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PLAN 2011
INGENIERIA GENETICA MOLECULAR
CARRERA: LICENCIATURA EN BIOTECNOLOGIA

|.  IDENTIFICACION

1. Cddigo : 44B
2. Horas Semanales de Clase :6
2.1. Tebricas 13
2.2.  Précticas 03
3. Créditos 14
4.  Pre-Requisito : Genética Molecular

ll.  JUSTIFICACION

El surgimiento de la Ingenieria Genética o Tecnologia del DNA' Recombinante ha
generado descubrimientos asombrosos que han introducido avances sin precedentes en el
area de las ciencias biolégicas. La historia y los avances del conocimiento y los
experimentos cruciales que dieron origen a la identificacion del material genético son
extremadamente interesantes e ilustrativos. El descubrimiento de la estructura
tridimensional del DNA por Watson y Crick (1953) constituyen la piedra angular de la
investigacion biolégica moderna. A partir de aquellos estudios pioneros en que se definié
el cédigo genético surgid la necesidad de generar acidos nucleicos no naturales. Se inicio
entonces la era del desarrollo de técnicas que permitan sintetizar DNA in vitro. El objetivo
de este curso es estudiar los fundamentos que permiten la manipulacién del DNA sintético,
la expresion de proteinas generadas in vitro, el estudio de la funcionalidad de esas
proteinas y el conocimiento de las técnicas empleadas para llevar a cabo estos estudios.

1l OBJETIVOS

- Conocer el lenguaje utilizado en los experimentos de Ingenieria Genética.

- Comprender los fundamentos teéricos de la manipulacion del DNA.

- Analizar las tecnologias aplicadas para realizar experimentos de manipulacién
de genes.

- Reconocer la tecnologia de la expresién de genes en diferentes sistemas de
expresion (en sistemas eucariotas y procariotas)

- Desarrollar destrezas en la comprensiéon de textos mediante la lectura y
discusion critica de publicaciones cientificas recientes que aplican tecnologia de
ingenieria genética en modelos experimentales.

! Luego de consultar a especialistas sobre cada uno de los temas, se adaptaron algunos términos, en
un intento de uniformizar el lIéxico en el campo de la bioquimica y de la genética molecular (Alberts,
B. 2010. Nota de los traductores. En Biologia Molecular de la Célula, pp. xxxiv—xxxv. Barcelona:
Ediciones Omega).

Campus Universitario - San Lorenzo - Teléf. 585 600 - Fax (595 - 21) - 585 600
Casilla de Correo: 1039 - 1804 (Asuncidn) Paraguay
e-mail: facen@facen.una.py - web: www.facen.una.py



Universidad Nacional de Asuncién

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

CONTENIDOS
A. UNIDADES PROGRAMATICAS
Vectores plasmidicos.
Enzimas de restriccion.
Genotecas: Tipos, construccion y rastreo.
Estrategias, fundamentos y aplicaciones de técnicas de clonado molecular.
Transformacion de células procariotas y eucariotas.
Expresion de proteinas recombinantes.
Técnicas de andlisis de acidos nucleicos, DNA y RNA.
Secuenciacion del DNA.
Construccion y andlisis de bibliotecas genémicas.
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B. DESARROLLO DE LAS UNIDADES PROGRAMATICAS
1. Vectores plasmidicos
1.1.  Vectores de clonacion y expresion.

1.1.1. Plasmidos.
1.1.1.1. Clasificacién de Plasmidos:
1.1.1.2. Plasmidos F.
1.1.1.3. Plasmidos R.
1.1.1.4. Plasmidos Col.

1.1.15. Plasmidos degradativos.
1.1.1.6. Plasmidos virulentos.
1.1.1.7. puUC118.

1.1.1.8. ColE1l.

1.1.1.9. RPA4.

1.1.1.10. TOL.

1.1.1.11. pTiAch5.

1.1.2. Tipos de fagos segun estructura.
1.1.2.1. Bacteriéfago lambda.
1.1.2.2. M13

1.1.3. Césmidos.

1.1.4. YAC.

1.1.5. BAC.

1.1.6. Fagémidos.

2. Enzimas de restriccién

2.1.  Definicion.

2.2.  Tipos de enzimas de restriccion.

2.3.  Aplicaciones.

2.4. Enzimas de uso mas frecuente en la clonacién molecular.

2.5.  Seleccion de enzimas de restriccion para la clonacion molecular.
3. Genotecas: Tipos, construccion y rastreo

3.1. Tipos.
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3.2.

3.3.

3.1.1. Biblioteca gendémica.

3.1.2. Biblioteca de cDNA.

Construccion de una biblioteca gendmica.

3.2.1. Aislamiento del DNA genémico.

3.2.2. Purificacién del DNA gendmico.

3.2.3. Clonacion de fragmentos del DNA gendmico en los vectores
elegidos.

Construccion de una biblioteca de cDNA.

3.3.1. Extraccion y purificacion del mRNA.

3.3.2. Control de la integridad del mMRNA extraido.

3.3.3. Produccion del cDNA.

3.3.4. Ligacion del cDNA a un vector.

4. Estrategias, fundamentos y aplicaciones de técnicas de clonado

molecular

4.1. Seleccion del vector.

4.2.  Amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del DNA
blanco.

4.3. Ligacion.

4.4.  Transformacion.

4.5.  Amplificacién de clones en placas de agar.

4.6.  Subclonacion.

4.7.  Aplicaciones de la clonacién molecular.

5. Transformacidn de células procariotas y eucariotas

5.1.

Mecanismos.

5.1.1. Competencia natural.

5.1.2. Competencia artificial.
5.1.2.1. Shock térmico.
5.1.2.2. Electroporacion.
5.1.2.3. Biobalistica.

5.1.3. Transduccién (viral).

6. Expresidon de proteinas recombinantes

6.1.

6.2.
6.3.
6.4.
6.5.

Vectores de expresion.

6.1.1. Elementos de los vectores de expresion.

6.1.2. Sistemas de expresién de genes en procariotas.
6.1.3. Sistemas de expresién de genes en eucariotas.
Expresion en bacterias.

Expresion en levaduras.

Expresion en células de insecto (Baculovirus).

Expresion en células de mamifero.

7. Técnicas de analisis de acidos nucleicos, DNA y RNA

7.1.

Purificacion de DNA y RNA.
7.1.1. Fundamento tedrico.
7.1.2. Métodos de purificacion de DNA.
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7.2.

7.3.

7.4.

7.1.3. Métodos de purificacion de RNA.
7.1.4. Métodos de cuantificacion de DNA.
Electroforesis.

7.2.1. Geles de agarosa.
7.2.2. Geles de poliacrilamida.
7.2.3. Electroforesis capilar.
Hibridacion.

7.3.1. Fundamento tedrico.

7.3.2. Tipos de hibridacion.

7.3.3. Aplicaciones.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
7.4.1. Fundamento tedrico.

7.4.2. Tipos de PCR.

7.4.3. Aplicaciones de la PCR.

8. Secuenciacion del DNA

8.1.
8.2.
8.3.
8.4.
8.5.
8.6.

Historia y fundamento.

Métodos de terminacion de la cadena.
Automatizacién de la secuenciacion.
Pirosecuenciacion.

Secuenciacién de alto rendimiento.
Aplicaciones.

9. Construccién y analisis de bibliotecas gendmicas

9.1.
9.2.
9.3.
9.4.
9.5.
9.6.

Gendmica estructural: mapas genéticos, mapas de restriccion.
Genbmica funcional.

Gendmica comparativa.

Protedmica.

Transcriptomica.

Otras 6micas.

C. OBJETIVOS PEDAGOGICOS POR UNIDAD
Al finalizar el estudio y la practica de la Unidad 1 “Vectores plasmidicos”,
el estudiante sera capaz de:

Identificar los componentes principales de un vector de clonacién o de
expresion.

Diferenciar los vectores de clonacion y los vectores de expresion.

Describir el vector mas adecuado de acuerdo al tamafio del gen blanco que
desee clonar.

Conocer los vectores de clonacion y expresion frecuentemente usados en la
actualidad.

Al finalizar el estudio y la practica de la Unidad 2 “Enzimas de restriccion”,
el estudiante seré capaz de:

Conocer los tipos de enzimas de restriccion existentes.
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- ldentificar las principales enzimas de restriccion (procedencia y nombre).

- Manejar las temperaturas y sitios de corte de las enzimas.

- Seleccionar las enzimas de restriccion mas adecuadas de acuerdo al vector
y el inserto elegido para el experimento.

Al finalizar el estudio y la practica de la Unidad 3 “Genotecas: Tipos,
construccion y rastreo”, el estudiante sera capaz de:
- Reconocer los tipos de genotecas y para qué sirven de acuerdo al estudio
gue se desee realizar.
- Entender como se purifica el material genético del genoma.
- Describir como se construye una biblioteca de cDNA.
- Describir cdmo se liga el cDNA producido al vector elegido.

Al finalizar el estudio y la practica de la Unidad 4 “Estrategias,
fundamentos y aplicaciones de técnicas de clonado molecular”, el estudiante
serd capaz de:

- Seleccionar el vector mas adecuado de acuerdo al estudio.

- Describir la aplicacion de la reacciéon en cadena de la polimerasa en la

clonacion.

- Explicar el fundamento de la ligacion y transformacién del gen blanco en un

vector.

- Describir el proceso de amplificacion de un clon.

- Describir la subclonacién, su funcién y sus aplicaciones.

Al finalizar el estudio y la practica de la Unidad 5 “Transformaciéon de
células procariotas y eucariotas”, el estudiante sera capaz de:
- Describir el proceso de la transformacion y los mecanismos utilizados.
- Explicar la transduccién en la expresién de virus.
- Conocer las ventajas, desventajas y las aplicaciones de los diferentes
mecanismos de transformacion.

Al finalizar el estudio y la préactica de la Unidad 6 “Expresiéon de proteinas
recombinantes”, el estudiante sera capaz de:
- Explicar el proceso de expresion de una proteina recombinante.
- Seleccionar el mejor sistema de expresion de acuerdo al estudio que desee
realizar.
- Describir las aplicaciones y las ventajas de las proteinas recombinantes.

Al finalizar el estudio y la practica de la Unidad 7 “Técnicas de analisis de
acidos nucleicos, DNA y RNA”, el estudiante sera capaz de:
- Describir los diferentes métodos de purificacion de &cidos nucleicos (DNA y
RNA).
- Conocer las ventajas y desventajas de cada método.
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- Explicar el fundamento de la electroforesis de &cidos nucleicos y los
diferentes tipos de electroforesis utilizados.

- Definir qué es la hibridacion, los tipos y las aplicaciones de la técnica.

- Detallar los fundamentos, los tipos y las aplicaciones de la reaccién en
cadena de la polimerasa.

Al finalizar el estudio y la practica de la Unidad 8 “Secuenciacion del
DNA”, el estudiante sera capaz de:
- Describir el fundamento y los métodos de terminacion de la cadena.
- Explicar los diferentes tipos de secuenciacion.
- Conocer lo ultimo en tecnologia de secuenciacion en la actualidad.

Al finalizar el estudio y la préactica de la Unidad 9 “Construccién y analisis
de bibliotecas gendmicas”, el estudiante sera capaz de:

- Analizar mapas de restriccion.

- Definir la genémica, protedmica y otras Omicas de aplicacion en la
actualidad.

- Explicar las aplicaciones actuales de esta rama de la ingenieria genética en
areas de la salud, agricultura, ganaderia.

- Describir en forma global la tecnologia del DNA recombinante, sus usos, la
tecnologia utilizada y el grado de avance a nivel mundial.

V. METODOLOGIA
La metodologia formativa incluira:
- Clases magistrales con soporte audiovisual.
- Presentacion y discusion de articulos cientificos relacionados con cada unidad
del programa, donde se explicardn y analizaran los fundamentos del trabajo y
los métodos moleculares empleados.

VI. MEDIOS AUXILIARES
- Pizarra, marcadores y borrador.
- Textos basicos y de consulta.
- Publicaciones cientificas.
- Cafién multimedia.
- Herramientas computacionales.

VI. ESTRATEGIAS DE ENSENANZA — APRENDIZAJE
Se dictaran clases magistrales siguiendo el marco teorico del programa. Se
reforzaran los conceptos con videos y ejercicios que faciliten el aprendizaje a los alumnos.
Ademas, se fomentara el hébito de la lectura y razonamiento utilizando publicaciones
cientificas de actualidad para que los estudiantes aprendan los conceptos y la terminologia
empleada en la disciplina. Se estimulara al estudiante para que investigue sobre temas
relacionados al contenido programético en libros de texto y en publicaciones indexadas en
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internet. Las clases practicas permitiran al estudiante observar cémo se aplican los
conceptos tedricos en la practica.

VIll.  EVALUACION
Se evaluara la asimilacion y comprension de los conocimientos tedricos y practicos
asi como la desenvoltura en las exposiciones desarrolladas como seminarios individuales
yl/o grupales.
La calificacion se realizara acorde al reglamento académico de la FACEN.
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