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RESUMEN

Con esta asignatura se pretende gue los alumnos puedan adquirir los conoci mientos conceptualesy
metodol 6gicos basicos relativos a:

(1) Las herramientas basicas para el andlisis de &cidos nucleicos.
(2) Desarrollo de | as herramientas basi cas para la clonacion.
(3) Caracterizacion y modificacion de secuencias de DNA y manipulacion del DNA agran escala.

(4) Secuenciacion gendmica. Combinacion de métodos de secuenciacion automatizados masivos y
técni cas bioinforméticas para abordar |a secuenciacion de genomas compl etos.

(5) Otras técnicas de amplio uso en Biologia Molecular como fusiones génicas, métodos de andlisis de
interaccion entre proteinas y entre proteinas y acidos nucleicos, etc..
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CONOCIMIENTOS PREVIOS

Relacién con otras asignaturas de la misma titulacion

No se han especificado restricciones de matricula con otras asignaturas del plan de estudios.

Otros tipos de requisitos

Los estudiantes deberian haber cursado en el cuatrimestre anterior (0 en cursos anteriores) la
asignatura de Biologia Molecular, para poder entender adecuadamente los contenidos de esta materia.

COMPETENCIAS

1102 - Grado de Biotecnologia

- Manejar adecuadamente los equipos y el material propio de un laboratorio de bioquimica y biologia
molecular.

- Saber realizar andlisis de expresion génica.

- Ser capaz de disefar protocolos y utilizar las técnicas del DNA recombinante.

RESULTADOS DE APRENDIZAJE

Se pretende que los después de haber cursado esta asignatura sepan las técnicas basicas que se utilizan
paralos estudios de expresion génicay parala manipulacion del material genético.

DESCRIPCION DE CONTENIDOS

1. Tema 1.;,Qué es la tecnologia del DNA recombinante?

Introduccién histérica. Concepto de DNA recombinante. Concepto de clonacién. El impacto de la
tecnologia del DNA recombinante: emergencia de la biotecnologia molecular.

2. Temas 2,3. Técnicas generales

Tema 2. TECNICAS GENERALES |. Enzimologia basica utilizada en la manipulacion del DNA. Enzimas
de restriccion y mapas de restriccion. DNA-polimerasas, ligasas, recombinasas y otras enzimas de
interés. Precipitacion y purificacion del DNA. Obtencion de plasmidos y otros DNAs.

Tema 3. TECNICAS GENERALES II. Hibridacion de acidos nucleicos: Factores que afectan; Etapas del
proceso; Métodos de hibridacion. Marcaje de sondas: Directo e indirecto; tipos de marca; Métodos de
sintesis de una sonda marcada. Sintesis automatica de oligonucledtidos. Aplicaciones de los
oligonucleétidos sintéticos. Sintesis de genes completos.
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3. Tema 4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Caracteristicas de la PCR: amplificacion y especificidad. Reaccién basica: disefio de cebadores.
Andlisis del producto de PCR: clonacion y secuenciacion directa. PCR reverso. Amplificacion de cDNA:
RT-PCR. EI PCR como herramienta en Ingenieria Genética. PCR cuantitativo. Aplicaciones del PCR en
otros campos. Otros sistemas de amplificacion.

4. Temas 5-8. Ingenieria Genética

Tema 5. CONSTRUCCION DEL DNA QUIMERA. Estrategias de clonacion. Uniéon de moléculas de
DNA: union de extremos cohesivos, unién por adicion de prendedores, adaptadores y colas de
homopolimeros. Introduccion del DNA en células de bacteria: métodos de transformacion y transfeccion.
Tema 6. VECTORES DE CLONACION EN E. coli. Caracteristicas generales de un vector. Plasmidos.
Vectores de clonacién basados en plasmidos. Fagos. Vectores de clonacién basados en el fago M13:
vectores de simple cadena. Faguémidos. Vectores de clonacion basados en el fago . Césmidos y
vectores para grandes insertos. Vectores de expresion en E. coli: promotores bacterianos.

Tema 7. CONSTRUCCION DE GENOTECAS. Genotecas genémicas. Genotecas para proyectos de
secuenciacion. Métodos de sintesis de cDNA. Clones con extremos 3 0 5 de mRNAs. Genotecas de
cDNA. Genotecas de cDNA sustraido.

Tema 8. SELECCION DE CLONES. Niveles de seleccion. Identificacién de clones recombinantes.
Identificacion de un clon especifico. Seleccion directa. Seleccibn mediante técnicas inmunolégicas.
Seleccion mediante hibridacién con sondas de acidos nucleicos. Seleccién por recombinacion.

5. Tema 9. Secuenciacion del DNA

Métodos de secuenciacién. Secuenciacion automatica. Estrategias para la secuenciacion de un
fragmento de DNA.

6. Tema 10. Modificacién de la secuencia del DNA

Mutagénesis in vitro del DNA pasajero: deleciones, inserciones y sustituciones. Mutagénesis aleatoria.
Mutagénesis dirigida mediante el uso de oligonucleétidos. Técnicas de mutagénesis dirigida basada en
la PCR. Mutagénesis insercional al azar y dirigida.

7. Tema 11. Técnicas de estudio de la expresidon génica

Deteccién y cuantificacién del transcrito. Uso de genes reporteros. Identificacion de elementos
reguladores de la transcripcion. Mapeo de mensajeros. Métodos para el andlisis individual de la
expresion génica. Analisis de la expresion diferencial de genes. Transcripcion in vitro e in vivo
Traduccion in vitro.

33178 Métodos en Biologia Molecular e Ingenieria Genética 3



_ Guia Docente
33178 Métodos en Biologia Molecular e Ingenieria
Genetica

R

VNIVERSITAT G D VALENCIA

8. Tema 12. Estudio de la interaccidon entre macromoléculas

Técnicas de estudio de interacciones DNA-proteina: Cambios de movilidad en gel; Proteccion al ataque
de nucleasas y agentes quimicos in vitro e in vivo; Interferencia por metilacion; Entrecruzamiento con
luz UV. Inmunoprecipitacion de cromatina. Purificacion de proteinas que se unen al DNA. Técnicas de
estudio de interacciones RNA-proteina: Ensayo de retardo en gel; Ensayo de proteccién a
modificaciones quimicas; Métodos de afinidad; Entrecruzamiento por luz UV;Triple hibrido. Técnicas de
estudio de interacciones Proteina-proteina: Purificacién de complejos proteicos; Doble hibrido;
Coinmunoprecipitacion; Pull-down de proteinas etiquetadas; Aplicacion de proteinas fluorescentes para
la deteccidn de interacciones proteicas in vivo.

9. Practicas de laboratorio

1) Construccién de una genoteca en Escherichia coli

2) Purificacion de una proteina de fusién con GST

3) Construcciéon del mapa de restriccion de un plasmido

4)  Obtencion de sondas especificas de un gen mediante PCR

VOLUMEN DE TRABAJO

ACTIVIDAD Horas % Presencial

Clases de teoria 29,00 100

Practicas en laboratorio 16,00 100

Preparacion de actividades de evaluacion 30,00 0

Preparacion de clases de teoria 20,00 0
TOTAL 95,00

METODOLOGIA DOCENTE

El desarrollo de la asignatura se estructura en base a sesiones tedricas, tutorias personalesy sesiones
préacticas.

1. Sesiones tedricas:
En el apartado de trabajo presencial, se incluyen un total de 26 sesiones de clases tedricas

correspondientes a lecciones magistrales, seminarios o clases de cuestiones, de una hora de duracion.

Con anterioridad a cada clase, |os estudiantes dispondran de todo el material gréfico significativo que
vaya a ser presentado, incluido en la correspondiente paginaweb del Aula Virtual de la Universitat de
Valencia. De estaforma, se pretende que el estudiante pueda preparar con antelacion las clasesy pueda
seguirlas con comodidad, tomando solamente |as notas necesarias para su apropiada comprension.
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1. Tutorias personales:

Lafuncion delastutorias es ayudar y guiar de forma personal al estudiante en todos los problemas que
surjan a enfrentarse con el estudio de la asignatura. Facilitan el intercambio de opiniones entre el
profesor y € estudiante, en un esfuerzo de aproximacion ala ensefianza individualizada.

1. Actividades précticas:

Se han programado 4-5 sesiones de 2-4 horas de duracion cada una (total de 16 h) sobre diversos aspectos
de las técnicas de Biologia Molecular y DNA recombinante que no se contemplan en otras asignaturas
relacionadas y son adaptables a un laboratorio de précticas.

=V/:\RV/Neile]\

Laasistenciaalas préacticas es obligatoriay también |o son laresolucion de un cuestionario previo asu
realizacion y la presentacion de unamemoriaal final de las mismas. Al final del curso serealizaraun
examen para valorar 1os conocimientos adquiridos en las clases tedricas y practicas. Sobre lanotafina la
parte tedrica de este examen tendra un valor del 70%. 20% correspondera ala valoracion de las clases
préacticas mediante |la memoria de practicas (1.6 sobre 2) y laresolucion del cuestionario previo (0.4 sobre
2). El 10% restante corresponde a actividades que se plantearan alo largo del curso. Para superar la
asignatura es necesario aprobar el examen de teoria, las practicas y las actividades programadas. Si se
aprobaran las practicas o |as actividades pero se suspendiera lateoria, las notas correspondientes se
guardarian durante el curso siguiente al que han sido realizadas; a partir de ese momento se tendrian que
repetir |as practicas y/o actividades de la eval uacion continua.
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