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Contribucion de este curso/topico en la formacion del alumnado del PDCB:

Proporcionar a los participantes los conocimientos teéricos necesarios para llevar a cabo la manipulaciéon genética en bacterias con el fin de disefiar mutantes para
diversas aplicaciones en investigacion y biotecnologia. Los participantes aprenderan técnicas avanzadas de ingenieria genética y desarrollaran habilidades para
disefiar, crear y caracterizar mutantes bacterianos.
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Introduccion

Instituto de Quimica

Facultad de Quimica de la
UNAM

Instituto de Ciencias
Biomédicas, UNAM

Universidad Politécnica de
Quintana Roo

Aplicaciones biotecnolégicas de bacterias mutantes.

Aplicaciones biotecnolégicas de bacterias mutantes.

Disefio de oligonucleétidos y PCR overlaping para generar una mutante por doble
recombinacion homologa en Pseudomonas aeruginosa utilizando un plasmido suicida.
Disefio de oligonucledtidos y PCR overlaping para generar una mutante por doble
recombinacion homologa en Pseudomonas aeruginosa utilizando un plasmido suicida.
Exposicion de proyecto final realizados durante el curso.

Generacion de plataformas seguras mediante mutaciones de genes de virulencia para la
produccién de metabolitos secundarios.

Introduccion a la manipulacién genética en bacterias

Introduccién a la manipulacién genética en bacterias

Métodos de transformacion y preservacion bacteriana.

Métodos de transformacion y preservacion bacteriana.

Métodos quimicos, fisicos y biolégicos para inducir mutaciones.

Mutacion aleatoria por transposones.

Mutacion aleatoria por transposones.

Mutaciones por insercion de transposones (librerias genémicas).

Mutagénesis por recombinacién homéloga: uso de técnicas de ingenieria genética como
CRISPR-Cas9 y PCR overlaping

Mutagénesis por recombinacién homdloga: uso de técnicas de ingenieria genética como
CRISPR-Cas9 y PCR overlaping

Mutantes bacterianas para la biorremediacion ambiental.

Practica de PCR overlaping

Practica de PCR overlaping

Seleccion y mantenimiento de bacterias transformadas.

Seleccioén y mantenimiento de bacterias transformadas.

Técnicas de PCR y disefio de oligonucleétidos para diferentes tipos de mutantes ejemplos.
Técnicas de PCR y disefio de oligonucleétidos para diferentes tipos de mutantes ejemplos.

Mutagénesis por recombinacién homéloga

Construccion de mutantes en E. coli por el método Datsenko y. Wanner.
Construccion de mutantes en E. coli por el método Datsenko y. Wanner.

Disefio de mutantes en Bacillus subtillis
Disefio de mutantes en Bacillus subtillis
Exposicién de proyecto final realizados durante el curso.

La ingenieria genética en bacterias es una disciplina fundamental en la biotecnologia moderna, que permite la manipulacién precisa del material genético de estos
microorganismos para obtener mutantes con caracteristicas especificas. En el contexto del avance cientifico y tecnolégico actual, el disefio y la creacion de
mutantes bacterianos son herramientas poderosas para investigar la funcién de genes, desarrollar nuevas terapias y producir compuestos de interés biotecnolégico.
Este curso proporcionara a los participantes una comprension profunda de los principios fundamentales y las técnicas avanzadas de ingenieria genética aplicadas a
bacterias. Desde los conceptos basicos de la manipulacién genética hasta las estrategias mas avanzadas de disefio de mutantes, los estudiantes exploraran una
variedad de temas clave en este campo emocionante y en constante evolucion.

Temario

Médulo 1. (Dra. Selene Garcia Reyes) (6 horas)

Tema 1: Introduccién a la manipulacién genética en bacterias
1.1. Fundamentos e importancia de la manipulacién genética en la generacion de mutantes.
1.2. Seleccion del gen a mutar ¢, Qué fenotipo estoy buscando estudiar?

1.3. Tipos de mutaciones.

1.3.1. Mutaciones dirigidas por PCR: mutaciones puntuales, deleciones e inserciones.

Méodulo 2 Dra. Selene Garcia Reyes (3 horas) y Mtro. Misael Josafat Fabian Del Olmo (3 horas)
1.3.2. Mutagénesis por recombinacién homéloga:

* Uso de CRISPR-Cas9

* Uso de técnica de PCR overlaping.

Méodulo 3 (Dra. Selene Garcia Reyes) (6 horas)
1.3.3. Métodos quimicos, fisicos y biolégicos para inducir mutaciones.
1.3.4. Mutaciones por insercion de transposones (librerias genémicas).
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Médulo 4 (Dra. Selene Garcia Reyes)(6 horas)

Tema 2: Métodos de transformacion y preservacion bacteriana.

2.1. Técnicas de transformacion bacteriana ¢,cuél elegir de acuerdo con mi bacteria de interés?
2.1.1. Fundamentos de la preparacion de células quimicamente competentes.

2.1.2. Fundamentos de la preparacion de células electrocompetentes.

2.1.3. Fundamentos de la conjugacion bacteriana.

Médulo 5 (Dra. Selene Garcia Reyes)(6 horas)

2.2. Seleccion y mantenimiento de bacterias transformadas.

2.2.1. Manejo de antibioticos para seleccion ¢ Qué antibiotico utilizar y en qué concentracion? ¢ Coémo se prepara el stock de antibi6tico?
2.2.2. ¢ Como preservar correctamente una bacteria a -80°C? Glicerol vs Medio Gherna de crioconservacion.

Médulo 6 (Dra. Selene Garcia Reyes)(6 horas)

Tema 3: Técnicas de PCR y disefio de oligonucleétidos para diferentes tipos de mutantes ejemplos.

3.1. Disefio de oligonucleétidos y PCR para generar una mutante puntual en el gen pgsE involucrado en la produccion de metabolitos secundarios de Pseudomonas
aeruginosa.

3.1.1. Fundamentos de la PCR inversa, digestion con la enzima de restriccion Dpnl, fosforilacion con enzima y ligacion.

3.1.2. Conociendo algunos kits comerciales de mutagénesis.

Médulo 7 (Dra. Selene Garcia Reyes)(6horas)

3.2. Disefio de oligonucleétidos y PCR overlaping para generar una mutante por doble recombinacién homologa en Pseudomonas aeruginosa utilizando un plasmido
suicida.

3.2.1. Caracteristicas de un plasmido suicida, ¢ Cuéles opciones existen?

3.2.2. Transformacion y seleccion de mutantes ¢ Cémo se comprueba la mutacion por PCR y fenotipos? ¢ Cémo se cura una mutante con el plasmido pFLP2?

Médulo 8 (Dra. Selene Garcia Reyes)(6 horas)

3.3. Mutacién aleatoria por transposones.

3.3.1. Caracteristicas y aplicacion del plasmido pBTK24 para Pseudomonas aeruginosa.
3.3.2. Caracteristicas y aplicacion del plasmido pZXL5 para Enterococcus faecium.
3.3.3. Técnicas de seleccion y cribado de mutantes por transposones.

Médulo 9 (Dr. Luis David Ginez Vazquez) (6 horas)

Tema 4. Construcciéon de mutantes en E. coli por el método Datsenko y. Wanner.
4.1. Disefio de oligonucleétidos.

4.2. Método de transformacion y seleccion de mutantes.

Médulo 10 (Dra. Estefania Morales Ruiz) 6 horas, sesiones online por Meet.
Tema 5. Disefio de mutantes en Bacillus subtillis.

5.1. Disefio de oligonucleétidos.

5.2. Métodos de transformacion y seleccién de mutantes.

Médulo 11 (Dra. Selene Garcia Reyes) (6 horas)

Tema 6. Aplicaciones biotecnolégicas de bacterias mutantes.
6.1. Sobreproduccién de metabolitos secundarios.

6.2. Descubrimiento de nuevos antibiéticos.

Médulo 12 (Dra. Selene Garcia Reyes)(6 horas)

6.3. Mutantes bacterianas para la biorremediacién ambiental.

6.4. Generacion de plataformas seguras mediante mutaciones de genes de virulencia para la produccién de metabolitos secundarios.
6.5. Discusion sobre los desafios y oportunidades en la manipulacién genética.

Médulo 13. (Dra. Selene Garcia Reyes)(6 horas)
Tema 7. Practica de PCR overlaping.

Médulo 14 (Dra. Selene Garcia Reyes)(3 horas)

Tema: Exposicion de proyecto final realizados durante el curso.

Cada participante contard con 20 min para exponer y justificar la metodologia que empleara para realizar la mutante de interés.
Las presentaciones seran calificadas de acuerdo con rabrica.
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Observaciones

Los alumnos interesados podran participar en la elaboracion y autoria de un articulo de divulgacion cientifica sobre la importancia del estudio de bacterias para el
avance de la ciencia. Este articulo sera sometido a una de las revistas de divulgacion cientifica de la UNAM
Aqui se puede revisar la publicacién del curso pasado: https://elfaro.cic.unam.mx/como-entrenamos-a-las-bacterias-para-resolver-problemas-globales/
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