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Amb aquesta assignatura es pretén que els alumnes puguen adquirir

€l's conel xementsconceptuals i metodol ogics basics relatius a:

() Les eines basiques per al'analis d'acids nucleics.

(2) Desenvolupament de les eines basiques per alaclonacio.

(3) Caracteritzacio i modificacio de sequiéncies de DNA i manipulacio del DNA agran escala.
(4) Seqguenciacié genomica. Combinacioé de métodes de seqgiienciaci 6 automatitzats

massius i tecniques bioinformatiques per abordar |a seqlienciacio de genomes complets.

(5) Altres técniques d'ampli Us en en Biologia Molecular com fusions geniques, metodes
d'andlisi d'interaccié entre proteinesi entre proteinesi acids nucleics, etc ..
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CONEIXEMENTS PREVIS

Relacié amb altres assignatures de la mateixa titulacio

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

Altres tipus de requisits

Els estudiants haurien d'haver cursat durant el quadrimestre anterior (0 en cursos anteriors)
l'assignatura de Biologia Molecular, per tal d'entendre adequadament els continguts d'aquesta matéria.

COMPETENCIES

1102 - Grau de Biotecnologia

- Manejar adequadament els equips i el material propi d'un laboratori de bioguimica i biologia
molecular.

- Saber realitzar analisis d'expressio genica.

- Ser capag de dissenyar protocols i utilitzar les tecniques del DNA recombinant.

RESULTATS DE L'APRENENTATGE

Es pretén que després d'haver cursat aguesta asignatura, €l's estudiants coneguen les técniques
basiques que sutilitzen per als estudis d'expressio génicai per alamanipulacié del material genetic.

DESCRIPCIO DE CONTINGUTS

1. Tema 1. Qué és latecnologia del DNA recombinant?

Introducci6 historica. Concepte de DNA recombinant. Concepte de clonacié. L'impacte de la tecnologia
del DNA recombinant: emergéncia de la biotecnologia molecular.

2. Temes 2,3. Técniques generals
Tema 2. TECNIQUES GENERALS |. Enzimologia basica utilitzada en la manipulacié del DNA. Enzims

de restriccio i mapes de restricci6. DNA-polimerases, lligases, recombinases i altres enzims d'interes.
Precipitacié i purificacié del DNA. Obtencié de plasmidis i altres DNAs.

Tema 3. TECNIQUES GENERALS II. Hibridacié d'acids nucleics: Factors que afecten; Etapes del
procés; Métodes d'hibridacié. Marcatge de sondes: Directe i indirecte; tipus de marca; Métodes de
sintesi d'una sonda marcada. Sintesi automatica d'oligonucleotids. Aplicacions dels oligonucleotids
sintétics. Sintesi de gens complets.
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3. Tema 4. Reacci6 en cadena de la polimerasa (PCR)

Caracteristiques de la PCR: amplificacio i especificitat. Reaccié basica: disseny d'encebadors. Analisi
del producte de PCR: clonaci6 i seqiienciacid directa. PCR revers. Amplificacié de cDNA: RT-PCR. El
PCR com a eina en enginyeria genética. PCR quantitatiu. Aplicacions del PCR en altres camps. Altres
sistemes d'amplificacio.

4. Temes 5-8. Enginyeria Genetica

Tema 5. CONSTRUCCIO DEL DNA QUIMERA. Estratégies de clonacié. Uni6 de molécules de DNA:
unio d'extrems cohesius, unié per addicié de prendedors, adaptadors i cues dhomopolimers. Introduccio
del DNA en cel lules de bacteris: métodes de transformacio i transfeccio.

Tema 6. VECTORS DE CLONACIO EN E. coli. Caracteristiques generals d'un vector. Plasmidis.
Vectors de clonacid basats en plasmidis. Fags. Vectors de clonacié basats en el fag M13: vectors de
simple cadena. Faguémids. Vectors de clonaci6 basats en el fag . Cosmids i vectors per a grans inserts.
Vectors d'expressié en E. coli: promotors bacterians.

Tema 7. Construccié de genoteques. Genoteques genomiques. Genoteques per a projectes de
sequenciacié. Métodes de sintesi de cDNA. Clons amb extrems 3 ' 0 5' dmRNAs. Genoteques de cDNA.
Genoteques de cDNA substret.

Tema 8. SELECCIO DE CLONS. Nivells de seleccio. Identificacio de clons recombinants. Identificacio
d'un clon especific. Seleccié directa. Seleccié mitjangant técniques immunologiques. Seleccioé mitjangant
hibridacié amb sondes d'acids nucleics.

5. Tema 9. Seqlenciacio del DNA

Métodes de seqliénciacio. Seqlienciacié automéatica. Estratégies per a sequenciar un fragment de DNA.

6. Tema 10. Modificacié de la sequéncia del DNA

Mutagénesi in vitro del DNA passatger: delecions, insercions i substitucions. Mutagenesi aleatoria.
Mutagénesi dirigida mitjancant I'is d'oligonucleotids. Tecniques de mutagénesi dirigida basades en la
PCR. Mutagenesi insercional a l'atzar i dirigida.

7. Tema 11. Tecniques destudi de lexpressio génica

Detecci6 i quantificacié del transcrit. Us de gens reporters. Identificacio d'elements reguladors de la
transcripcié. Mapeig de missatgers. Métodes per a I'analisi individual de I'expressio genica. Analisi de
I'expressié diferencial de gens. Transcripci6 in vitro i in vivo. Traduccio in vitro.
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8. Tema 12. Estudi de la interacci6é entre macromolécules

Técniques d'estudi d'interaccions DNA-proteina: Canvis de mobilitat en gel; Proteccié a l'atac de
nucleases i agents quimics in vitro i in vivo; Interferéncia per metilacio; Entrecreuament amb llum UV.
Immunoprecipitacié de cromatina. Purificacié de proteines que s'uneixen al DNA. Técniques d'estudi
d'interaccions RNA-proteina: Assaig de retard en gel; Assaig de proteccié a modificacions quimiques;
Meétodes d'afinitat; Entrecreuament per llum UV; Triple hibrid. Técniques d'estudi d'interaccions
Proteina-proteina: Purificacié de complexos proteics; Doble hibrid; Coinmunoprecipitacion; Pull-down de
proteines etiquetades; Aplicacio de proteines fluorescents per a la deteccié d'interaccions proteiques in
Vivo.

9. Practiques de laboratori

1) Construccié d'una genoteca en Escherichia coli
2) Purificacié d'una proteina de fusi6 amb GST
3) Construccié del mapa de restriccié d'un plasmidi

4) Obtenci6 de sondes especifiques d'un gen mitjancant PCR

VOLUM DE TREBALL

ACTIVITAT Hores % Presencial

Classes de teoria 29,00 100

Practiques en laboratori 16,00 100

Preparacio d'activitats d'avaluacié 30,00 0

Preparacio de classes de teoria 20,00 0
TOTAL 95,00

METODOLOGIA DOCENT

El desenvolupament de I'assignatura sestructura en base a sessions teoriques, tutories personalsi sessions
practiques.

1. Sessions tedriques.

En I'apartat de treball presencial, sinclouen un total de 26 sessions de classes tedriques corresponents a
Ilicons magistrals, seminaris o classes de questions, d'una hora de durada.

Amb anterioritat a cada classe, els estudiants disposaran de tot el material grafic significatiu que hagjade
ser presentat, inclos en la corresponent paginaweb de I'Aula Virtual de la Universitat de Valéncia.
D'aquesta manera, es pretén que I'estudiant puga preparar amb antelacié les classesi seguir-les amb
comoditat, prenent nomeés les notes necessaries per ala seua apropiada comprensio.

2. Tutories personals:

Lafunci6 delestutories és gjudar i guiar de forma personal |'estudiant en tots els problemes que puguen
sorgir en enfrontar-se a I'estudi de I'assignatura. Faciliten I'intercanvi d'opinions entre el professor i
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I'estudiant, en un esfor¢ d'aproximacio a l'ensenyament individualitzat.

3. Activitats practiques:

Shan programat 4-5 sessions de 2-4 hores de durada cadascuna (total de 16 h) sobre diversos aspectes de
les técniques de Biologia Molecular i DNA recombinant que no es contemplen en altres assignatures
relacionades i son adaptables a un laboratori de practiques.

AVALUACIO

L'assistencia ales practiques és obligatoriai també ho son laresolucio d'un questionari previ ala seua
realitzacio i la presentacié d'unamemoriaal final deles mateixes. Al final del curs esrealitzara un
examen per valorar els coneixements adquirits en les classes tedriquesi practiques. Sobre lanotafinal la
part d’ aquest examen corresponent ateoria valdra un 70%. 20% correspondra ala valoracio de les classes
practiques mitjancant la memoria de practiques (1.6 sobre 2) i el questionari previ (0.4 sobre 2). L’altre
10% correspon a activitats que es plantgjaran a Ilarg del curs. Per tal d’ aprovar | assignatura és necessari
aprovar |’ examen de teoria, les practiquesi les activitats programades. Si Saprovaren les practiques o les
activitats pero se suspengués la teoria, les notes corresponents es guardarien durant €l curs segiient a qual
han sigut realitzades, pero a partir d'aquest moment s hauria de repetir les practiquesi/o activitats de
I"avaluacio continua.

REFERENCIES

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

- GREEN, M.R.y SAMBROOK, J. (2012). Molecular Cloning. A laboratory manual. 42 ed. Cold Spring
Harbor Laboratory Press (3 volimenes).

- 1ZQUIERDO, M. (1999). Ingenieria genética y transferencia génica. Ed. Piramide
- JAIN, M. (2012) Recombinant DNA techniques. Alpha Science International Ltd. Oxford, U.K.

- CLARK, D.P., PAZDERNIK, N.J., MCGEHEE, M.R. (2019) "Molecular Biology". Third Edition.
Academic Press (Elsevier), London.

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

- BROWN, T.A. (2011). Gene cloning and DNA analysis. An introduction. 42 ediction. Ed Blackwell
Science

- GLICK, B.R. y PASTERNAK, J.J. (2010). Molecular Biotechnology. Principles and applications of
recombinant DNA. 42 Ed. ASM Press.
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- GLOVER D. M.y HAMES B.D. (1995). DNA cloning (vol 1, 2, 3, 4). A practical approach. IRL Perss

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

- LUQUE, J. y HERRAEZ, A. (2001) Biologia Molecular e Ingenieria Genética. Harcourt.
- PERERA, J.,, TORMO, A. y GARCIA J.L. (2002). Ingenieria genética. Vol.l. y Vol Il. Ed. Sintesis.

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

- WINNACKER E.L. (ed.) (1987). "From genes to clones". VCH.
- AUSUBEL, F.M. et al. (1987-97). Current protocols in Molecular Biology. John Wiley & sons.
- BIRREN ET AL. (1999). Genome analysis. 4 Volumenes. Cold Spring Harb. Lab.Press

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

ADDENDA COVID-19

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

Ladocéncia s adaptara d’ acord amb |es condicions sociosanitaries i a les restriccions del moment.
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