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PROGRAMA de GENETICA MOLECULAR

Carrerals: LICENCIATURA EN BIOTECNOLOGIA

Asignatura:
GENETICA MOLECULAR

Nucleo al que pertenece:
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Profesor/es:
Comisién A: Dra. Silvina M. Richard/ Dra. Patricia V. Agostino
Comision B: Dr. Daniel H. Grasso /Dra. Marcela Pilloff

Asignaturas previas necesarias para favorecer el aprendizaje:

Para iniciar este curso del ciclo de Licenciatura, los alumnos deberan haber
aprobado el ciclo de Diploma en Ciencia y Tecnologia; en particular, se
requiere haber aprobado Introduccion a la Biologia Celular y Molecular y
Bioquimica I.

Objetivos:

Que los alumnos comprendan el modo en que la informacién contenida en el
genoma se expresa y funciona de manera coordinada ("del gen a la proteina”).
Se parte de los conocimientos adquiridos en Introduccion a la Biologia Molecular
y Celular y en Bioquimica I, poniendo especial énfasis en el estudio del DNA y el
RNA. En la primera parte del curso se analizan los acidos nucleicos a nivel
estructural y se describen los procesos elementales de expresion de la
informacion genética.

“Que los alumnos comprendan el modo en que la informacion genética es
modulada (a nivel de la transcripcion, del procesamiento del RNA y de la
traduccién) hasta dar lugar a la formacidon de una gran diversidad de tipos
celulares partiendo de la misma informacion heredada.

Por otra parte, se desarrollan temas relacionados con las aplicaciones de las
metodologias moleculares a la caracterizacion y tipificacion de genomas.
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Contenidos minimos:

Leyes de la herencia y mecanismos. Genética de poblaciones. Estructura del
material genético. Determinacién y analisis de secuencias de acidos nucleicos.
Genética evolutiva. Replicacion del ADN. Mutacidn y reparacién. Transcripcion y
control de la expresion de genes. Traduccion y modificaciones
postraduccionales. Mecanismos de control. Genética molecular del desarrollo.
Metodologias experimentales.

Carga horaria semanal: 8 horas
Programa analitico:

Unidad 1: Leyes de la herencia y mecanismos. Mecanismos de la herencia:
alelos, genes. Leyes de Mendel. Teoria cromosdmica de la herencia.
Determinacién del sexo. Herencia Ligada al sexo. Mutaciones, tipos de
mutaciones cromosomicas.

Unidad 2: Genética de Poblaciones. La vision poblacional, variacion genética.
Equilibrio y desviacién de H-W: Mutacion, migracion, deriva y seleccion. Genética
evolutiva

Unidad 3: Estructura del material genético. Experimentos que vincularon la
herencia con el ADN. Estructura y tipos de elementos en genomas procarioticos
(“¢un cromosoma?”’, megaplasmidos, plasmidos, episomas). Estructura de los
cromosomas eucarioticos. Histonas, nucleosomas. Grados de compactacion:
heterocromatina y eucromatina. Bandas en los cromosomas. Centromeros.
Empaquetamiento del DNA y accesibilidad. Determinacion y andlisis de
secuencias de acidos nucleicos.

Unidad 4: Replicacion del DNA. Replicacién semiconservativa (experimento de
Meselson y Stahl). Mecanismo general de replicacion: Origenes de replicacion.
Esquemas de replicacion de DNAs circulares: 6 (theta) y circulo rodante (rolling
circle, RC o o). Enzimas involucradas en procariotas y eucariotas. DNA
polimerasas, helicasas. Exonucleasas. Topoisomerasas. Telomerasas. Control
de la replicacion. Ciclo celular. Sistemas de particion de genomas. Estrategias
de conservacion de plasmidos. Sistemas de replicacion in vitro: aplicaciones en
la amplificacion y secuenciamiento de acidos nucleicos. Replicacion de
cromosomas lineales. Telomerasa (estructura y funcién).

Unidad 5: Mutaciones y reparacion del daino en el DNA: Tipos de mutaciones.
Cambios numeéricos y estructurales de cromosomas. Mutaciones espontaneas e
inducidas. Tipos de dafio en el DNA. Reparacion del DNA en procariotas y
eucariotas. Mecanismos de reparacion: reversidon directa del dafo
(fotorreactivacion), escisidbn (de bases, de nucledtidos, mismatch), post-
replicacién (por recombinacién, SOS).
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Unidad 6: Recombinacion: Mecanismos moleculares de recombinacion.
Recombinacién homadloga (estructuras de Holiday, situaciones en procariotas y
eucariotas), sitio especifica (integracion y escision del fago A y P1, genes de
inmunoglobulinas y diversidad de productos génicos) y no homdloga.
Recombinacion homdéloga durante la meiosis y conversion de genes (crossing
over).

Unidad 7: Elementos genéticos moviles. Estructuras y mecanismos de
transposones procaridticos. Transposones replicativos y no replicativos.
Transposicion a través de intermediarios de RNA. Retroelementos (retrovirus,
retrotransposones, pseudogenes procesados, etc.).

Unidad 8: Recombinacion de DNA y estructura del genoma humano.
Recombinacién durante la meiosis y conversién de genes (crossing over).
Unequal crossing over. Evolucion de secuencias repetidas en genomas de
eucariotas. Genoma nuclear y citoplasmico (mitocondrial). Cambios en la
estructura del cromosoma. Organismos transgénicos. Terapia génica.
Transgénesis de organismos multicelulares. Crispr-Cas. Organismos knock-out
especificos de tejido. Estrategias de terapia génica.

Unidad 9: Transcripcidon. Estructura de una unidad de transcripcion.
Secuencias previas (upstream) y posteriores (downstream) al comienzo de la
transcripcion (+1) y secuencias codificantes. Sistemas procariotas. Mapeo de los
extremos del producto de transcripcion. Mecanismo general de la transcripcion.
RNA polimerasas. Tres fases: Iniciacién, elongacion, terminacion.

Unidad 10: Regulacién de la expresidn génica en procariotas. Niveles de
regulacion de la expresion. Promotor, operador y operdon. Controles positivo y
negativo. Induccién y Represion. El operédn lac. Estudio de la interaccion DNA-
proteina (binding assays, footprint). Otros operones: arabinosa, triptofano,
Atenuacion Riboswitch. Programacion temporal de la transcripciéon durante el
ciclo de infeccién por bacteriofagos.

Unidad 11: Transcripcion en eucariotas. Tipos de RNA polimerasas.
Sensibilidad diferencial a a-amanitina; inhibicién con actinomicina D. Promotores
de tres clases. RNA polimerasa |l. Factores de la transcripcion (TF). "TATA
Binding Proteins" (TBP) y sus proteinas asociadas. RNA mensajero. RNA
ribosomal. RNA de transferencia. Procesamiento: capping, splicing y
poliadenilacién. Splicing autocatalitico y spliceosomas

Unidad 12: Regulacion de la expresidon génica en eucariotas. Regulacion de
la actividad de los TF. Hormonas esteroideas. Factores de crecimiento. Tipos de
receptores: citoplasmicos, nucleares y de membrana (GPCR, RTK). Cascadas
de sefalizacidn. Expresion génica y desarrollo. Acetilacidn de histonas.
Metilacion. Genetic imprinting.
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Unidad 13: Traduccién. Traduccion de la informacion genética en procariotas y
eucariotas. Concepto de "un gen, una proteina". Cistrones. ;Uno o varios
cédigos genéticos?

Complejos de iniciacion de la traduccion. Modelo de ribosoma de 3 sitios.
Factores de elongacion.

Unidad 14: Direccionamiento de proteinas, plegamiento y procesamiento.
Reticulo endoplasmico y aparato de Golgi. Reticulo endoplasmico rugoso (RER)
y liso (REL). Aparato de Golgi: estructura y funcion. Lisosomas y vesiculas
secretorias. Proteinas de membrana. Proteinas destinadas al nucleo, a
mitocondrias y a cloroplastos.

Diferencias entre la secuencia de DNA vy el producto final de la expresion génica
(splicing, RNA editing, translational frameshifting, procesamiento proteolitico,
splicing de proteinas, etc.)

Actividades practicas

Las actividades practicas estan conformadas por seminarios de discusién de
papers, de resolucion de problemas y trabajos experimentales.
Temas desarrollados en clases de actividades practicas:

Metodologias experimentales: técnicas corrientes en genética molecular.
Electroforesis de DNA y RNA. Southern y Northern blots. Electroforesis de
proteinas y Western blot. Determinacion de secuencias nucleotidicas de DNA y
RNA. Reacciéon en cadena de polimerasa (PCR: polymerase chain reaction).
Mapeos por proteccion a nucleasa S1 y RNasas, etc.

DNA Recombinante y estudios gendémicos. Aislamiento de DNA. Enzimas
modificadoras del DNA. Vectores de clonado y de expresion. Bibliotecas
gendémicas y de cDNA. Identificacion de clones. Tipos de sondas. Expresion de
genes clonados en bacterias, levaduras, células de mamiferos e insectos.
Animales y plantas transgénicas. Terapia génica. Estudios genédmicos. Mapas.

Trabajos experimentales:

Trabajo Practico N°1: Extraccion de ADN de mucosa bucal.

Se realizara el aislamiento de ADN total humano a partir de muestras de células
de mucosa bucal de alumnos y familiares. Visualizacién y Cuantificacion de ADN
total. Metodologias empleadas: protocolo de extraccién de ADN, electroforesis
en gel de agarosa 0,8%.

Trabajo Practico N°2: Caracterizacion de un polimorfismo genémico
asociado a los cromosomas sexuales. Se utilizara como ejemplo un gen
polimérfico ubicado en los cromosomas sexuales. Se amplificara mediante PCR
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un fragmento del gen de amelogenina (que posee un tamario diferente en los
cromosomas X e Y) y el resultado se analizara mediante electroforesis en gel de
agarosa. Metodologias empleadas: amplificacion por PCR, electroforesis en gel
de agarosa 2%.

Trabajo Practico N°3: Determinacion de un indice de familiaridad mediante
analisis de ADN mit por PCR-RFLP (ETAPA 1).

Se amplificaréa mediante PCR un fragmento de la regiéon HVR-1 del ADN
mitocondrial humano y el producto de amplificacion se analizara mediante
electroforesis en gel de agarosa. Metodologias empleadas: amplificacion por
PCR, electroforesis en gel de agarosa 1%.

Trabajo Practico N°4: Determinacién de un indice de familiaridad mediante
anadlisis de ADN mit por PCR-RFLP (ETAPA 2).

Digestion del fragmento correspondiente a la region HVR-I del DNA mitocondrial
con la enzima Mnl |. Estudio de los sitios de corte de Mnl | en la secuencia de
referencia de Anderson et al.; electroforesis en gel de poliacrilamida 10% y
analisis de los RFLP. Discusién de papers. Metodologias empleadas: Corte de
ADN con enzimas de restriccion, electroforesis en gel de poliacrilamida 10%.

Trabajo Practico N°5: Deteccion de deleciones en el cromosoma Y mediante
multiplex PCR.

Utilizacion de conceptos aprendidos (como PCR multiplex) para el estudio de
microdeleciones correspondientes a la region de los genes AZF (factor de
azoospermia) y su correlacion con infertilidad y cancer testicular. Clase tedrica.
Se utilizara el resto del tiempo disponible en el laboratorio para consultas y para
completar discusién de conceptos y papers

Bibliografia (obligatoria y de consulta):

OBLIGATORIA:

¢ Lehninger Principles of Biochemistry, Nelson, D.L. & Cox, M.M., (2012), 6° ed.,
W. H. Freeman Publishers. [En castellano: Lehninger. Principios de Bioquimica,
Nelson, D.L. y Cox, M.M., (2007) 5° ed., Editorial Omega, Espafia].

e Molecular biology of the gene. Watson, James D., Nancy H. Hopkins, Jeffrey W.
Roberts, Joan A. Steitz, and A. M. Weiner. (2013), 7° ed., Benjamim/Cummings. [En
castellano: Biologia Molecular del gen. Watson, J.D., Baker, T.A., Bell, S.P., Gann,
A., Levine, M., Losick, R. (2006), 5° ed., Editorial Médica Panamericanal].

e Molecular Cell Biology. Lodish, H., Berk, A., Kaiser, C.A., Krieger, M., Scott, M.P.,
Bretscher, A., Ploegh, H. & Darnel, J. (2007). 6° ed. W.H. Freeman & Co. New York.
[En castellano: Biologia Celular y Molecular. Lodish, H., Berk, A., Matsudaira, P.,
Kaiser, C.A., Krieger, M., Scott, M.P., Zipursky, S.L. & Darnel, J. (2005). 52 ed.
Editorial Médica Panamericanal.
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Genes IX, Lewin, B. (2007). Oxford University Press, UK. [En castellano: Genes VI
Lewin, B. (2004). Marban Libros SRL, Espanal].

Molecular Biology of the Cell. Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts,
K. & Walter, P. 5° ed. Garland Publishing, Inc. (2008). [En castellano: Biologia
Molecular de la Célula. Alberts, B., Bray, D., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K. &
Watson, J.D. (2008). 52 ed., Editorial Omega]

Modern Genetic Analysis. Griffiths, A.J.F., Gelbart, W.M., Miller, J.H., Lewontin,
R.C. (2002) 2° ed. Macmillan Higher Education. [En castellano: Genética Moderna.
Griffiths, A.J.F., Gelbart, W.M., Miller, J.H., Lewontin, R.C. (2000) McGraw-Hill -
Interamericana de Espana, SAU].

Molecular Biology. Weaver, R. (2011) 5° ed. McGraw-Hill Education.

The Cell (A molecular Approach). Cooper, G.M., & Hausman, R.E. (2013) 6° ed.
Sinauer Associates, Inc.

Biochemistry. Berg, J.M., Tymoczko, J.L. & Stryer, L. (2011), 7° Ed., Freeman &
Co.

CONSULTA:

Molecular Biotechnology — Principles and applications of recombinant DNA,
B. R. Glick, J. J. Pasternak, & C. L. Patten (2009). 4° Edition, ASM Press.

Human Molecular Genetics. Strachan, T. & Read, A.P. (2003) 3° ed. Garland
Science/Taylor & Francis Group.

Biochemistry, Zubay, G., (1998). 4" ed. Wm. C. Brown & Sons, Oxford
Biochemistry, Voet, D. & Voet, J., (1995) 4" ed. John Wiley & Sons.

Se utilizara una variedad de libros de Biologia y Génetica Molecular moderna asi
como material de revistas cientificas (Science, Nature, Cell, Molecular Cell, etc.), el
cual aun no esta disponible en libros de texto.

SITIOS DE INTERES EN INTERNET:
Acceso a libros de texto

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Books
http://bcs.whfreeman.com/biochem5/
http://www.worthpublishers.com/lehninger/
http://www.ergito.com/index.jsp

Informacion actualizada y herramientas (distintos niveles de complejidad)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

http://vector.cshl.org/dnaftb/index.html
http://www.nhgri.nih.gov:80/DIR/VIP/Glossary/
http://www.bis.med.jhmi.edu/Dan/DOE/intro.html
http://gslc.genetics.utah.edu/
http://bioinformatics.weizmann.ac.il/cards/
http://library.advanced.org/18617/
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o http://www.tigr.org/
e http://www.er.doe.gov/production/ober/HELSRD top.html
e http://www.ornl.gov/hgmis/

Nivel introductorio (y de divulgacion)

o http://www.ncbe.reading.ac.uk/

¢ http://www.emc.maricopa.edu/faculty/farabee/BIOBK/BioBookTOC.html
¢ http://doegenomestolife.org/

Organizacion de las clases:

Los contenidos del curso se desarrollan en clases tedricas (bimodalidad
presencial/virtual), seminarios y trabajos de laboratorio. Se utilizan articulos
originales de la bibliografia cientifica para discutir estrategias experimentales que
permiten generar los conocimientos. Los trabajos experimentales incluyen la
discusion de las estrategias y metodologias para resolver problemas concretos.
La realizacion de trabajos de laboratorio persigue el afianzamiento de los
conocimientos desarrollados en seminarios y clases tedricas y el entrenamiento
practico en el laboratorio de biologia molecular.

Modalidad de evaluacion:
La evaluacion se ajusta al Régimen de Estudio vigente aprobado por la
Universidad Nacional de Quilmes segun Resolucion (CS) 04/08

Se evalua al alumno mediante dos pruebas parciales. EI 80% del contenido de
éstas corresponde a temas tratados en clases teodricas, seminarios y discusion
de papers, y el 20% restante a temas de trabajos experimentales. Existen dos
oportunidades para aprobar cada uno de los dos parciales. Aquellos alumnos
que hayan aprobado ambos parciales con un puntaje superior a 70 (sobre un
total de 100 puntos) aprobaran el curso sin otra evaluacion. Los alumnos que
hayan aprobado las evaluaciones parciales con calificaciones menores
(aprobando no menos del 50% del contenido de cada evaluacion), se someteran
a un examen integrador o un coloquio, de acuerdo al rendimiento demostrado a
lo largo del curso



