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Carreral/s: Licenciatura en Biotecnologia
Asignatura: Ingenieria Genética Il

Nucleo al que pertenece: Complementario Electivo (Ciclo Superior de la
Orientacién Genética Molecular); Complementario Adicional (Ciclo Superior de
la Orientacion Bioprocesos)!

Profesores/as: Mariano N. Belaich, Maria Laura Migliori

Correlatividades previas: Ingenieria Genética |

Objetivos:

M Que el/la estudiante tenga conocimientos amplios sobre sintaxis
génica para a partir de alli, entender la informacion gendmica y a
su vez, poder plantear estrategias que deriven en su manipulacion.

M Que ellla estudiante sea capaz de formular planes de trabajo de
Investigacion y Desarrollo donde la ingenieria genética sea central
en el enfoque metodoldgico.

M Que ellla estudiante se familiarice con la literatura cientifica
original, tomandola como referente en la construccion y divulgacion
del conocimiento.

M Que ellla estudiante se familiarice con el trabajo de laboratorio
centrado en biologia celular y molecular con fines biotecnoldgicos.

Contenidos minimos:

Genética  estructural avanzada. Clonado Molecular tradicional vy
recombinogénico. Disciplinas &émicas Yy tecnologias biolégicas de high
throughput. Variantes de PCR cuantitativa y amplificaciones isotérmicas;
aplicaciones. Técnicas para el andlisis de transcriptos. Hibridacion en
microarreglos. Procesos biotecnoldgicos de células eucariotas. Sistemas
eucarioticos, virales y no virales, para la expresion de genes heterdlogos.
Metodologias de transfeccion. Terapia génica. Oligonucleétidos antisentido.
Ribozimas. ARN de interferencia. Edicién de genomas. Empleo de células madre

1 En plan vigente, Res CS N° 125/19. Para el plan Res CS N° 277/11, pertenece al Niicleo de
Orientacion. Para el Plan Res CS N° 181/03 pertenece al Nucleo Orientado y se denomina
“Ingenieria Genética Aplicada”.



(stem cells) en terapia de organismos superiores. Introduccién a la biologia
sintética; aplicaciones.

Carga horaria semanal:
8 horas por semana.

Programa analitico:

MODULO 1: INGENIERIA GENETICA Y CLONADO MOLECULAR
Fundamentos: La biotecnologia moderna necesita de la Ingenieria genética, y
ésta de las metodologias del clonado molecular. Por ello, en esta etapa se
contextualizara a la biotecnologia en funcion de sus alcances y sectores de
aplicacion (salud humana y veterinaria, agrobiotecnologia, biotecnologia
ambiental e industrial), y se revera todo lo relativo a las técnicas tradicionales
gue permiten realizar construcciones genéticas para diversos fines. A partir de
alli, se profundizara en todos los nuevos sistemas de clonado molecular basados
en integrasas y en otras actividades enzimaticas.

Contenidos teoricos: Definiciones sobre biotecnologia clasica y moderna,
impactos y perspectivas. La genética como ciencia central en la biologia. Sujetos
de manipulacién: biodiversidad de organismos y virus. Modelos celulares y de
organismos enteros para la experimentacion. Ingenieria Genética. Clonado
Molecular tradicional. Técnicas estandares de identidad para acidos nucleicos:
mapas fisicos, hibridacion, PCR, secuenciacion. Nuevos sistemas de clonado
molecular. Métodos de transferencia horizontal de acidos nucleicos a células
procariotas y eucariotas.

Contenidos practicos: Disefio de construcciones genéticas in silico utilizando
diferentes estrategias para el clonado molecular (tradicionales y nuevas). Cultivo
de células eucariotas y transfeccion de acidos nucleicos.

MODULO 2: TECNOLOGIAS GENOMICAS

Fundamentos: Para generar bienes y servicios Utiles basados en ingenieria
genética es vital en primer lugar disponer de informacion de secuencias y de
conocimiento sobre la funcion de cada uno de los componentes del gen y de los
genomas. En esta etapa se analizaran cuestiones generales de sintaxis génica
y citogenética, y se describirdn todos los nuevos procedimientos para la
adquisicion de informacion genomica. Ademas, se discutiran metodologias
moleculares para la identificacion y cuantificacibn de genomas en muestras
problema.

Contenidos tedricos: Arquitectura y sintaxis génica en los genomas de
bacterias, arqueas, eucariotas, organelas y virus. Moviloma. Epigendmica.
Técnicas citogenéticas. Proyectos genomas y nuevos métodos de secuenciacion
(NGS). Proyectos asociados y aplicaciones en la determinacién de genomas de



individuos y de fésiles. Metagenomica. Identificacion molecular de genomas por
diversos métodos enzimaticos y sus aplicaciones en el diagndstico: Real Time
PCR, métodos isotérmicos, whole genome amplification, entre otros.
Contenidos practicos: Taller de literatura cientifica asociada. Identificacion y
cuantificacion de DNA viral mediante meétodos enzimaticos (PCR
semicuantitativa, Real Time-PCR).

MODULO 3: TECNOLOGIAS TRANSCRIPTOMICAS

Fundamentos: La constitucién de la materia viva, o su fenotipo, deriva de una
compleja interaccion entre la informacion contenida en los genomas y el
ambiente. Ya descriptos los nuevos procedimientos para la adquisicion de
secuencias en el modulo anterior, y discutidos algunos aspectos centrales de la
sintaxis génica, nos abocaremos a visibilizar los nuevos conceptos relativos a la
transcripcion, a los transcriptos, y a su regulacion. A partir de ellos discutiremos
aplicaciones concretas y se analizaran las tecnologias actuales de analisis global
de transcriptomas.

Contenidos tedricos: Transcripcion de genomas y su regulacion. ARN de
interferencia y microARNs. Splicing alternativo y trans-splicing. Ribozimas.
Técnicas para la determinacion global de transcriptomas y sus aplicaciones.
Microarreglos para la evaluacion de transcriptomas. Metodologias de knock
down génico en organismos y modelos celulares.

Contenidos practicos: Taller de literatura cientifica asociada. Aplicacion de
RNA de interferencia en el modelo animal Caenorhabditis elegans.

MODULO 4: TECNOLOGIAS PROTEOMICAS

Fundamentos: Los genomas poseen numerosos genes, donde cada una de
estas secuencias puede ser capaz de generar varios transcriptos, y a su vez,
cada uno de estos puede producir mas de un polipéptido. En consecuencia, la
protebmica es una ventana de analisis en biologia molecular de suma
trascendencia. En funcién de ello, en este médulo se reveran los procesos de
traduccién proteica y todas las tecnologias actuales utiles para la determinacion
y comparacion de proteomas.

Contenidos tedricos: Traduccion de proteinas y su regulacion en procariotas y
eucariotas. Modificaciones postraduccionales tipicas segun organismos y
funcién. Caracterizacion de proteinas in vitro e in vivo. Técnicas para la
determinacion  global de proteomas. Electroforesis bidimensional,
espectroscopias de masas y secuenciacion peptidica. Aplicaciones.
Contenidos practicos: Taller de literatura cientifica asociada.

MODULO 5: TECNOLOGIAS INTERACTOMICAS



Fundamentos: Comprendidas las metodologias actuales de generacion de
conocimiento sobre informacion gendmica, transcriptomica y protedmica,
pasaremos a analizar las tecnologias asociadas a la determinacion de los mapas
de interacciones entre las moléculas de la célula, lo cual derivara en descubrir
parte de la compleja red que transforma a la materia viva en un sistema activo
capaz de transformar energia, consumir insumos del ambiente, y responder ante
sus estimulos e injurias.

Contenidos tedricos: Metodologias high throughput para la determinacion de
interacciones intermoleculares en la célula, in vivo e in vitro (4cidos nucleicos
entre si, acidos nucleicos con proteinas, proteinas con proteinas). Aplicaciones.
Contenidos practicos: Taller de literatura cientifica asociada.

MODULO 6: EDICION GENOMICA

Fundamentos: Los modulos anteriores se centran en la descripcion molecular
de la materia viva sumando procedimientos aplicables a cualquier entidad
biologica que habita este planeta. A partir de aqui, utilizaremos dicha informacion
para discutir las tecnologias vigentes que existen para manipular organismos y
virus de un modo deliberado.

Contenidos tedricos: Definicion y utilidad de OGMs (Organismos
Genéticamente Modificados) y VGMs (Virus Genéticamente Modificados).
Clonacién de organismos. Fecundacion y desarrollo en organismos eucariotas.
Mutagénesis genomica dirigida: métodos tradicionales y modernos. Aplicacion
de las nucleasas sitio especificas: nucleasas Zinc Finger, TALEN y CRISPR/Cas.
Sistema Cre-loxp. Genética reversa en virus. Aplicaciones en la biodiversidad y
ejemplificaciéon de casos. Mutagénesis genomica al azar para estudios de
gendmica funcional: métodos tradicionales y modernos. Aplicaciones vy
ejemplificacion de casos. Biofabricas.

Contenidos practicos: Taller de literatura cientifica asociada. Disefio de
construcciones genéticas in silico. Mutagénesis gendémica dirigida sobre un virus.

MODULO 7: EXPRESION DE PROTEINAS EN CONTEXTOS HETEROLOGOS
Fundamentos: Las proteinas son moléculas trascendentes para la vida, lo cual
deriva en que su produccion se ha transformado en central para diversas
aplicaciones que van desde la salud hasta las industrias. En este médulo se
discutiran varios sistemas de expresion de proteinas en contextos heterdlogos y
su utilidad en funcién de las caracteristicas de los polipéptidos y en los costos
para su produccion.

Contenidos tedricos: Definicidbn de proteinas recombinantes y aplicaciones.
Sistemas libres de células. Sistemas bacterianos. Sistemas para Levaduras y
otros hongos. Sistemas de células eucariotas en cultivos in vitro. Sistemas virales
para células de mamiferos. Cultivo de células animales en monocapa y



suspension. Uso de microcarriers. Los baculovirus como sistemas de expresion
en eucariotas. Organismos como biorreactores.

Contenidos préacticos: Taller de literatura cientifica asociada. Utilizacion de
baculovirus para la expresion de una proteina en células de insecto y/o larvas.

MODULO 8: TERAPIA GENICA

Fundamentos: El componente genético en el desarrollo de una enfermedad
presenta diferente relevancia en funcibn de su impacto. En ciertos casos,
determinadas mutaciones condicionan la generacién de cuadros clinicos de alta
incapacidad y riesgo de muerte, siendo la Unica oportunidad de cura la aplicacién
de nueva informacidn genética, tanto para reparar esas células o para matarlas.
En dicho contexto, se discutiran los procedimientos en desarrollo sobre terapia
geénica y las tecnologias disponibles para encararla.

Contenidos teoricos: Relevancia del componente genético en el desarrollo de
enfermedades. ldentificacion de acciones terapéuticas. Genes terapeuticos.
Terapia génica in vivo. Vehiculos virales y no virales. Ejemplificacion de casos.
Terapia génica ex vivo. Relevancia de las células madre. Ejemplificacion de
casos. Terapia génica germinal.

Contenidos practicos: Taller de literatura cientifica asociada. Evaluacion de un
vehiculo viral (baculovirus) en un organismo modelo (Caenorhabditis elegans).

MODULO 9: BIOLOGIA SINTETICA

Fundamentos: En los dltimos afios, la biologia dio un salto cualitativo y dejé de
interesarse solo en comprender los mecanismos moleculares que gobiernan a la
naturaleza viva, sino también a modificarlos de manera tal de reprogramar a los
organismos Yy virus, o incluso a sintetizarlos a medida. Este nuevo escenario
revolucionario promete transformar a la biotecnologia tal cual la conocemos,
poniéndola en una nueva dimension nunca antes vista: la programacion y/o
reprogramacion de funciones vitales.

Contenidos teodricos: Definiciones e historia sobre la biologia sintética.
Biobricks: sensores, reguladores, conectores, actuadores. Composicion de
dispositivos y circuitos complejos. Puertas logicas. Sistemas sintetizadores,
sensores, strickers y buscadores. Disefio y conformacién de circuitos génicos.
Metodologias de ensamblaje. Sintesis de genomas. Edicibn de genomas: su
reescritura y reduccion. Estudio de casos en salud, ambiente y agricultura.
Perspectivas del campo cientifico.

Contenidos practicos: Taller de literatura cientifica asociada. Disefio in silico
de circuitos genéticos para aplicaciones concretas.

Trabajos Practicos de Laboratorio



Trabajo practico N°1
Titulo: Desarrollo de una plataforma biotecnoldgica sobre el baculovirus autoctono
AgMNPV.
Objetivo general: Desarrollo y evaluacion de una nueva plataforma biotecnolégica
baculoviral que asista en la expresién de proteinas en contextos eucariotas, en la
vehiculizacion de genes terapéuticos en animales, y en la formulacion de
biocontroladores de plagas agricolas locales.
Objetivos especificos:
1. Modificar el genoma del baculovirus AQMNPV introduciéndole funciones de
replicacion y modificacién en Escherichia coli (Bacmido-Ag).
2. Evaluar la generacion de AQMNPV recombinantes derivados del Bacmido-Ag,
Gtiles para la expresion de proteinas en entornos eucariotas.
3. Evaluar la generacion de AQMNPV recombinantes derivados del Bacmido-Ag,
Utiles para generar bioplaguicidas.
4. Evaluar la generacién de AQMNPV recombinantes derivados del Bacmido-Ag,
Gtiles para transducir mamiferos y otros animales no susceptibles.

Actividades a realizar: Para llevar adelante el trabajo se realizaran actividades tales
como, observaciones microscopicas de lineas celulares, purificacion de gDNA viral
mediante metodologias tradicionales, purificacién plasmidica mediante miniprep por lisis
alcalina, estimaciones de concentracion de acidos nucleicos mediante la deteccion de
sus propiedades espectroscépicas, y mediante real time PCR (qPCR) empleando
guimica SyBrGreen. También se llevaran a cabo electroforesis de 4cidos nucleicos en
geles de agarosa en condiciones tradicionales de corrida y tincion, ensayos de
transfeccion e infeccion en cultivos in vitro, ensayos de expresion proteica mediante
SDS-PAGE con el sistema tris-glicina, y posteriores tinciones con Coomassie Brilliant
Blue. Finalmente, se realizaran ensayos de transduccion sobre células humanas HEK-
293, y sobre larvas L4 de C. elegans.

Trabajo practico N°2
Titulo: ARN de interferencia en Caenorhabditis elegans.
Objetivo general: Evaluar la utilidad del silenciamiento génico postranscripcional en el
modelo animal C. elegans (cepa wild type), y de esta forma poder utilizar este organismo
modelo en investigacién para el estudio de diversas enfermedades humanas.
Objetivos especificos:
1. Disponer de una poblacién sincronizada de C. elegans.
2. Describir el fenotipo de nematodos adultos alimentados con bacterias
modificadas mediante ingenieria genética (cepa HT115DE3) que expresan los
dsRNA.

Actividades a realizar: Para llevar adelante el trabajo se realizaran actividades tales
como, observaciones de nematodos mediante lupa o microscopio de bajo aumento,
sincronizacion de poblaciones de nematodos al mismo estadio de desarrollo mediante
el método de cloro, y se realizaran ensayos de RNA de interferencia mediante
alimentacion de larvas L1 de C. elegans con bacterias modificadas mediante ingenieria
genética que expresan el ARNdc (RNAI feeding).

Ambos trabajos practicos se realizan en varias jornadas de laboratorio.
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La bibliografia que no se encuentra en la Biblioteca de la UNQ es suministrada
por los docentes, ya sea porque se dispone de las versiones electrénicas y/o se
dispone del ejemplar en el grupo de investigacién asociado.

Organizacion de las clases:

La asignatura se organiza en clases tedricas, seminarios de lectura y discusion
de articulos cientificos, clases de resolucién de situaciones problematicas y
jornadas de laboratorio. El trabajo aulico incluye imparticion de clases
magistrales mezcladas con modalidad aula-taller.



Modalidad de evaluacion:

Las/os estudiantes deben realizar 3 trabajos domiciliarios grupales que
involucran la propuesta de planes de trabajo (con formato preestablecido) en
base a teméticas asociadas a los contenidos del curso. Los mismos deben ser
entregados en formato papel y defendidos oralmente. También, la/os estudiantes
deben realizar 2 informes de laboratorio asociados a las jornadas experimentales
planificadas (con un formato preestablecido), exponer trabajos publicados en
revistas cientificas internacionales y rendir 1 examen escrito y presencial al final
de cursada. Todas las instancias de evaluacion cuentan con su recuperatorio.

Aprobaciéon de la asignatura segun Régimen de Estudios vigente de la
Universidad Nacional de Quilmes:
La aprobacion de la materia bajo el régimen de regularidad requerira: Una
asistencia no inferior al 75 % en las clases presenciales previstas, y cumplir con
al menos una de las siguientes posibilidades:
(a) la obtencion de un promedio minimo de 7 puntos en las instancias
parciales de evaluacion y de un minimo de 6 puntos en cada una de ellas.
(b) la obtencidon de un minimo de 4 puntos en cada instancia parcial de
evaluacion y en el examen integrador, el que sera obligatorio en estos
casos. Este examen se tomaréa dentro de los plazos del curso.
Los/as alumnos/as que obtuvieron un minimo de 4 puntos en cada una de las
instancias parciales de evaluacion y no hubieran aprobado el examen integrador
mencionado en el Inc. b), deberan rendir un examen integrador, o en su
reemplazo la estrategia de evaluacién integradora final que el programa del curso
establezca, que el cuerpo docente administrara en los lapsos estipulados por la
UNQ.

Modalidad de evaluacion examenes libres:

En la modalidad de libre, se evaluaran los contenidos de la asignatura con un
examen escrito, un examen oral e instancias de evaluacion similares a las
realizadas en la modalidad presencial. Los contenidos a evaluar seran los
especificados anteriormente incluyendo demostraciones tedricas, laboratorios y
problemas de aplicacion.



Anexo Il

CRONOGRAMA TENTATIVO
Actividad*
Semana Tema/unidad Teorico Practico Evaluacion
Res | Lab. Otros
Prob. Especificar
1 Marco conceptual sobre Biotecnologia e Ingenieria Genética Teorico
2 Clonado molecular Tedrico/Res. Prob.
2 Trabajo con software en computadoras. Inicio primer trabajo domiciliario Lab. X
3 Arquitectura genémica y sintaxis génica Tedrico
4 Métodos de secuenciacion de Ultima generacion Tedrico
4 Métodos de secuenciacion de ultima generacion: aplicacion en genémica y Tedrico/Discusion papers
epigenémica
5 Trabajo Lab. 1: Purificacion de acidos nucleicos de diferentes fuentes Lab.
5 Hibridacion en microarreglos Tedrico
6 Métodos de secuenciacidon de ultima generacidn: aplicacion en andlisis de Tedrico/Discusion papers
transcriptos
7 PCR: punto final/tiempo real/digital Teorico/Res. Prob.
7 Trabajo Lab. 1: PCR (punto final/tiempo real) Lab.
7 Inicio segundo trabajo domiciliario X
8 Diagnastico de acidos nucleicos con métodos isotérmicos Tedrico/Discusion papers
8 Exposicién de Primer trabajo domiciliario X
8 ARNSs no codificantes Tedrico
9 Aplicaciones ARNSs no codificantes Tedrico/Res. Prob.




9 Trabajo Lab. 1: clonado molecular recombinogénico (a) Lab

9 Trabajo Lab. 2: Aplicaciones ARNs no codificantes Lab

10 Proteémica: estudios high-throuputh Tedrico/Res. Prob.

10 Interactémica: estudios high-throuputh Tedrico/Res. Prob.

10 Inicio tercer trabajo domiciliario X
11 Trabajo Lab. 1: clonado molecular recombinogénico (b) Lab.

11 Mutagénesis genodmica Tedrico

12 Terapia génica Tedrico

12 Exposicion segundo trabajo domiciliario X
13 Trabajo Lab. 1: transfeccion en células eucariotas Lab.

13 Resolucion de problemas/Discusion de papers Res. Prob./Discusion papers

14 Biologia Sintética (a) Teorico

14 Biologia sintética (b) Teorico

14 Entrega de Informe de laboratorio 2 X
15 Trabajo Lab. 1: Infeccion de células eucariotas Lab.

15 Resolucion de problemas integradores Res. Prob.

16 Trabajo Lab. 1: Ensayos biolégicos en modelos animales Lab.

16 Exposicion tercer trabajo domiciliario X
17 Examen integrador X
17 Entrega de Informe de laboratorio 1 X
17 Exposicion Trabajo domiciliario 3 X
18 Recuperatorios X
18 Integrador X

*INDIQUE CON UNA CRUZ LA MODALIDAD




