria genética

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. (2020). Gene cloning and DNA analysis. An introduction. 82 edicién. Ed. Blackwell
Science. ISBN: 978-1-119-64078-3
Un excelente libro de texto de un nivel mas sencillo que otros, pero muy bien explicado y actualizado.

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

- LEWIN, B. (2010). "Genes X". Jones & Bartlett.
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 edicién 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.

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
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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.

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.
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