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COORDINACION

ESTRUCH ROS FRANCISCO

El objetivo de esta asignatura es ofrecer a los alumnos las bases tedricas de los métodos utilizados en la
Biologia Molecular y en la Tecnologia del DNA recombinante, asi como sus aplicaciones a las areas de la
Biologia Animal y Humana. La parte practica de la asignatura pretende familiarizar al alumno con las
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Materia
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Curso Periodo
Primer
3 ;
cuatrimestre

Caracter
OBLIGATORIA

técnicas de uso mas frecuente en laboratorios de Biologia Molecular y de Ingenieria Genética.

CONOCIMIENTOS PREVIOS

RELACION 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

COMPETENCIAS / RESULTADOS DE APRENDIZAJE

33139 Ingenieria Genética



Guia Docente

; X 33139 Ingenieria Genética
VNIVERSITAT B VALENCIA

Capacidad para disenar experimentos y aproximaciones multidisciplinares para la resolucion de problemas
concretos.

Capacidad para presentar, discutir y extraer conclusiones de los resultados de los experimentos
cientificos.

Capacidad para trabajar correctamente en los laboratorios de bioquimica, genética, biologia molecular y
celular incluyendo seguridad, manipulacién, eliminacion de residuos y registro anotado de actividades.

Capacidad para utilizar la instrumentacion basica en experimentacion molecular y celular.

Tener una visioén integrada de las técnicas y métodos utilizados en biociencias moleculares y biomedicina.

DESCRIPCION DE CONTENIDOS

0. Introduccion.

Ingenieria Genética: definiciones. Herramientas de la Ingenieria Genética. El DNA recombinante. Desarrollo
histérico. Uso responsable de la Ingenieria Genética.

1. Enzimologia basica utilizada en la manipulacién de los acidos nucleicos.

Nucleasas especificas: Enzimas de restriccion tipo IIP y tipo S. DNA polimerasas: DNA pol | y el fragmento
Klenow, transcriptasa reversa, polimerasas termoestables. DNA ligasas. Nucleasas no especificas.
Polinucleétido quinasa. Fosfatasa alcalina.

2. Obtencion, purificacion y caracterizacion de acidos nucleicos.

Métodos rapidos de obtencién de DNA. Procedimiento estandar de extraccidon de acidops nucleicos.
Purificacion y/o concentracién de &acidos nucleicos. Obtencién de plasmidos. Andlisis cuantitativo y
cualitativo de los 4acidos nucleicos. Identificacion de secuencias especificas de acidos nucleicos en
mezclas complejas: obtencion de sondas y técnicas de hibridacion. Southern Blot y Northern Blot.
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3. Vectores basicos de clonacion.

Plasmidos: tipos y caracteristicas. La complementacién alfa. Bacteriéfagos. Fagémidos. Cdsmidos.
Cromosomas artificiales. Vectores bi-funcionales o lanzadera. Plasmidos de levadura. Transformacion de
bacterias y levaduras. Vectores y procedimientos para la expresion heteréloga de proteinas

4. Sintesis de fragmentos especificos de DNA.

Sintesis de cDNA. Obtencién de cDNAs completos. Sintesis de oligonucleétidos. La reaccidn en cadena de
la polimerasa (PCR). Tipos de PCR. Amplificacion isotérmica de acidos nucleicos.

5. Estrategias de clonacion.

Clonacién de fragmentos de restriccion. Generacion y unién de fragmentos de restriccion. Generacion de
extremos romos y protuberantes. Clonaciéon no-direccional y direccional. Restricciones completas y
parciales. Construccién y caracterizaciéon de genotecas de DNA gendmico. Clonacion de cDNAs.
Genotecas de cDNA. Clonacion de productos de PCR. TA cloning. Adicion de secuencias en los extremos
de un fragmento de PCR. Técnicas especiales de clonacion: User assembly. Gibson assembly. Golden
Gate. Gateway cloning. Clonacién mediante recombinacion: clonacion por recombinacion homéloga en
levadura: TAR (transformation-associated recombination) cloning. Gendémica sintética.

6. Secuenciacion de DNA.

El método de Sanger. Obtencién de la secuencia de genomas completos: los genomas de referencia.
Nuevos métodos de alta capacidad de secuenciacion (NGS): segunda y tercera generacion.

7. Técnicas para el estudio de la expresion génica.

Northern blot. Matrices (arrays) de DNA. Cuantificacién de transcritos mediante PCR. PCR
semicuantitativa. PCR a tiempo real. RNA-seq. RNA-seq de células individuales.
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8. Identificacion y caracterizacion de interacciones fisicas entre macromoléculas

Interacciones proteina-proteina: Co-inmunoprecipitacion de proteinas. La técnica TAP. El método del doble
hibrido. Interacciones proteina-DNA: Cambios de movilidad en gel. Inmunoprecipitaciéon de cromatina

(Chlp).

9. Modificacion de la secuencia de DNA

Genética directa y Genética reversa. Mutacion al azar. Mutagénesis quimica. Identificacion de mutantes y
clasificacién alélica en levaduras. Clonacion por complementacién. Mutagénesis insercional en levaduras y
ratones. Interacciones genéticas entre alelos mutantes: supresion y letalidad sintética. Cambios
especificos en la secuencia. Mutagénesis dirigida in vitro. Disrupciones génicas. Técnicas de mutagénesis
dirigida basada en la PCR. Intercambio de secuencias silvestres por secuencias mutadas in vitro mediante
recombinacion homodloga. Adicion gendmica de etiquetas a proteinas. Evolucion dirigida y phage display.

10. Modificacion genética en células y organismos superiores.

Transfeccion y transduccién. Expresion transitoria y permanente. Principales vectores viricos. Adenovirus.
Virus adenoasociados. Retrovirus y lentivirus. Edicién genémica en organismos complejos. Nucleasas de
alta especificidad. Meganucleasas. Nucleasas con dedos de zinc. TALEN. Cas9/CRISPR. Terapia génica:
CAR-T. Terapia génica: SMA y anemia falciforme. Gene drive. Mutagénesis masiva en células superiores e
identificacién fenotipica de mutantes. Letalidad sintética y cancer.

11. Transgénesis en animales.

Animales transgénicos: obtencion y aplicaciones. Manipulacién de células embrionarias. Micro inyeccion.
Pruebas de transfeccion. Obtencién de animales clénicos.

12. SESIONES PRACTICAS

Practica 1.- Construccion de una genoteca.
Practica 2.- Expresion de proteinas en Escherichia coli.
Practica 3.- Construccion del mapa de restriccion de un plasmido.
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Practica 4.- Deteccidn y caracterizacion de levaduras transgénicas.
Practica 5 - Identificacion de interacciones entre proteinas mediante el método del doble hibrido

VOLUMEN DE TRABAJO (HORAS)

ACTIVIDADES PRESENCIALES
Actividad Horas
Teoria 40,00
Practicas en aula 4,00
Laboratorio 16,00
Total horas 60,00
ACTIVIDADES NO PRESENCIALES
Actividad Horas
Asistencia a otras actividades 0,00
Elaboracion de trabajos individuales o en grupo 0,00
Estudio y trabajo autbnomo 0,00
Preparacion de clases 90,00
Preparacion de actividades de evaluacion 0,00
Resolucién de casos practicos 0,00
Total horas 90,00

METODOLOGIA DOCENTE

El desarrollo de la asignatura se estructura en base a sesiones tedricas, tutorias personales o a través del
correo electrénico.

Sesiones tedricas: En el apartado de trabajo presencial, se incluyen un total de 35 sesiones de clases
tedricas correspondientes a lecciones magistrales y 4 sesiones clases de cuestiones, de una hora de
duracion. Con anterioridad a cada leccion, los estudiantes dispondran de todo el material grafico
significativo que vaya a ser presentado. Dicho material estara incluido en la correspondiente pagina web
del Aula Virtual de la Universitat de Valéncia. De esta forma, se pretende que el estudiante pueda seguirlas
con comodidad, tomando solamente las notas necesarias para su apropiada comprension.

Tutorias personales: La funcion de las tutorias es ayudar y guiar de forma personal al estudiante en todos
los problemas que surjan al enfrentarse con el estudio de la asignatura. Facilitan el intercambio de
opiniones entre el profesor y el estudiante, en un esfuerzo de aproximacion a la ensefianza individualizada.
Las tecnologias de la informaciéon y de la comunicacién también pueden utilizarse para potenciar la
interaccion profesor-estudiante. En todo caso se prefiere la tutoria presencial mucho mas adecuada para
la explicacion de las dudas y cuestiones.

Actividades practicas: Se han programado 5 sesiones de 2 a 4 horas (total 17 h) sobre diversos aspectos
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de las técnicas de Biologia Molecular y DNA recombinante que son adaptables a un laboratorio de
practicas.

EVALUACION

Se realizara un examen para valorar los conocimientos adquiridos en las clases tedricas y practicas.

A la parte tedrica le correspondera un valor del 85% de la nota final mientras que las practicas
representaran el 15% (repartidas entre la memoria, 7,5%, y una o varias preguntas relacionadas con las
practicas que se incluirdn en el examen de la asignatura, que representaran el 7,5% de la nota). Para
aprobar la asignatura se necesitara una puntuacion minima de 4,5 puntos sobre los 9,25 puntos del
examen (8,5 puntos de la parte de teoria y 0,75 puntos de las cuestiones de practicas).

Se valorardn adicionalmente (hasta 0.5 puntos) las presentacion voluntaria de las respuestas a las
cuestiones planteadas por el profesor en sesiones de tutorias.

La asistencia a las practicas es obligatoria y también lo es la presentacién de la memoria. En caso de no
aprobar la asignatura, la nota de practicas correspondiente a la memoria y a las cuestiones del examen se
podra conservar para la convocatoria o curso siguiente.

BIBLIOGRAFIA

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. 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.

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.
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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 tedricas 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.

BIRREN ET AL. (1999). Genome analysis. 4 Volimenes. Cold Spring Harb. Lab. Press. Uno de los mas
completos libros de protocolos, considerando los 4 volimenes. 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 volimenes). El mas famoso libro de protocolos de Biologia Molecular. Es uno
de los mas populares y la actualizaciéon 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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