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RÉGIMEN DE CORRELATIVIDADES: (para cursado)
	Aprobada
	Regular

	2160 Biología Molecular y Celular
	2119 Genética General

	
	2161 Microbiología II

	
	


CARGA HORARIA TOTAL: 154 hs (11 hs semanales)
TEÓRICAS: 60hs   SEMINARIOS: 24hs TEÓRICO-PRÁCTICAS: 30hs   LABORATORIO: 30hs EVALUACIÓN DE PARCIALES Y RECUPERATORIOS: 10hs
CARÁCTER DE LA ASIGNATURA: Obligatoria
A. CONTEXTUALIZACIÓN DE LA ASIGNATURA
Tercer Año
B. OBJETIVOS PROPUESTOS
· Brindar al alumno una actualización de contenidos teóricos, sin olvidar los conceptos clásicos de la disciplina.

· Brindar capacitación en los métodos y técnicas de estudio en genética molecular e ingeniería genética.

· Permitir que los alumnos razonen y resuelvan situaciones problemáticas vinculadas con temáticas de  la asignatura.
C. CONTENIDOS BÁSICOS DEL PROGRAMA A DESARROLLAR
Los contendidos se corresponden con una Genética Bacteriana clásica donde se incluyen temas como mutación, reversión, supresión y recombinación homóloga. También se analizan los mecanismos de acción de elementos genéticos móviles como transposones e integrones y las bases moleculares de la transferencia genética entre bacterias. Finalmente se contribuye al conocimiento sobre aspectos fundamentales de la regulación de la expresión génica a nivel transcripcional y traduccional. 
D. FUNDAMENTACIÓN DE LOS CONTENIDOS
La materia contribuye al conocimiento del material genético en los procariotas así como en virus, además permite conocer los mecanismos mediante los cuales se puede modificar, transferir y codificar la información genética.
Se pretende que los estudiantes asimilen los procedimientos que permiten el análisis genético en procariotas, los fenómenos moleculares que permiten el intercambio de material genético entre bacterias y las consecuencias de éstos en un aspecto de importancia social: la patogénesis bacteriana y las terapias antimicrobianas. Se aspira a que los estudiantes capten la lógica molecular que subyace a la genética de bacterias y aprendan a diseñar e interpretar experimentos de análisis genético en procariotas. 

Los últimos avances sobre el conocimiento de los genomas no podrían ser posibles, sin el conocimiento de la Genética Microbiana y del papel que la recombinación juega para poder transferir ADN de un organismo a otro y poder ser objeto de análisis.
Es fundamental que los alumnos tengan conocimientos generales de Microbiología y Genética. 

E. ACTIVIDADES A DESARROLLAR
CLASES TEÓRICAS: Los contenidos son impartidos en clases teóricas expositivas. Se hace uso del pizarrón y de proyector multimedia. La carga horaria es: dos clases teóricas semanales de tres horas de duración cada una, durante once semanas.
CLASES TEÓRICO-PRÁCTICAS: En las clases teórico-prácticas los alumnos resolverán las guías de problemas de genética microbiana propuestos por el profesor, para ayudar a una mejor comprensión de los temas impartidos en las clases de teóricas, analizando en conjunto los resultados obtenidos, para luego discutir las conclusiones que se pueden desprender de los mismos. La carga horaria es: dos clases teóricas semanales de dos horas y media de duración cada una, durante seis semanas.
CLASES DE TRABAJOS PRÁCTICOS DE LABORATORIO: Todas las clases prácticas son desarrolladas en laboratorios preparados para la manipulación de microorganismos y el desarrollo de técnicas de genética molecular. La carga horaria es: dos clases de trabajos prácticos semanales de tres horas cada una, durante cinco semanas. 

CLASES DE SEMINARIOS: Al finalizar el cursado, los alumnos deberán realizar una presentación oral en grupo, de un trabajo publicado en revistas científicas de las Cs. Biológicas, con espíritu crítico aplicando los conocimientos adquiridos. La carga horaria es: dos clases de seminarios semanales de tres horas cada una, durante tres semanas. 

F. HORARIOS DE CLASES:

TEORICOS, TEÓRICOS-PRÁCTICOS Y SEMINARIOS: 




MARTES de 8:00 a 11:00 hs



   
VIERNES de 8:00 a 10:00 hs


PRÁCTICOS: 




MARTES de 14:00 a 17:00 hs




VIERNES de 10:00 a 13:00 hs

HORARIO DE CLASES DE CONSULTAS:



JUEVES de 11:00 a 13:00 hs
G. MODALIDAD DE EVALUACIÓN:
· Evaluaciones Parciales: Durante el cuatrimestre se realizarán dos actividades de comprensión escritas de los temas desarrollados

· Evaluaciones de Trabajos Prácticos: Se realizará un seguimiento de los trabajos de laboratorio a través del desempeño y participación individual del alumno y de exámenes parciales de los Trabajos Prácticos. 
· Evaluación Final: La evaluación final es escrita y no debe ser inferior a cinco para su aprobación. En la evaluación se incluyen todos los temas teóricos desarrollados en la materia y la modalidad del examen en mediante preguntas de razonamiento de los temas teóricos tratados además de desarrollar conceptos teóricos. 
· CONDICIONES DE REGULARIDAD: Para obtener la regularidad los alumnos deberán cumplir con la aprobación del 80% de las actividades programadas. La calificación deberá ser igual ó superior a cinco en todas las actividades. Tendrán opción a un recuperatorio en cada una de las actividades propuestas.
· CONDICIONES DE PROMOCIÓN DIRECTA: Para obtener esta promoción los alumnos deberán cumplir con la aprobación del 100% de las actividades programadas. La calificación promedio deberá ser igual o superior a 8 (ocho) en todas las instancias evaluativas (parciales, parcialitos y seminarios) y no menor a seis. Tendrán opción a un recuperatorio en cada una de las actividades propuestas en caso de no alcanzar el promedio de 8.
· CONDICIONES DE PROMOCIÓN CON COLOQUIO: Para obtener la promoción los alumnos deberán cumplir con la aprobación del 100% de las actividades programadas. La calificación promedio deberá ser igual o superior a 7 (siete) en todas las instancias evaluativas (parciales, parcialitos y seminarios) y no menor a seis. Tendrán opción a un recuperatorio en cada una de las actividades propuestas en caso de no alcanzar el promedio de 7. Para acceder a la promoción deberán rendir un coloquio integrativo, con nota no inferior a 7, que incluirá todos los temas teóricos desarrollados durante el cursado de la asignatura.
PROGRAMA ANALÍTICO
UNIDAD 1: Mutación, mutagénesis y mutantes.
Tema 1: Mutantes: concepto. Notación genética. Clasificación: mutantes defectivos absolutos, condicionales termosensibles, sensibles a supresor; mutantes únicos, dobles o múltiples. Utilidad de las mutantes en estudios biológicos. 

Tema 2: Mutaciones: concepto. Clasificación: mutaciones puntuales y macrolesiones, mutaciones sin sentido, por cambio de sentido y silenciosas. Consecuencia de las mutaciones sobre la estructura y función de las proteínas.

Tema 3: Reversión: Detección de revertantes. Revertantes de mismo sitio y de diferente sitio. Revertantes en el sitio original. Reversión extragénica.

Tema 4: Mutagénesis: espontánea, inducida. Mecanismo de inducción de mutaciones por agentes químicos: metil nitroso guanidina, hidroxilamina, bisulfito de sodio. Por luz ultravioleta, Mutagénesis dirigida: por reemplazo de alelos, por PCR. Estrategias para la selección de mutantes: Aislamiento de mutantes. Retraso fenotípico. Expresión de las mutaciones. Enriquecimiento de mutantes: selección por penicilina. Detección de mutantes bacterianos por métodos directos e indirectos. Conservación y caracterización de bacterias mutantes. Complementación.

Tema 5: Sistemas de reparación del ADN: Mecanismos específicos de reparación del daño en el ADN: Reparación de bases desaminadas, reparación del daño provocado por el oxígeno reactivo, reparación del daño provocado por alquilación, reparación del daño provocado por la luz UV. Mecanismos generales de reparación del daño en el ADN: Modelo de reparación missmatch, Mecanismo de reparación por escisión.
UNIDAD 2: Recombinación bacteriana

Tema 6: Recombinación general u homóloga. Modelo molecular de la recombinación homóloga en bacterias. Enzimología de la recombinación homóloga. 

Tema 7: Recombinación específica (no-homóloga). Recombinación específica legítima: integración del genoma del fago ( en un punto concreto del cromosoma de Escherichia coli.
Recombinación específica "ilegítima": integración de elementos genéticos transponibles en el cromosoma bacteriano.
UNIDAD 3: Transferencia de información genética. 

Tema 8: Conjugación: Concepto. Plásmido F. Pili: estructura y función. Proceso de conjugación a nivel celular y molecular. Procesamiento del DNA plasmídico durante la conjugación. Inhibición de superinfección. Conjugación intra e interespecie. Genes tra. Movilización. Integración al genoma bacteriano. Cepas Hfr. Mapeo genético por empleo de plásmidos conjugativos. 

Tema 9: Transformación: Concepto. Transformación en bacterias grampositivas y gramnegativas. Competencia. Desarrollo natural de la competencia. Competencia artificial: método del lavado con CaCl2. Transfección. Empleo de la transformación en la introducción de genes extraños en bacterias. 

Tema 10: Transducción: Concepto. Transducción generalizada y especializada. Regulación de ciclo lítico y lisogénico. Preparación de lisados de fagos transductores. Empleo de transducción para transferencia de mutaciones y de plásmidos.

UNIDAD 4: Elementos transponibles
Tema 11: Conceptos básicos. Tipos de elementos genéticos transponibles: secuencias de inserción, tamaño y propiedades de las IS. Transposones. Tipos de Transposones: compuestos y no compuestos. Estructura del Tn3 y Tn10. Integrones.

Tema 12: Mecanismo de transposición: transposición replicativa: formación del cointegrado. Transposasa. Resolvasa. Transposición no replicativa. Regulación genética de la transposición. Fenómenos genéticos asociados con la transposición: fusión de replicones, deleciones, inversiones, aumento de dosaje génico, integración. Mutagénesis dirigida con transposones. Plásmidos suicidas.

UNIDAD 5: Plásmidos 

Tema 13: Biología de plásmidos: Definición. Plásmidos como organismos. Nomenclatura. Tamaño y distribución en la naturaleza. Regiones esenciales: ori, par, inc, cop. Regiones no esenciales: tra, mob, otras. Replicación vía polimerasa I y III. Amplificación. Partición. Otros genes que controlan la estabilidad de plásmidos. Número de copias. Genes cop. Incompatibilidad: concepto. Demostración experimental de la incompatibilidad. Mecanismo molecular. 

Tema 14: Funciones codificadas por plásmidos: Producción de pigmentos, degradación de nylon, producción de toxinas,etc. Plásmidos relacionados a la virulencia: Tumores en vegetales: Plásmidos Ti. Opinas. T-DNA. Empleo de plásmidos Ti para transferencia de genes en vegetales. Bacillus anthracis, plásmidos pXO1 y pXO2 
Tema 15: Plásmidos de resistencia a antibióticos: Mecanismos de resistencia. Resistencia a penicilinas: en Gram negativas y Gram positivas. Mecanismo de acción y localización celular de las beta-lactamasas. Regulación genética. Resistencia a cloramfenicol en Gram negativas y Gram positivas. Mecanismo de acción de CAT y regulación genética de la expresión. Resistencia a sulfamidas y trimetoprima. Resistencia a tetraciclinas. Mecanismo de acción e ingreso a la célula. Importancia de los plásmidos de resistencia a antibióticos en la práctica clínica humana y animal. 
UNIDAD 6: Regulación genética.
Tema 16: Aspectos generales de la regulación bioquímica y genética. Regulación de la actividad enzimática: inhibición por producto, inhibición alostérica por retroalimentación. Regulación de la síntesis enzimática a nivel de transcripción y traducción. 

Tema 17: Operones. Sistemas regulatorios simples. Concepto de operón. El operón lactosa como modelo de estudio. Pasos metabólicos de la degradación de la lactosa. Síntesis inducida y constitutiva. Represión. Efecto de la glucosa sobre la expresión del operón. cAMP y la proteína CAP. mRNA lac. Niveles basales de actividad en condiciones de represión. Otros operones. Regulación positiva y negativa. Regulación autógena. Atenuación. micRNA: propiedades, modo de acción. Variación de fase en Salmonella.

Tema 18: Sistemas regulatorios complejos. Circuitos regulatorios globales. Regulón. Estimulón. Reparación del ADN: Respuesta SOS. Regulación de la síntesis de ARNr yARNt: Respuesta estricta. Regulación de la utilización de fuentes alternativas de carbono y energía: Represión catabólica. Respuesta al choque por calor: Sistema de “Heat shock”. Regulación de la expresión génica en respuesta a la densidad celular “Quorum sensing”.
Tema 19: Regulación de la expresión génica en eucariotas microbianos: Diferencias en los mecanismos y maquinaria subyacentes con respecto a la regulación de la expresión génica en procariotas. Organismo modelo: Levadura. Sistema binario Gal4. Secuencias activadoras aguas arriba (UASs, del inglés upstream activation sequences). Proteína represora Mig1. Complejo proteico Tup (correpresor) con histona deacetilasa. Control del tipo de apareamiento en levaduras: interacciones combinatorias.

TRABAJOS PRÁCTICOS
1. Ensayo de Ames.

A) Chequeo de las mutaciones de la cepa mutante de Salmonella typhimurium utilizada en el ensayo de Ames.

B) Ensayo de Ames: ensayo biológico para determinar la potencial mutagenicidad de distintos compuestos.
2. Transformación de E. coli con DNA de plásmidos recombinantes y de referencia.
A)  Preparación de células competentes por tratamiento con CaCl2.

B)  Transformación: mezclado de células competentes con DNA.

C)  Selección de bacterias transformantes por siembra en medios selectivos

3. Caracterización genotípica de cepas de Staphylococcus aureus por REP-PCR
A) A partir de ADNs previamente extraídos de cepas de S. aureus se obtendrán los patrones de clonalidad mediante la técnica REP-PCR, empleando para ello el oligonucleótido REP- 5’- TCG CTCA AAA CAA CGA CAC C -3’.

B) Los productos amplificados se separarán electroforéticamente en un gel de agarosa al 1.2% con bromuro de etidio para teñir el ADN. 

C) Los perfiles electroforéticos generados por REP-PCR serán visualizados en un transiluminador con luz UV.
GUIAS DE PROBLEMAS

1. Mutación, mutagénesis y mutantes
2. Plásmidos
3. Transferencia de material genético.
4. Regulación genética en procariotas 

A. CRONOGRAMA DE CLASES Y PARCIALES

	Semana
	Día/

Fecha
	Teóricos
	Seminarios
	Día/

Fecha
	Guía Problemas
	Día/

Fecha
	Laboratorios
	Parciales* /

Recuperatorios**

	1
	16/08
	X
	
	
	
	
	
	

	2
	20/08

23/08
	X

X
	
	23/08
	X
	20/08


	X


	

	3
	27/08

30/08
	X


	
	
	X
	27/08

30/08
	X

X
	

	4
	03/09

06/09
	X

X
	
	03/09

06/09
	X
	
	X


	

	5
	10/09

13/09
	X


	XX
	
	X


	10/09

13/09
	
	

	6
	17/09

20/09
	
	
	
	XX
	17/09

20/09
	
	X*

	7
	24/09

27/09
	
	
	24/09

27/09
	
	24/09

27/09
	XX
X
	X**

	8
	01/10

04/10
	X

X
	
	01/10

04/10
	X
	
	X

	

	9
	08/10

11/10
	X


	
	08/10

11/10
	X
	08/10

11/10
	XX
	

	10
	15/10

18/10
	X

X
	
	15/10

18/10
	
	15/10

18/10
	X

X
	

	11
	22/10

25/10
	X

X
	
	22/10

25/10
	X
X
	22/10

25/10
	
	

	12
	29/10
01/11
	X

XX
	
	29/10

01/11
	X

	29/10

01/11
	
	

	13
	05/11

08/11
	
	
	05/11

08/11
	XX
	05/11

08/11
	
	X*

	14
	12/11

15/11
	
	X

X
	12/11
15/11
	
	12/11
15/11
	
	X**
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Trabajos científicos disponibles en la Hemeroteca y en el laboratorio.
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(*) En la biblioteca se están recibiendo libros nuevos en forma permanente, los que pueden ser utilizados.





Dra. Claudia Raspanti
PAS Genética Microbiana 
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