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Justificacion: Durante los ultimos 50 afios la biologia molecular ha experimentado un vertiginoso
desarrollo desde la formulacion del modelo de doble hélice de ADN, pasando por el descubrimiento del
codigo genético y de las enzimas de restriccion hasta la creacion de potentes secuenciadores de acidos
nucleicos y novedosas técnicas para evaluar la expresion de genes de diferentes tipos celulares. En la
actualidad, el auge y el impacto de la biologia molecular se debe a que es una disciplina esencialmente
practica, que genera una enorme cantidad de informacidn experimental que es utilizada para el estudio
de la evolucion y la dindmica de las poblaciones, para la sistematica microbiana, vegetal y animal, para
el diagnodstico de enfermedades infecciosas y enfermedades genéticas, para el estudio de la
epidemiologia molecular de patdgenos vegetales, animales y humanos y para su aplicacion en la
ingenieria genetica. Actualmente todas las disciplinas clasicas de las ciencias biolégicas utilizan las técnicas y
herramientas de la biologia molecular para resolver sus preguntas de investigacién. Evidencia de ello, es el
enorme volumen de articulos cientificos que aparecen a diario en revistas internacionales indexadas con
aplicaciones de la biologia molecular, por ejemplo en Nature, Science, The Lancet, Proccedings of the National
Academy of Science (USA), Cell, Nucleic Acid Research, Microbiology Reviews, Mutation Research, Nature
Genetics, Biotechniques, Journal of Molecular Biology, Molecular and Biochemical Parasitology, Molecular
Brain Research, Molecular and Cell Biology, Molecular Immunology, Molecular Ecology, Journal of Molecular
Evolution, etc

Obijetivo general: el objetivo del curso esta relacionado con el “desarrollo de competencias a nivel del laboratorio
para la aplicacién de la biologia molecular a proyectos de investigacion”. Por tal razén, el curso tendra énfasis en




actividades de laboratorio, aplicaciones de software de biologia molecular y lecturas dirigidas complementarias a
las préacticas de laboratorio

Obijetivos especificos:
1. Adquirir destreza en la obtencion, cuantificacion, manejo y almacenamiento del DNA en el laboratorio
2. Adquirir destreza en la aplicacion de técnicas para el estudio del DNA tales como: restriccion, hibridacion,
clonacién, amplificacion y secuenciamiento del DNA
3. Adquirir destreza en el manejo de las herramientas bésicas de bioinformatica

1. Contenido resumido del programa:
1. COMPARACION DE LA EFICIENCIA DE DIFERENTES METODOS PARA LA PURIFICACION DE ACIDOS
NUCLEICOS. Aislamiento y purificacion de DNA genémico de diferentes organismos, segun el area de interés de cada
participante en el curso. Uso del método de fenol cloroformo. Uso de columnas de purificacion. Purificacion de DNA de
plasmidios. Electroforesis en geles de agarosa. Almacenamiento de acidos nucleicos. CUANTIFICACION DE ACIDOS
NUCLEICOS. Métodos espectrofotométricos. Electroforesis en agarosa. Dot spot en agarosa. Preparacién de soluciones de
4cidos nucleicos. Lecturas de articulos cientificos sobre extraccion de DNA . TEORIA: CARACTERISTICAS Y
ARQUITECTURA DE LOS GENOMAS: Virus, Organismos procariotes y organismos eucariotes. DNA de copia Unica,
DNA medianamente repetitivo, DNA altamente repetitivo (VNTR, STR). Métodos de Estudio del DNA
2. METODOS DE SEPARACION DE DNA: Electroforesis convencional en agarosa y en archilamida. Electroforesis de
campo pulsado. Aplicaciones de la electroforesis de campo pulsado.
3. APLICACIONES DE LAS ENZIMAS DE RESTRICCION. Manejo u almacenamiento de la enzimas de restriccion.
Soluciones tampén (Buffers) utilizados. Digestién simple y digestion multiple. Mapas de restriccion. RFLPs. PCR-RFLP.
Ejemplo sobre Polimorfismos de la region control de DNA mitocondrial humano. DNA mitocondrial: Estudio y aplicaciones
en diferentes organismos. Lecturas dirigidas sobre aplicaciones de PCR-RFLP en diferentes areas de las ciencias biologicas.
4. MAPAS DE RESTRICCION. Obtencién de mapas de restriccion utilizando secuencias de varios organismos y programas
de computador. Ejercicio sobre obtencion de la secuencia del DNA de un organismo, a partir de los mapas de restriccion de
fragmentos subclonados. (4 horas). Enzimas utilizadas en Biologia Molecular.
11. SUSTENTACION FINAL DE PROYECTO DE INVESTIGACION. Busqueda de literatura sobre caracterizacion
genética y molecular de organismos, segun el interés del participante DNA ribosomal en procariotes y en eucartiotes.

5. CLONACION DE DNA. Obtencion de una biblioteca parcial de DNA genémico de un organismo de interés del
estudiante, mediante ligacion de fragmentos de DNA en pUC18. TRANSFORMACION BACTERIANA. Obtencién de
colonias conteniendo plasmidios recombinantes. Diferentes clases de bibliotecas de DNA.

6. HIBRIDIZACION DE ACIDOS NUCLEICOS. Digestion de &cidos nucleicos con enzimas de restriccion. Southernblot o
transferencia a membrana de nylon. Métodos de marcacion de sondas. Uso de sonda biotinilada. Hibridizacion y revelado.
DNA ribosomal en procariotes y en eucartiotes. Articulo sobre DNA ribosomal. TOTAL:16 horas.

7. PCR ESPECIFICO. DISENO DE PRIMERS. Ejercicios sobre PCR especifico usando una pareja de primers. PCR duplex
y PCR multiplex. Electroforesis en agarosa y en acrilamida. Disefio de primers para PCR especifico. Varios articulos
cientificos de aplicacion de PCR especifico.

8. Microsatélites. Aplicaciones en genética forense y en otros campos de investigacion. Lecturas dirigidas sobre
microsatélites y sus aplicaciones en ciencias bioldgicas.

9. PCR ALEATORIO. ANALISIS DE RAPDs. Aplicacién de PCR aleatorio al DNA del organismo de interés para el
participante en el curso. Andlisis de los RAPDs obtenidos mediante el programa RAPDPLOT. Varios articulos cientificos
sobre aplicacién de RAPDs.

10. ANALISIS DE SECUENCIAS. Desarrollo de ejercicios de analisis de secuencias mediante los programas BLAST,
utilizando informacion del GENBANK a traves de internet.. Caracterizacion molecular mediante VNTRS, microsatélites,
genes ribosomales (ITS, subunidades, 18S, 28S, 5,8S, etc), genes mitocondriales, RAPDs, genes de mini-exon, etc.

2.

Propuesta metodologica: El curso se efectuara con énfasis en actividades de laboratroio, con participacion activa individuala
de los estudiantes. Adicionalmente los estudiantes realizaran lecturas dirigidas relacionadas con los tépicos de laboratorio
Vistos,




Criterios generales de evaluacion: Semanalmente se efectuard un control de lectura del material entregado previamente y de
las préacticas de laboratorio vistas en la semana anterior. El proyecto de investigaciéon tendra un valor del 30% de la
calificacion final.

Bibliografia: 1. ATTWOOD TK, PARRY-SMITH DJ. (2002). Introduccién a la Bioinformatica. Editorial Prentice Hall. 227
pp

2. BECKER JM, CALDWELL GA, ZACHGO EA (1996). Biotechnology. A Laboratory Course. Academic Press. 261 pp.

3. HALL BG. (2001). Phylogenetic Trees Made Easy. Sinauer Associates, Inc. 179 pp

4. LESK AM. (2002). Introduction to Bioinformatics. Oxford University Press.283 pp

5. LEWIN BENJAMIN (2000). Genes VII. Editorial Marban. 990 pp.

6. PERSING D.H., SMITH T.F., TENOVER F.C., WHITE T.J. (1993). Diagnostic Molecular Microbiology. Principles and
Applications. Mayo Foundation. 641 pp.

7. PUERTAS M.J.(1999). Genética: Fundamentos y Perspectivas. Editorial MacGraw Hill. 913 pp

8. SAMBROOK J., RITSCH E.F., MANIATIS T. (1989). Molecular Cloning. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, New York. 2nd. Edition., Vols 1, 2 and 3. 1.626 pp.

9. STRYER LUBER (1995). Bioquimica. 42. Edicién. Editorial Reverté. 1007 pp.

10. SWINDELL S.R., MILLER R.R. MYERS G.S.A. (1996). Internet for the molecular biologist. Horizon Scientific Press.
Portland, Oregon. 187 pp.

11. WINFREY M.R., ROTT M.A.,, WORTMAN A.T. (1997). Unraveling DNA. Molecular Biology for the Laboratory.
Prentice Hall Inc. 369 pp.

1. SITIOS PARA BUSQUEDA DE PROTOCOLOS EN BIOLOGIA MOLECULAR
http://www.nwfsc.noaa.gov/protocols.html

http://www.highveld.com/protocols.html

http://dnal.chem.ou.edu/protocol book/protocol index.html

http://info.med.yale.edu/genetics/ward/tavi/PCR.html

http://sgi.bls.umkc.edu/funnylab/DLCprotocols.html

http://world.std.com/~nestgrp/protocols/protocol.html

http://www.dartmouth.edu/artsci/bio/ambros/protocols.html

http://www.bio.net/

ftp://ftp.ncifcrf.gov/pub/methods/FAQIist

http://www.cellbio.com/

2. SITIOS DE INTERES EN BIOLOGIA MOLECULAR

Centro de Biologia Molecular computacional de la Universidad de Minesota

http://www.cbc.med.umn.edu/

3. VIDEOS

http://www.hawkhill.com/topten.html

http://www.ornl.gov/hgmis/publicat/primer/intro.html

http://www.ornl.gov/ornlhome/education.htm

http://www.ornl.gov/

4. SOBRE GENETICA HUMANA

http://www.tokyo-med.ac.jp/genet/

5. SOBRE GENOMA DE PARASITOS

http://www.ebi.ac.uk/parasites/parasite-genome.html

http://www.ebi.ac.uk/blast2/parasites.html

6. CENTRO NACIONAL DE INFORMACION EN BIOTECNOLOGIA EN LOS ESTADOS UNIDOS (MUY
IMPORTANTE, PUES CONTIENE BASE DE DATOS DE LITERATURA CIENTIFICA):
http://www.ncbi.nlm.nih.gov

7. PARA LITERATURA CIENTIFICA: www.highwire.org

ALGUNOS SITIOS EN LA WEB PARA CONSULTAS SOBRE BIOLOGIA MOLECULAR Y BIOTECNOLOGIA
1. ABS Global: http://www.absglobal.com/

2. Access Excellence: http://www.accessexcellence.org/AB/

3. Ag Biotech Infonet: http://www.biotech-info.net/

4. Articulos sobre DNA: http://www.dnafiles.org/home.html

5. Bioagro: http://www.bioagro.ufv.br/

6. Biodiversity Information Network-Brazil: http://www.binbr.org.br

7. Bioethics Net: http://www.med.upenn.edu/bioethic/




8. Biologia Molecular Computacional: http://www.cbc.med.umn.edu/
9. Biota: http://www.biota.org.br/

10.

11

20

22

Biotecnologia de Plantas: http://www.checkbiotech.org/

. Celera Genomics: http://www.celera.com
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

Cenargen: http://www.cenargen.embrapa.br/

Centro de Bioética: http://www.bioethics.umn.edu

Cold Spring Harbor Laboratory: http://vector.cshl.org/

Consejo para la Informacion sobre Biotecnologia: http://www.whybiotech.com/
Convention on Biological Diversity: http://www.biodiv.org/

CTNBio: http://www.ctnbio.gov.br/ctnbio/default.html

Dictionary of Life Science: http://biotech.icmb.utexas.edu/search/dict-search.html
Embrapa: http://www.embrapa.br

. GenBank (NCBI): http://www.ncbi.nlm.nih.gov
21.

Genoma Brasileiro-Instituto Virtual de Pesquisas Gendmicas: http://www.brgene.Incc.br

. Genoma de Parasitos: http://www.ebi.ac.uk/parasites/parasite-genome.html ;
23.
24.
25.
26.
217.
28.

http://www.ebi.ac.uk/blast2/parasites.html

Georgia Bureau of Investigation: http://www.ganet.org/gbi/fsdna.html
Greenpeace: http://www.greenpeace.org/~geneng/

Information System for Biotechnology: http://www.nbiap.vt.edu/

National Center for Biotechnology information: http://www.ncbi.nlm.nih.gov
National Centre for Biotechnology Eeducation: http://www.ncbe.reading.ac.uk/

Protocolos de Biologia Molecular y Biotecnologia:

29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.

36

42

http://www.nwfsc.noaa.gov/protocols.html ; http://www.highveld.com/protocols.html
http://dnal.chem.ou.edu/protocol _book/protocol_index.html
http://info.med.yale.edu/genetics/ward/tavi/PCR.html
http://sgi.bls.umkc.edu/funnylab/DL Cprotocols.html
http://world.std.com/~nestgrp/protocols/protocol.html
http://www.dartmouth.edu/artsci/bio/ambros/protocols.html ; http://www.bio.net/
ftp://ftp.ncifcrf.gov/pub/methods/FAQIist ; http://www.cellbio.com/

. Proyecto Genoma Humano: http://www.ornl.gov/TechResources/Human Genome/home.html
37.
38.
39.
40.
41,

PubMed (Para basqueda de Articulos sobre DNA): http://www.ncbi.nlm.nih.gov
Revista BioTecnologia: http://www.biotecnologia.com.br

Revista Ciencia Hoje: http://www.ciencia.org.br

Roslin Institute: http://www.ri.bbsrc.ac.uk/

Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciencia SBPC: http://www.sbpcnet.org.br

. The Center for Bioethics and Human Dignity: http://www.cbhd.org/
43.

Union of Concerned Scientistics: http://www.ucsusa.org/index.html

Videos sobre Biologia Molecular y Biotecnologia:

44.
45.

http://www.hawkhill.com/topten.html
http://www.ornl.gov/hgmis/publicat/primer/intro.html

http://www.ornl.gov/ornlhome/education.htm ; http://www.ornl.gov/

Aclaraciones adicionales sobre el programa:




Plan calendario: METODOS EN BIOLOGIA MOLECULAR

Tema Actividades independientes previas Actividades presenciales Actividades independientes posteriores Total
Actividad Documento Horas Actividad Horas Actividad Documento Horas | horas
1. COMPARACION DE Lecturas Articulos de |3 1. Control de 3 Aislamiento y 1. Protocolos |6 12
LA EFICIENCIA DE dirigidas literatura lectura purificacion de para
DIFERENTES METODOS primaria sobre (Evaluacién) DNA genémico de | extraccion de
PARA LA metodos de 2. Uso del método diferentes DNA por
PURIFICACION DE extraccion de de fenol organismos, segin | diferentes
ACIDOS NUCLEICOS DNA cloroformo. Uso de el &rea de interés | métodos
columnas de de cada 2.
purificacién. participante en el | Presentacion
Purificacion de Ccurso de informe de
DNA de laboratorio
plasmidios.
2. CUANTIFICACION DE | Lecturas Articulosde |2 1. Control de 3 Cuantificacion de | 1. Protocolos |3 8
ACIDOS NUCLEICOS dirigidas literatura lectura DNA gendmico de | para
primaria sobre (Evaluacién) diferentes cuantificacion
metodos de 2. Métodos organismos, segin | de de DNA
cuantificacion espectrofotométrico el area de interés | por diferentes
de DNA s. Electroforesis en de cada métodos
agarosa. Dot spot en participante enel | 2.
agarosa. Ccurso Presentacion
Preparacion de de informe de
soluciones de &cidos laboratorio
nucleicos.
3. CARACTERISTICAS Y | Lecturas Articulos 2 1. Control de 3 Lecturas dirigidass | Articulos 4 9
ARQUITECTURA DE dirigidas sobre lectura sobre

LOS GENOMAS

arquitectura
de los
genomas
procariotos y
eucariotos

(Evaluacién)

2. Caracteristicas y
arquitectura del
DNA de virus,
organismos
procariotes y
organismos
eucariotes. DNA de
copia Unica, DNA

arquitectura
de los
genomas
procariotos y
eucariotos




medianamente
repetitivo, DNA
altamente repetitivo
(VNTR, STR).
Métodos de Estudio
del DNA.

4. METODOS DE Lecturas Acrticulos 1. Control de Ejercicios 1. Protocolos 9
SEPARACION DE DNA | dirigidas sobre métodos lectura practicos sobre para
de separacion (Evaluacioén) electroforesis en electroforesis
de DNA 2. Electroforesis agarosay en de agarosa y
convencional en acrilamida acrilamida
agarosay en 2.
archilamida, Presentacion
principios y de informe de
aplicaciones. laboratorio
5. ELECTROFORESIS DE | Lecturas Articulos 1. Control de 1. Ejercicio 1. Protocolos 13
CAMPO PULSADO dirigidas sobre lectura practico sobre para
fundamente y (Evaluacion) electroforesis de | electroforesis
apliciaciones 2. Principio y campo pulsado de campo
de la fundamentos de la 2. Aplicaciones de | pulsado
electroforesis electroforesis de la electroforesis de | 2.
de campo campo pulsado campo pulsado. Presentacion
pulsado de informe de
laboratorio
6. APLICACIONES DE Lecturas Articulos 1. Control de 1. Ejercicio 1. Protocolos 12
LAS ENZIMAS DE dirigidas sobre lectura practico sobre para digestion
RESTRICCION fundamentos (Evaluacién) enzimas de con enzimas
y aplicaciones 2. Manejo u restriccion de restriccion
de las enzimas almacenamiento de 2. Lecturas 2.
de restriccion la enzimas de dirigidas sobre Presentacion
restriccion. RFLPs. PCR- de informe de
Soluciones tampén RFLP laboratorio
(Buffers) utilizados.
Digestion simple y
digestion maltiple.
7. DNA Lecturas Articulos 1. Control de lectura 1. ejercicio 1. Protocolos 13
MITOCONDRIAL.: dirigidas sobre (Evaluacion) practico sobre para PCR-
ESTUDIO Y aplicacion de 2. Estudio del DNA polimorfismos de | RFL de la
APLICACIONES EN los estudios de mitocondrial y la regién control regién control
DIFERENTES DNA aplicaciones en de DNA del DNA




ORGANISMOS mitocondrial diferentes mitocondrial mitocondrial
organismos humano humano
2. Lecturas 2.
dirigidas sobre Presentacion
DNA mitocondrial | de informe de
y su aplicacion en | laboratorio
genética forense,
taxonomia y
estudios evolutivos
8. MAPAS DE Lecturas Articulos 1. Control de lectura Ejercicios parala | Documento 4 9
RESTRICCION dirigidas sobre (Evaluacion) obtencion de con
fundamentos 2. Obtencion de mapas de problemario
de los mapas mapas de restriccion restriccion. sobre mapas
de restriccién utilizando de resticcién
secuencias de varios para
organismos y serdesarrollad
programas de 0
computador.
Ejercicio sobre
obtencidn de la
secuencia del DNA
de un organismo, a
partir de los mapas
de restriccion de
fragmentos
subclonados.
8. CLONACION DE DNA | Lecturas Articulos y 1. Control de lectura Transformacion 1. Protocolos |11 18
dirigidas textos sobre (Evaluacion) bacteriana para para
protocolos de 2. Obtenci6n de una obtencion de preparacion
clonacién de biblioteca parcial de colonias de células
DNA DNA gendmico de conteniendo competentes,
un organismo de plasmidios transformacié

interés del
estudiante, mediante
ligacion de
fragmentos de DNA
en pUC18.

recombinantes.

n bacteriana y
obtencion de
colonias con
plasmidios
recombinantes
2.
Presentacion
de informe de




laboratorio

9. DIFERENTES CLASES | Lecturas Articulos y 1. Control de lectura Lecturas dirigidas | Articulos 3 8
DE BIBLIOTECAS DE dirigidas textos sobre (Evaluacion) varios sobre
DNA bibliotecas de 2. Métodos para eluso de las
DNA obtencién de bibliotecas
bibliotecas para los
gendmicas, estudios de
bibliotecas de expresion
cDNA génica, para la
busqueda de
genesy
regiones de
DNA
repetitivo
10. HIBRIDIZACION DE | Lecturas Articulos y 1. Control de lectura Continuacion del | 1. Protocolos |12 18
ACIDOS NUCLEICOS dirigidas textos sobre (Evaluacion) ejercicio practico | para
fundamentos 2. Digestion de incluyendo hibridicacion
de las técnicas &cidos nucleicos con digestion de 4cidos | de acidos
de enzimas de nucleicos con nucleicos
hibridizacién restriccion. enzimas de 2.
de &cidos Southernblot o restriccion. Presentacion
nucleicos transferencia a Southernblot o de informe de
membrana de nylon. transferencia a laboratorio
Métodos de membrana de
marcacion de nylon. Métodos de
sondas. Uso de marcacion de
sondas biotiniladas. sondas. Uso de
Hibridizacion y sondas
revelado. Sondas biotiniladas.
fluorescentes. Hibridizacion y
3. Fundamento de revelado.
los microarreglos de
DNA.
11. DNA RIBOSOMAL Lecturas Articulos 1. Control de lectura Ejercicio practico | 1. Protocolos |8 13
EN PROCARIOTES Y EN | dirigidas sobre (Evaluacion) sobre para
EUCARTIOTES estructura'y 2. Organizacion del amplificacion de | hibridicacion
aplicaciones DNA ribosomal en ITS, subunidades | de acidos
del DNA procariotes y en 18Sy 28S. PCR- | nucleicos
mitocondrial eucartiotes. RFLP 2.

de procariotes

Aplicaciones de su

Presentacion




y eucariotes

estudio

de informe de

laboratorio
12. PCR ESPECIFICO. Lecturas Articulos Disefio de primers Ejercicio préctico | Protocolos 5 10
DISENO DE PRIMERS dirigidas sobre las utilizando los sobre sobre disefio | para el
reglas para el programas Primer 3 de primers de gjercicio
disefio de y Primer Premier 5 interés de los 2.
primers en el participantes, Presentacion
PCR envio para sintesis | de informe de
especifico y verificacion de | laboratorio
amplificacién por
PCR
13. MICROSATELITES Lecturas Acrticulos 1. Control de lectura 1. Ejercicio Protocolos 5 10
dirigidas sobre (Evaluacion) practico sobre para el
caracteristicas 2. Caracteristicas y amplificacion de | ejercicio
y aplicacion origen de los microsatélites 2.
de los microsatélites en los humanos. Presentacion
microsatélites genomas 2. Lectura de de informe de
eucariotos.Aplicacio articulos sobre laboratorio
nes en genética de aplicacion de
poblaciones, microsatélites en
genética forense y genética forense
en otros campos de
investigacion.
14. ANALISIS DE RAPDs. | Lecturas Articulos y 1. Control de lectura Continuacion de la | Protocolos 9 14
dirigidas textos sobre el (Evaluacion) obtencion de para el
fundamento 2. Fundamentos de RAPDs. Andlisis | ejercicio
de la técnica la técnica de de los RAPDs 2.
de AP-PCR RAPDs. Aplicacion obtenidos Presentacion
de PCR aleatorio al mediante el de informe de
DNA del organismo programa laboratorio
de interés para el RAPDPLOT.
participante en el
Ccurso.
15. ANALISIS DE Lecturas Articulos y 1. Control de lectura Desarrollo de Protocolos 8 13
SECUENCIAS dirigidas textos sobre el (Evaluacion) ejercicios de para el
fundamento Introduccion a la andlisis de ejercicio
del BLAST y bioinformatica: secuencias 2.
CLUSTAL X. 2. Fundamento de mediante los Presentacion
Busqueda de los programas programas de informe del

microsatélites

BLAST y

BLAST, utilizando

ejercicio




10

y de SNPs CLUSTAL informacion del
GENBANK a
través de internet.
16. SUSTENTACION Lecturas Articulos y 16 Sustentaciones de 3 0 19
FINAL DE PROYECTO dirigidas textos sobre la los proyectos
DE INVESTIGACION propuesta de desarrollados por
investigacion los estudiantes
del estudiante
Total | 52 Total | 55 Total | 101 208

Ndmero de créditos




