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Carga horaria teérica: 20 horas
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OBJETIVO GENERAL DEL CURSO

Comprender los procedimientos necesarios para obtener un organismo eucariota recombinante, el cual puede
utilizarse en la produccién de inmundgenos, farmacos, enzimas, organismos quiméricos, entre otros. Profundizar el
conocimiento de las metodologias practicas en el laboratorio de Ingenieria Genética Aplicada, como primer paso en
el desarrollo de un producto recombinante. Sentar las bases para los cursos de Bioprocesos y Produccién de

bioldgicos que abordan los procesos de escalado en la produccion y purificado del producto recombinante.

OBJETIVOS DE APRENDIZAJE

Se espera que al final del curso el estudiante:

Adquiera un lenguaje técnico, a traveés de la lectura y exposicion grupal de articulos cientificos relacionados con
el temario del curso.

Desarrolle progresivamente un aprendizaje auténomo, y sea capaz de elaborar en forma grupal ideas para
resolver problematicas tratadas en el curso.

Desarrolle habilidades metodolégicas tedricas y practicas que le posibiliten aplicar los conocimientos adquiridos

para el desarrollo de un producto proteico recombinante en organismos superiores.



UNIVERSIDAD
NACIONAL
DE LA PLATA

Facultad de Ciencias

VETERINARIAS

CONTENIDOS MiNIMOS

Introduccién a la Ingenieria genética. Propiedades de los vectores de clonado y expresion eucariota. Subclonacion.
Levaduras y hongos, manipulacion genética. Clonado y expresion en levaduras. Métodos de transformacion de
levaduras. Protoplastos y electroporacion. Vectores de clonado para Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris.
Clonadoy expresién en plantas. Vectores para plantas. Genes reporteros en plantas transformadas: GUS, luciferasa,
GFP Sistemas de transformacién en plantas. Transferencia de ADN con microparticulas (Gen Gun)y electroporacion.
Clonado y expresion en células de insecto. Composicién genémica y ciclo de vida de los baculovirus. Baculovirus
como vectores de expresion para células de insecto. Clonado y expresion en células de mamiferos. Expresion de
genes exogenos en células de mamiferos. Tipos de vectores: plasmidos y virus (adeno y retrovirus). Concentracion
y purificacién de los productos de expresion: precipitacion alcohélica, salting out. Mutagénesis gendmica dirigida.
Genomica reversa en virus. Mutagénesis genomica al azar para estudios de genomica funcional, aplicaciones y

ejemplificacién de casos. Sistema CRISPR-Cas como herramienta de expresion de genes. RNAI.

PROGRAMA ANALITICO

UNIDAD N° I: CLONADO MOLECULAR EN EUCARIOTAS
Componentes principales de un vector de expresién eucariota. Propiedades de los vectores de clonado y expresién.

Inductores de la expresion. Nuevos sistemas de clonado molecular recombinogénico (Gateway)

UNIDAD N° Il: MANIPULACION GENETICA DE HONGOS (LEVADURAS)

Vectores de clonado para levaduras, estructura y métodos de seleccién. Sistemas comerciales de expresién de
proteinas en levaduras: Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris y Kluyveromyces lactis. Metodologias de clonado y
expresion heteréloga en levaduras. Métodos de transformacion de levaduras. Seleccion de transformantes, medios
de cultivos selectivos para transformantes. Induccién de la expresion de proteinas. Modificaciones

postraduccionales de los productos proteicos en levaduras.

UNIDAD N° lll: CLONADO Y EXPRESION EN CELULAS DE INSECTO

Contenidos teoricos: composicién gendmica y ciclo de vida de los baculovirus. Los Baculovirus como vectores de
expresién para células de insecto. Plasmidos lanzadera, estructura y metodologias de seleccion. Diferentes
metodologias comerciales. Clonado de genes en el sistema (BAC to BAC). Metodologias de transfecciéon de ADN de
Bacmidico. Lineas celulares de insectos y manipulacion de cultivos de células de insectos. Modificaciones

postraduccionales de los productos proteicos en células de insecto. Expresién y purificacion.
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UNIDAD N° IV: CLONADO Y EXPRESION EN CELULAS DE MAMIFERO

Tipos de vectores: plasmidos y virus (adeno y retrovirus). Transferencia horizontal de acidos nucleicos a células
eucariotas (Transposones y retrotransposones). Lineas celulares de mamiferos mas utilizadas en investigaciéon e
industria: BHK-21, RK-13, VERO, CHO, HELA. Hibridomas. Expresion de genes exdgenos en células de mamiferos.

Animales transgénicos como biorreactores.

UNIDAD N° V: CLONADO Y EXPRESION EN PLANTAS

Vectores de expresion para plantas. Genes reporteros en plantas transformadas: GUS, luciferasa, GFP Sistemas de
transformacion en plantas (sistema de transferencia de genes basados en Agrobacterium tumefaciens). Transferencia
de ADN con microparticulas (Gen Gun) y electroporacion. Modelo de Arabidopsis thaliana. Los virus vegetales como
herramientas para la transferencia de genes. Silenciamiento como mecanismo de defensa en la planta. Uso de

plantas en la industria.

UNIDAD N° VI: LAS PROTEINAS RECOMBINANTES

Optimizacién de la expresion en cada sistema de expresion. Diferentes metodologias para la concentracion y
purificacién de los productos de expresidn: precipitacién alcohdlica, salting out, cromatografia de intercambio idnico
y cromatografia de afinidad por union a iones metalicos IMAC o por proteina de unién a maltosa MBP. Técnicas para
determinar el grado de plegamiento de las proteinas. Electroforesis bidimensional, espectroscopias de masas y

secuenciacion peptidica.

UNIDAD N° VII: MUTAGENESIS GENOMICA
Mutagénesis gendmica dirigida. Gendmica reversa en virus. Mutagénesis genémica al azar para estudios de
gendmica funcional, aplicaciones y ejemplificacién de casos. Sistema CRISPR-Cas como herramienta de expresién

de genes. RNAI.

METODOLOGIA DE ENSENANZA

Cada APO serd un encuentro presencial de 5 horas, donde se recuperan conceptos previos que sirven como
andamiaje para construir los conocimientos propios del curso. Se utilizaran diversas metodologias didacticas:
preguntas-respuestas, videos, simulaciones, paginas web. A continuacion, se realizara la actividad de taller y/o
practicas de laboratorio.

Todos los materiales e informacién necesaria y requerida para el desarrollo del curso se encontraran disponibles

en el Aula Virtual Moodle FCV UNLP con sincronizaciéon SIU-Guarani.
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Cada APO estara asociada a la resolucion de guias de estudio/guias de problemas, analisis de trabajos cientificos en
idioma inglés de temas afines y exposiciéon en forma individual de los mismos. Para ello se brindaran contenidos
basicos y complementarios en diversos formatos (videos, paginas web) orientados a la actividad participativa y los
aportes que brinden los alumnos en la resolucion de ejercicios.

Se procedera a realizar en forma practica todos los pasos necesarios para el clonado y expresién de una proteina
de interés en un sistema de expresion eucariota. Dichos pasos incluirdn desde el disefio de primers especificos,
armado de las construcciones en los distintos vectores de clonado y expresién in sillico y en forma practica. Para
ello los estudiantes se dividiran en grupos. Cada grupo llevara a cabo la parte experimental independientemente.

También se podra realizar la actividad con antelacion y observacién el dia correspondiente a la misma.

DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES TEORICAS Y PRACTICAS

Actividades teéricas
Se va a desarrollar en un aula con cafién y pizarrén donde se reuniran los docentes y los estudiantes. Se abordara

la clase tedrica del dia, en forma de presentacion por parte del docente a cargo del curso.

Actividades practicas

Consistira en la resolucién de las guias de problemas, seminario-taller y practicas de laboratorio.

Las practicas de laboratorio se desarrollaran en el laboratorio de virologia, para ello los docentes del curso dividiran
a los estudiantes en grupos y se les asignara al comienzo del curso, la realizacion de un trabajo practico por etapas
consecutivas basado en el clonado y expresién de un gen de interés.

Se realizara un seguimiento personalizado del alumno en cuanto a participacién y empefio puesto en la tarea de
aprendizaje, expresién conceptual (adecuada utilizaciéon de vocabulario técnico, fluidez y claridad de expresién), y
aprovechamiento de la actividad practica: confecciéon de informes, capacidad de relacionar nuevos conceptos con
otros adquiridos previamente. Correcta utilizacion de las normas de Bioseguridad y especialmente en lo que
respecta a elementos de seguridad personal (guardapolvo, guantes descartables, barbijo, anteojos). Una parte muy
importante de este curso es que el estudiante trabaje en equipo con compromiso y responsabilidad social para

asumir su papel profesional.

METODOLOGIA DE EVALUACION

Evaluacion conceptual continua: Se considerard como estrategia evaluativa del curso, el modelo de evaluacion
continua, donde se realizaran distintas preguntas, debates, andlisis de articulos cientificos relacionados con los
diversos temas y metodologias a tratar en el curso. Dichas actividades seran dirigidas y moderadas por los docentes
del curso. La finalidad de dichas actividades es curar contenidos tratados en cursos y utilizarlos de andamiaje para

construir nuevos conocimientos.
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Evaluacién formal sumativa: Se realizara una Unica evaluacion parcial escrita (3 instancias). El parcial se
confeccionara en base a los temas dictados, actividades practicas y a las guias de actividades elaboradas por el
personal docente del Curso. Se evaluara la capacidad de analisis y resolucién de problemas planteados.

Los estudiantes deberan aprobar con nota de cuatro (4) puntos o superior. Aquellos estudiantes que obtengan nota
siete (7) o superior, aprobaran el curso Ingenieria Genética Aplicada por el sistema de promocién; con un promedio

inferior a 7 (siete) puntos, deberan rendir EFI en las fechas que el CD determine a tal efecto.
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