ANEXO

1. IDENTIFICACION DE LA ASIGNATURA

Nombre de la asignatura: Ingenieria Genética Verde

Caracter de la asignatura: Optativa

Céatedra/Area/Departamento: Céatedra de Genética — Departamento de Biologia Aplicada y
Alimentos

Carrera: Licenciatura en Ciencias Ambientales

Periodo lectivo: 2022-2024

2. CARACTERISTICAS DE LA ASIGNATURA

Duracion: Bimestral

Docentes responsables de la asighatura y equipo docente: Dra. Gabriela Conti y Lic.
Pablo Leonel Peralta Roa.

Carga horaria para el estudiante: CUARENTA (40) horas — DOS y MEDIO (2 ¥%) créditos
Correlativas requeridas: Evolucién y Genética.

Modalidad: Curso

3. FUNDAMENTACION

La ingenieria genética hace referencia al conjunto de estrategias, métodos y herramientas
gue permiten manipular directamente el material genético o sus productos tanto para
investigacion basica, con el fin de incrementar los conocimientos de los principios
fundamentales de un fenémeno biolégico, o aplicada, para la obtencién de un servicio o
producto atil (incluido un ser vivo) y, por tanto, de interés econémico o social. Una de las
técnicas mas extendidas es la de transferir unidades genéticas especificas de unos
organismos a otros (transgénesis), casi sin limitacion, salvando asi las barreras naturales de
intercambio genético. Esta forma de ingenieria biologica, dentro del gran area de la
biotecnologia moderna, ofrece un sinfin de aplicaciones que van desde la produccion de
farmacos de manera rentable (insulina, hormona de crecimiento, etc), de vacunas (Hepatitis
B), enzimas para la industria quimica (detergentes en polvo para disolver machas), enzimas
para la industria alimenticia (para la elaboracion de quesos y en la obtenciéon de jugos
frutales) hasta la generaciébn de nuevas variedades vegetales o razas de animales
resistentes enfermedades o a condiciones adversas, asi como también con capacidades
genéticas Utiles como mayor produccion, calidad, o con fines de remediacién de ambientes
contaminados, entre otras. Los contenidos impartidos en esta materia son de importancia
fundamental para la formacién profesional de aquellos estudiantes que consideren al
mejoramiento genético y la biotecnologia vegetal una posible salida laboral, ya sea
incorporandose a empresas biotecnoldgicas, laboratorios de diagndéstico, entre otras, asi
como también para quienes deseen realizar tareas relacionadas a la investigacién basica y/o
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4. OBJETIVOS

En la materia se pretende gue los estudiantes adquieran destreza en el manejo de diferentes

técnicas de ingenieria genética aplicadas a una de las secuencias experimentales basicas de
un laboratorio de biologia molecular de plantas: clonado y aislamiento de genes de
organismos eucariotas mediante la técnica de PCR, manipulaciéon de vectores plasmidicos
en bacterias (Escherichia coli y Agrobacterium tumefaciens), transformacion genética de
plantas (Nicotiana benthamiana).

5. CONTENIDOS

Unidad 1.

Teoria: Revision de Genética Molecular: estructura del ADN, ARN y proteinas; expresion
génica (transcripcion y traduccion) y etapas regulatorias de la expresion génica. Conceptos
basicos de Ingenieria Genética.

Trabajo Préactico 1: Extraccion de ADN de material vegetal (35S:GFP:NOS Arabidopsis

thaliana) segun el método Dellaporta. Iniciacibn en el empleo y manipulacion de

equipamientos de laboratorio (pipetas, centrifugas, reactivos, etc)

Unidad 2.

Teoria: Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): fundamentos de la técnica,
condiciones de la reaccion, disefio de oligonucleoétidos.

Trabajo Practico 2: Calculos y Preparacion de la reaccion de PCR (amplificacion del gen GFP

a partir del ADN extraido en el TP1), disefio del programa y uso del termociclador.

Unidad 3.

Teoria: Técnicas de Electroforesis. Fundamentos. Geles de Agarosa y Poliacrilamida,
aplicaciones.

Trabajo Préactico 3: preparacion de un gel de agarosa, corrida electroforética de las

reacciones de PCR obtenidas en el TP2 y de las muestras de ADN obtenidas en el TP1.
Unidad 4.

Teoria: Clonados I: Concepto de clonacion y de vectores de clonado; tipos de vectores;
procedimientos de clonado, uso de enzimas de restriccion. Transformacion de bacterias y
Sistemas de seleccion.

Trabajo Practico 4: Clonado del gen GFP en dos vectores de entrada (pTOPO/GW y/o

pGEM-T): reaccién de Ligacion; transformacion quimica de Escherichia coli DH5a y seleccion
en placas de Petri con antibioticos y/o IPTG + X-gal.

Unidad 5.

Teoria: Clonados Il: Aplicaciones de clonados: librerias, aislamiento y/o expresion. Tipos de
vectores de expresion, concepto y sistemas de recombinacion homodloga. Fundamentos
sobre extraccion de ADN plasmidico. ARCD-2022-118-UBA-DCT_FAGRO
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Trabajo Practico 5: Observacién de placas de Petri con colonias de E.coli transformadas

(visualizacion colonias blancas y azules en transformaciones con pGEM-T). Extraccion de
ADN plasmidico. Digestion con enzimas de restriccion para chequeo de plasmidos
recombinantes.

Unidad 6.

Teoria: Revision de transformacion genética de plantas mediada por Agrobacterium
tumefaciens.

Trabajo Préctico 6: Corrida electroforética para confirmacién de pladsmidos transformados con

GFP. Reaccién de recombinacion homologa en vectores de expresion pK2GW?7.
Transformacion de Agrobacterium tumefaciens competentes de la cepa GV3101 en modo
tedrico (electroporacion).

Unidad 7.

Teoria: Expresion transitoria de proteinas en plantas: usos y aplicaciones. Modos de
deteccidn. Bases teoricas para la elaboracion de un poster donde se presenten resultados
experimentales.

Trabajo Practico 7. Expresion transitoria de GFP en Nicotiana benthamiana: preparacion de

medio para infiltraciébn de agrobacterias recombinantes. Manipulacion de material vegetal y
procedimiento de agroinfiltracion.

6. METODOLOGIA DIDACTICA y FORMAS DE INTEGRACION DE LA PRACTICA

Se dictaran clases tedrico-practicas que se inician con una explicacion de los fundamentos
tedricos de los experimentos a realizar y la revision del protocolo experimental general del
curso y particular de cada clase. En paralelo, los docentes plantean conflictos cognitivos para
motivar al estudiante, quien debe tratar de resolver el problema planteado haciendo uso
activo del conocimiento.

La metodologia didactica esta basada en el principio de “aprender haciendo” y para ello,
cada estudiante dispondra al inicio del curso de una planta de Arabidopsis thaliana
transgénica (portadora del gen GFP) que sera utilizada para obtener dicho gen (extraccion de
ADN, aislamiento, deteccién y clonado). Una vez obtenido el gen GFP, cada estudiante
tendra que trabajar en su “propio experimento”, en el que su gen GFP sera seguidamente
manipulado en sistemas de clonado y expresiéon en procariotas (bacterias) para ser
finalmente transferido a Nicotiana benthamiana (otra especie de planta), donde sera
expresado y se observara el producto de su expresiéon (proteina GFP).

Las primeras 7 clases se dictaran en el laboratorio de Agrobiotecnologia de la Catedra de
Genética de la FAUBA y la ultima clase consistird en un viaje a los laboratorios del Instituto

de Biotecnologia, en el Centro de Investigacidon en Ciencias Veterinarias y Agrondmicas de

INTA Castelar, donde se observaran las instalaciones, infraestructura y equipamientos de

laboratorio. También alli se observaran los resultados del &fiffd &gkt -RiduaaREn

Pagina3 de5



de la fluorescencia de GFP en la planta transformada mediante luz UV).

Finalmente, a modo de actividad integradora (que sera evaluada en la ultima clase), los
estudiantes confeccionaran un poster donde presentaran un trabajo de investigacion y los
resultados obtenidos, basandose en ideas propias y/o en los resultados y metodologias
utilizadas en un articulo cientifico ya publicado, donde puedan ser aplicados los contenidos
impartidos en la asignatura. La seleccion del tema para el poster y la elaboracion del mismo
seran acompafiados por los docentes.

7. FORMAS DE EVALUACION Y APROBACION DE LA ASIGNATURA

Los estudiantes deberan cumplir con el 75% de asistencias a clase. Ademas, las
evaluaciones constaran de:

a) UN (1) examen escrito, en la clase niumero 7, en el que se evaluara la comprension y
adquisicion de los contenidos impartidos en la asignatura. En esa evaluacion deberan
obtener una calificacion individual final de cuatro (4) o0 mas puntos en una escala numeérica
de 0-10. La calificacion minima de cuatro (4) puntos implica que el estudiante demuestra
haber alcanzado al menos el 60% de los contenidos, competencias o capacidades fijadas
como objetivos del curso.

b) En la Ultima clase se realizara un viaje obligatorio al Instituto de Biotecnologia de
CICVyA — INTA Castelar. Alli se realizara una evaluaciéon en modalidad oral, mediante la
presentacion de un poster con algun proyecto (propio o con resultados obtenidos a partir de
un articulo cientifico publicado en el area de biotecnologia vegetal) donde el estudiante
aplique los conocimientos adquiridos en el curso. En esa evaluacion deberan obtener una
calificaciéon individual final de cuatro (4) o mas puntos en una escala numérica de 0-10,
indicativa de haber demostrado un buen desempefio en la presentacion oral.

C) En el transcurso de la materia, los estudiantes seran evaluados constantemente
mediante preguntas orales al inicio de cada clase evaluando el tema de la clase anterior y/o
conceptos necesarios para el desarrollo de la clase, es por ello que

La nota final estara conformada por:

-El examen escrito (a) que consta de una incidencia del 50% de la nota final.

-La exposicion oral (b) con una incidencia en la nota final de 40%.

-Las preguntas en las clases (c) con una incidencia del 10% sobre la nota final.

El estudiante que no cumpla con los requisitos establecidos quedara en condicion de “Libre”
como Unica condicion alternativa.

8. BIBLIOGRAFIA

Bibliografia obligatoria

Material didactico propio: Curso Tedrico-Practico Ingenieria Genética Verde, Catedra de

Genética, FAUBA.
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Ech’e®n® ique V., Rubinstein C. y Mroginski L. Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal.
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Griffiths, A.J.F., Miller, J.H., Suzuki, D.T., Lewontin, R.C. and Gelbart, W. M. An Introduction
to Genetic Analysis. W.H. Freeman, 2000.

Griffiths, A; Wessler, S.; Lewontin,R. y Carroll, S. 2008. Genética. Parte Il del ADN al
fenotipo. 92 Edicion en espafiol. McGraw-Hill: 265-453.
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