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modalidad: Material didactico educativo.

Titulado : ELABORACION DE SIETE PROTOCOLOS PARA LA IMPLEMENTACION
DEL MANUAL DE PRACTICAS DE LABORATORIO DE LA MATERIA DE BIOLOGIA
MOLECULAR.

el cual se anexa. para que sea turnado al Comité de Titulacion de esta dependencia para su revision
v €n su caso aprobacion.

Asi mismo pongo a su consideracion a:
DRA. ANNE SANTERRE

como Director de Tesis. Asi .mismo, como asesor (No indispensable, opcional) a:

M.C.. RAMON REYNOSO OROZCO Y
DRA. ALMA ROSA VILLALOBOS ARAMBULA

Sin otro particular, aprovecho la ocasion para reiterarle mi consideracién mas distinguida.

ATENTAMENTE
Las Agujas, Nextipac, Zapopan, Jal., 24 de Octubre del 2000.

Vo.Bo.
El Director . El Alumno
DR. ANNE SAE}‘ERRE PATRICIA CASTRO REYES
e 4
v
Los Asesores
M.C. RAMGN»REYNOSO DRA. ALMA ROSA VILLALOBOS ARAMBULA
o A _ SRR B ST | IR P S
/ ,,M 7/ EXCLUSIVO COMISION DE TESIS
SINODALES | APROBADO FECHA
- .
1. BIOL. DOLORES M. BARRAGAN REYNAGA _ D\ /s O
7
3 M.C. RAMON REYNGS0 (ROZCO M /
3. M.C. SILVIA LOPEZ PEREZ ,ngu// [

SUPL. URA. ALMA ROSA VTLIALCBOS ARAMBULA _/A m?@a \\\_akobob




Forma C

C. DRA. MONICA ELIZABETH RIOJAS LOPEZ

PRESIDENTE DEL COMITE DE TITULACION

DE LA DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES
DE LA UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

PRESENTE

Por medio de la presente, nos permitimos informar a Usted, que habiendo revisado
el trabajo en la modalidad de MATERIAL DIDACTICO EDUCATIVO que realizd ¢l
(Ia) pasante: _ PATRICIA CASTRO REYES con el Titulbo:_ ELABORACION DE
SIETE PROTOCOLOS PARA LA IMPLEMENTACION DEL MANUAL DE
PRACTICAS DE LABORATORIO DE LA MATERIA DE BIOLOGIA
MOLECULAR, consideramos que ha quedado debidamente concluido, por lo que
ponemos a su consideracion el escrito final para autorizacion de impresidn y en su caso
programacion de fecha de exdmenes de tesis y profesional respectivos.

Sin otro particular, agradecemos de antemano la atencidn que se sj a ln
presente y aprovechamos la ocasion para enviarle un cordial saludo.
ATENTAMENTE
Las Agujas, Zapopan, JaL, 2 Noviembre 27 del _2001 .
COCRDMACION DE LA CARRERA D%
: LICENCWDO EX B0L0GA
EL DIRECTOR DE TESIS EL ASESORES
.- ~—
— ‘. ) e ,
z JUN'/ ‘ e §ios
o T e
ANNE M.C. RAMON DRA ALMA ROSA
SANTERRE, REYNOSO OROZCO. VILLALOBOS ARAMBULA.
SINODALES
1-. BIOL. DOLORES M. BARRAGAN REYNAGA. 2! oty insiene s
- NOMBRE COMPLETO FIRMA <
is —
2.- M.C. RAMON REYNOSO OROZCO. - QML'? )
NOMBRE COMPLETO “~—FIRMA

3.- M.C. SILVIA LOPEZ PEREZ.
NOMBRE COMPLETO




AGRADECIMIENTOS

A todos los profesores e investigadores que contribuyeron
en la realizacion de ésta tesis; en especial a la
Dra. Anne Santerre L.

A familiares y amigos que me apoyaron
en los momentos adversos.



ot

INDICE DE TESIS

CAPITULO UNO

ANTECEDENTES, JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

L. Antecedentes.

I.1. Plan de desarrollo docente de la Universidad de Guadalajara y del
Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias (CUCBA).

1.2. Departamento de Biologia Celular y Molecular, Laboratorio de
Genética y Docencia.
1.3. Biologia Molecular, materia especializante de la Carrera de Biologia.
1.4, Practicas de Laboratorio.

1.4.1. Definicién y clasificacién en el ambito educativo.

1.4.2. Habilidades y estrategias a desarrollar durante una

practica de laboratorio.
1.4.3 Conducta necesaria durante las practicas de laboratorio.

IL. Justificacién.
IIL Objetivos.
111.1. Objetivos Generales.

II1.2. Objetivos Especificos.
1V. Bibliografia.

Pags.

a

©q T

(42



)

Pig.
CAPITULO DOS

MANUAL DE PRACTICAS DE LA MATERIA DE BIOLOGIA MOLECULAR

Introduccién al Laberatorio de Biologia Molecular

5
L Medidas de seguridad 5
18 Lavado de cristaleria . 6
[I.  Conocimientos de equipo y herramientas del laboratorio de Biologia Molecular. 6

Priactica No.1
Técnicas de Micropipeteo y Microcentrifugacién
10

INTRODUCCION
OBJETIVO GENERAL
OBJETIVOS PARTICULARES
NOTAS PRELIMINARES

CONVERSION METRICA

MICROCENTRIFUGACION

_ MICROPIPETEO

PRACTICA CON MICROPIPETA DE VOLUMEN PEQUENO
PRACTICA CON MICROPIPETA DE VOLUMEN GRANDE
REPORTE DE PRACTICA
BIBLIOGRAFIA

Prictica No.2
Preparacién de Soluciones Basicas para el Laboratorioe de Biologia Molecular
16
INTRODUCCION
OBJETIVO GENERAL
OBJETIVOS PARTICULARES
METODOLOGIA
REPORTE DE PRACTICA
BIBLIOGRAFIA
Practica No.3
Extraccién de DNA genémico
19
INTRODUCCION
OBJETIVOS GENERALES
OBJETIVOS PARTICULARES
METODOLOGIA
REPORTE DE PRACTICA
BIBLIOGRAF{A



L i

it

Prictica No.4
Corrimiento Electroforético de DNA en Geles de Agarosa
23
INTRODUCCION
OBJETIVOS GENERALES
OBJETIVOS PARTICULARES
METODOLOGIA
REPORTE DE PRACTICA
BIBLIOGRAFIA

Prictica No. §
Determinacién Espectrofotométrica de la Concentracién de DNA
28
INTRODUCCION
OBJETIVO GENERAL
OBJETIVOS PARTICULARES
METODOLOGIA
REPORTE DE PRACTICA
BIBLIOGRAFIA

Practica No. 6
Amplificacion del DNA Genémico por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
31

INTRODUCCION
OBJETIVO GENERAL
OBJETIVOS PARTICULARES
METODOLOGIA
REPORTE DE PRACTICA
BIBLIOGRAFIA

Practica No. 7
Corrimiento Electroforético en Geles de Poliacrilamida de los Fragmentos
Amplificados por RAPDs
35
INTRODUCCION
OBJETIVO GENERAL
OBJETIVOS PARTICULARES
NOTAS PRELIMINARES
METODOLOGIA
REPORTE DE PRACTICA
BIBLIOGRAFIA



Anexo 1
Programa de la Materia de Biologia Moleeular (BC 108)

Generalidades Administrativas
Generalidades de la Materia
Academia

Objetivo general.

Objetivos especificos.
Contenido tematico sintético.
Practicas de Laboratorio.
Bibhogratia basica.
Bibliografia Complementaria.

Anexo 2
Preparacién de Soluciones Concentradas y de Trabajo

Preparacion de acetato de sodio

Preparacion de Bromuro de etidio

Preparacién de mezcla Cloroformo:alcohol isoamilico (C:T)
Preparacion de Etanol 70%

Preparacion de mezcla Fenol:Cloroformo:alcohol 1soamﬂ1co (F:CI)
Preparacion de Fenol Equilibrado

Preparacion de SDS 20%

Preparacitn de mezcla STE

Preparacion de mezcfa 1E

Preparacion de Tris

Anexo 3

Diagramas de Flujo de Ias Siete Pricticas

Diagrama de Flujo de ia Prictica No.1
Diagrama de Flujo de la Practica No.2
Inagrama de Flujo de fa Practica No.3
Diagrama de Flujo de la Practica No.4
IJiagrama de Flujo de la Practica No.5
Diagrama de Flujo de la Practica No.6
Diagrama de Fiuo de ia Practica No.7

41

45

49



CAPITULO TRES
DISCUSION, CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Pigs.
I. Discusién.

1.1. infraestructura para la practica
I.1.1. Trabajo preliminar
1.1.2. Espacio fisico para el desarrollo de las practicas
1.1.3. Equipos, accesorios y reactivos
I.1.4. Duraci6n de la practica

1.2. Organizacion de la prictica
1.2.1. Preparacion de la practica por parte del Profesor
1.2.2. Preparacion de la practica por parte del Alumno
1.2.3. Seguimiento de Ia practica por parte def Profesor
1.2.4. Seguimiento de la practica por parte del Ahunno

I1. Conclusiones.
1i1. Perspectivas.



Wuﬂa No. 1 Antecedentes
Justificacion
Objetivos




ELABORACION DE SIETE PROTOCOLOS PARA LA IMPLEMENTACION DEL
MANUAL DE PRACTICAS DE LABORATORIO DE LA MATER4IA DE
BIOLOGIA MOLECULAR

L ANTECEDENTES.

1. PLAN DE DESARROLLO DOCENTE DE LA UNIVERSIDAD DE
GUADALAJARA Y DEL CENTRO UNIVERSITARIO DE CIENCIAS
BIOLOGICAS Y AGROPECUARIAS (CUCBA).

Uno de los elementos esenciales de la reforma académica se expres6 en el Modelo Basico
de la Organizacién de la Red Universitaria en Jalisco (aprobado en octubre de 1993) entre
cuyos principios - articuladores destacan: el compromiso y corresponsabilidad con la
sociedad;, el mejoramiento permanente de la calidad educativa; el desarrollo integral y
equilibrado de la ensefianza, la investigacion, la extension y la difusion, como ejes de la
funcion sustantiva ipstitucional y la flexibilidad de las estructuras académicas y
administrativas. _

El Centro Universitaric de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias (CUCBA) asume los
compromisos de la Red Universitaria y tiene como mision fundamental “la formacion de
recursos humanos de alto nivel, emprendedores con responsabilidad social y capacidad de
liderazgo en las dreas del trabajo profesional y académico, apoyandose en la investigacion y
las experiencias directas para hacer mas eficientes los procesos de produccién de alimentos
y materias primas de origen biolgico asi como posibilitar la conservacion de los recursos
naturales del estado de Jalisco y mejorar la calidad ambiental de los asentamientos
bumanos en beneficio de los sectores sociales y productivos™. Asi, el CUCBA busca
encaminar esfuerzos con el fin de aumentar el impacto de la U de G en el desarrollo
regional agropecuario, la salud pitblica, la salud ambiental y 1a conservacion de los recursos
naturales de los municipios, orientando las funciones de la U de G al desarrollo sustentable
de Jalisco. Para eso el CUCBA oferta tres carreras a nivel Licenciatura: Biologia,
Agronomia y Veterinaria, ademas de Posgrados, servicios y asesorias.

Asi el Plan de desarrollo, contempla en su programa de docencia, la realizacion de acciones
permanentes y sistematicas que repercutan en el rendimiento académico del alummo, en su
desempefio social y laboral. La organizacién de la Red Universitaria segun el modelo
departamental, la implementacion del sistema de créditos y de las curriculas flexibles
promovieron de manera importante la integracion de los estudiantes en las actividades de
investigacion. Esto se da, en particular a través de la participacion de los alumnos en
materias particulares y especializantes en practicas de Laboratorio relacionadas con
proyectos de mvestigacion vigentes, optimizando asi el uso de los recursos, espacios y
equipos cientificos.



L.2. DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR,
LABORATORIOS DE GENETICA Y DOCENCIA.

El Departamento de Biologia Celular y Molecular (DBCM) oferta una gran cantidad de
materias que se imparten en el CUCBA, tanto Basicas Comunes, Particulares y Selectivas,
dentro de las tres licenciaturas (Biologia, Médico Veterinario Zootecnista y Agronomia),
como Especializantes (Obligatorias y Selectivas) para la licenciatura en Biologia.

Hoy en dia, con el rapido desarrollo de las técnicas de biologia molecular y del ADN
recombinante, la formacion de un bidlogo con carencias en el manejo de las técnicas de
aislamiento, manipulacion y andlisis de ADN limitara sus oportunidades en el mercado del
empleo, tanto nacional como intemmacional. En el CUCBA, la responsabilidad de tal
formacion depende naturalmente de los laboratorios del DBCM.

Los laboratorios del DBCM apoyan a la doceéncia con las siguientes materias, Biologia
Molecular (BC 108), Genética Avanzada (BC 121), Genética Evolutiva (BC 111) e
Ingenieria Genética (BC 123), todas con un obJetxvo comim: el entendimiento de las bases
moleculares de la herencia y de la expresion génica.

13. BIOLOG!A MOLECULAR, MATERIA ESPECIALIZANTE DE LA CARRERA
DE BIOLOGIA.

En el caso de la materia de Biologia Molecular (ver programa de la materia en Anexo No.1)
cada semestre un promedio de 100 alumnos se inscriben a esta materia y requieren el
trabajo de laboratorio.

Asi a partir de 1996 el Laboratorio de Genética ha invertido recursos y esfuerzos para la
preparacion y desarrollo de practicas de laboratorio en las materias ofertadas dentro del
plan flexible de estudio de la Carrera de Biologia, para permitir al estudiante el manejo de
equipos, herramientas, materiales y reactivos en laboratorio para el aislamiento,
manipulacion y andlisis del ADN, lo cual es indispensable para su formacion y su
integracion en el sector generador de empleos.

Es importante sefialar que el desarrollo de practicas no se habia ofrecido en el plan de
estudio cuatrimestral por falta de tiempo (la carga horaria por materia sélo permitia la
ensefianza tedrica), y por supuesto de recursos. Actualmente el nuevo plan de estudio
semestral ampliado permite agregar al programa una carga horana reservada a las practicas.
Ademas, el apoyo financiero obtenido de FOMES (Fondo para la Modemizacion de la
Educacion Superior, 1997-1999) y del CONACYT (Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia, 1995-1996 con proyecto mimero 2578 P-M y 1999-2000 con proyecto niunero
28813-N) permiticron la compra de los reactivos y equipos necesarios que apoyan ademas
de la investigacion a la realizacion de las practicas.



Las pricticas que se han estado realizando, estin obviamenie relacionadas con la
investigacion en curso (optimizacién de recursos). Asi los alumnos al realizar las practicas
no solamente reciben un entrenamiento en el manejo de una “técnica” sino que también
pueden integrar esta técnica, como un paso metodologico, en el contexto de un proyecto
global de tavestigacion, contribuyendo asi a la formacion de egresados que cumplen con las
expectativas del dificil mercado del empleo.

Durante la realizacion del presente trabajo de Tesis uno de los proyectos de investigacion
en el cual participaba el Laboratorio de Genética fue “Establecimiento de un banco
genomico regional del pez tilapia”, proyecto multidisciplinario; con estudios de
productividad, inmunologia, microbiologia y genética, y multi-institucional (SEMARNAP,
CUCBA y CUCEI). Este proyecto tiene como objetivo general proponer a los acuacultores
la introduccion de lineas definidas del pez Tilapia en las granjas regionales.

El segundo proyecto que se desarrolla “Aplicacion de la técnica de RAPDs al analisis
filogenético de los Taxa del complejo Gymnopilus” tiene como objetivo contribuir al
establecimiento de una monografia mundial del Genero Gymnopilus y se estd realizando en
colaboracion estrecha con el Laboratorio de Micologia del Departamento de Botanica y
Zoologia del CUCBA.

Finalmente, la realizacion de ambos proyectos estd dando pie a la transferencia de
diferentes tecnologias y la formacion de recursos humanos de alto nivel a través de la
preparacién de vanas Tesis de Doctorado, Maestria y de Licenciatura.

L.4. PRACTICAS DE LABORATORIO
L.4.1 DEFINICION Y CLASIFICACION EN EL AMBITO EDUCATIVO.

Entre las teorias psicologicas, al menos las mas representativas: Conductismo, Cognoscitivismo,
Humanismo, Psicoanalisis y Teoria Sociocultural, existen diferencias en un gran numero de
enfoques y caracteristicas. Sin embargo, todas estas teorias estan de acuerdo en que dentro del
fenémeno educativo es de suma importancia llevar a los individuos tanto por la preparacion teorica
como por su aplicacion practica. Este es un argumento del proceso educativo, que no tiene
controversia (Guzmsn 1993),

Segim David Ansubel y sus colegas ( Ausubel 1998), se ha subestimado, de manera injustificada, la
importancia de la practica y los ejercicios para el aprendizaje y la retencion significativa. Ellos
aseveran que la prictica constituye una variable muy importante que debe tomarse en cuenta si es
de nuestro interés el aprendizaje y la retencion significativa a largo plazo y la transferencia a los
aspectos relacionados y secuencialmente dependientes de la materia de estudio.

El Trabajo Practico es una de las actividades de las llamadas ciencias experimentales mas
importante del aprendizaje (Mateo 1999). Existen cinco razones por las que vale la pena hacer
practicas en el laboratorio:



1. Ofrecen la posibilidad de comprension de conceptos complejos y abstractos.

2. Permiten el desarrollo de capacidades de investigacion y la apreciacion del espiritu de la
ciencia.

3. Las experiencias practicas, tanto las intelectuales como las manipulativas, son
cualitativamente diferentes de las experiencias no practicas que se realizan en el aula.

4. Proporcionan la oportunidad de experimentar con problemas significativos y no triviales,
cuestion fundamental en la enseflanza que a su vez satisface a los estudiantes.

5. Ofrecen oportunidades tinicas para identificar y remediar las ideas equivocadas.

Ahora bien, existen varios tipos de trabajo practico de los cuales diversos autores proponen
clasificaciones segun los objetivos que se intenten lograr:

1. Desarmrollar procedimientos y técnicas practicas utilizadas en las investigaciones
cientificas.

2. Familiarizar a los estudiantes con fenomenos naturales (vivir el fenémeno).

3. Realizar investigaciones para aproximar el trabajo cientifico (Quesada 1997).

Por otro lado, podemos dividir las experiencias practicas en dos grupos:

1. Las pricticas que no involucran ningiin tipo de deduccién ni interpretacién.
Desarrollo de trabajos practicos para ejemplificar principios, comprobar leyes o mejorar la
comprension de determinados conceptos operativos como ver el cambio de color en una reaccion
quimica o constatar que todos los seres vivos tienen células y ADN.

2. Las pricticas destinadas a provocar Ia discusién, la deduccién y la interpretacién de
resultados.
El desarrollo de este tipo de trabajos practicos permiten explicar el éxito o fracaso de un protocolo
experimental como el analisis de los fragmentos de ADN digeridos o amplificados después de su
electroforesis (Mateo 1999).

1.4.2. HABILIDADES Y ESTRATEGIAS A DESARROLLAR DURANTE UNA PRACTICA
DE LABORATORIO.

En lo que refiere al proceso de ensefianza-aprendizaje, los ejercicios practicos que se diseiian son de
suma importancia para desarrollar las siguientes habilidades y estrategias ( Quesada 1997):

o Habilidades prdcticas: medir o manipular aparatos, entre otras.
s Estrategias de investigacion:
- Importancia de la reproducibilidad de sus mediciones, resultados y control de variables
- Comprension de un diseiio experimental
- Ejecucién de un protocolo para el éxito de su practica
- Andlisis e mterpretacion de datos experimentales



* Habilidades de comunicacion:
- Seguimiento de instrucciones
- Formulacion de preguntas
- Comunicacion de resuitados

En conjunto la realizacion de las practicas fomentara la observacion, clasificacion, inferencia,
emision de hipotesis, interpretacion en el marco de modelos tedricos o aplicaciéon de conceptos,
entre otros (Mateo 1999). Este conjunto es bdsico para cualquier tipo de trabajo experimental
cientifico. :

1.4.3. CONDUCTA ADECUADA DURANTE LAS PRACTICAS DE LABORATORIO:

Es importante enfatizar que fa imparticién de una practica difiere mucho de una clase tedrica; en
particular es mas ruidosa y se puede ver mas “desorganizada™ por lo cual es importante destacar
algunas reglas de comportamiento cooperativo que se deben respetar.

Normalmente en un manual de practicas de laboratorio no se toman en cuenta ciertas habifidades
por parte de los alumnos, que son necesarias y que deben aprender o por lo menos recordar. Entre
-las conductas necesarias que pueden contribuir a una disciplina de cooperacién que permita el
progreso de los individuos para trabajar en grupo (Johnson 1999) estin las siguientes “Normas
minimas de conducta adecuada como parte de las habilidades cooperativas™:

* Movimiento entre los grupos sin ruidos indebidos y sin molestar a los demas. El tiempo de’
trabajo disponible en los grupos es corto normalmente, de modo que es conveniente que el
ordenamiento de muebles, material y equipos asi como el acomodo de los alumnos en los

grupos se haga lo mas rapido posible.

= Permanecer con su grupo cormrespondiente. Los alumnos que recorren el laboratorio durante el
tiempo de trabajo en grupo son improductivos y distraen a los demas.

* Hablar en voz baja. Aunque los grupos de aprendizaje dependen de la interaccion personal, no
necesitan ser ruidosos. Algunos docentes nombran un estudiante por grupo para controlar que
todos hablen en voz baja.

* Alentar la participacion de todos. Todos los integrantes del grupo tienen que compartir sus ideas
y materiales y ser parte de Jos esfuerzos grupales para alcanzar el objetivo planteado. (Una
manera de formalizar la participacion de todo el grupo consiste en que los estudiantes hablen
por turmo).

= Mirar los mateniales con los que se estd trabajando para evitar accidentes y derrames de
1eactivos.



IL. JUSTIFICACION:

En el CUCBA aproximadamente 100 alumnos que toman el curso de Biologfa Molecular
necesitan realizar practicas de laboratorio cada semestre.

De acuerdo con nuestra conviccién, la mejor manera de aprender las bases moleculares de
la herencia y de la expresion génica, asi como de facilitar la entrada de los egresados en el
mercado del trabajo y/o estudios de Postgrado, es mediante la realizacion de practicas de
laboratorio. Por lo que el desarrollo de un manual de practicas, permitira contribuir al
mejoramiento del rendimiento académico del alumno asi como elevar su desempefio social
y laboral.

En los altimos tres afios el Laboratorio de Genética del Departamento de Biologia Celular y
Molecular, recibié apoyos econémicos (Universidad de Guadalajara, CONACYT, FOMES)
que le permitieron desarrollar varios protocolos de investigacion clasicos en el area de la
Biologia Molecular (Electroforesis y reaccion en cadena de la polimerasa, por ejemplo).

Con I3 realizacion de este trabajo de Tesis de Licenciatura en Biologia se pretende, en
primer término adecuar los protocolos basicos que se prepararon en el laboratorio de
genética, para el desarrollo de los proyectos de investigacion, a las condiciones del
laboratorio de docencia en el drea de la biologia molecular. En segundo lugar, disefiar y
elaborar los protocolos para la practica docente. Finalmente contribuir con la elaboracion
de un manual de practicas para los alumnos inscritos a la materia de Biologia Molecular.

I11. OBJETIVOS.

IILI OBJETIVO GENERAL.

Disefiar y estandarizar siete protocolos de laboratorio referentes al aislamiento,
manipulacion y andlisis de DNA, para elaborar un manual de practicas basicas en la clase
de Biologia Molecular.

[1L.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Seleccionar los protocolos de practicas que puedan realizarse en las condiciones del
laboratorio de Docencia del Departamento de Biologia Celular y Molecular.

2. Diseiiar, adecuar y elaborar cada uno de los protocolos seleccionados.

3. Diseiiar y efaborar el manual de practicas para la Materia de Biologia Molecular.
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“INTRODUCCION AL LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR”

L MEDIDAS DE SEGURIDAD.

IL.  LAVADO DE CRISTALERIA DE LABORATORIO.

III. CONOCIMIENTO DE EQUIPOS Y HERRAMIENTAS DEL
LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR.

IV. BIBLIOGRAFIA

INTRODUCCION:

Las técnicas de Biologia Molecular involucran el uso rutinario de una variedad de equipos,
herramientas y accesorios cientificos que se han desarrollado a lo largo de los tltimos 20-
30 afios; son relativamente sencillos de usar, pero precisos y costosos asf que su uso
necesita de algunas medidas de precaucion.

Ademids, los reactivos que s¢ manipularan durante las pricticas son potencialmente
peligrosos por lo que es necesario conocer la naturaleza de los productos utilizados, y por
supuesto es mprescindible respetar las medidas de precaucion como el uso de bata,
guantes, lentes, cubre boca y campana de extraccién de humos.

I DE

Es importante prestar atencion a las siguientes medidas de seguridad, ya que permiten el
éxito del trabajo del laboratorio.

1) Utlizar bata de algodén (uso personal, OBLIGATORIO), guantes desechables,
lentes de proteccion UV y campana de extraccion de humos (cuando prepare
reactivos volitiles y /o toxicos).

2) Utilizar siempre un bulbo o pipetor para obtener los volimenes precisos de las
soluciones. NUNCA pipetear con la boca: es peligroso.

3) Preparar y acomodar sobre la mesa de trabajo todo el material y reactivos necesarios
para un experimento.

4) Debido al uso de reactivos y equipos peligrosos en las practicas de Biologia
Mole_cular es necesario conocer fas reglas de uso de los siguientes reactivos
quimicos y equipo:

a. Bromure de Ftidie: La tincién con bromuro de etidio es el método més répido,
sencillo y sensible para tefiir el ADN, gracias a sus propiedades fluorescentes y de
unién al ADN. Sin embargo, es uma sustancia mutagénica y posiblemente
carcinogénica (se intercala entre las bases nitrogenadas del ADN) por lo que se debe
de manejar con mucha precaucién y no contaminar el espacio y utensilios de
trabajo.



b.

1L

Fenol: El fenol es una sustancia muy corrosiva que puede causar quemaduras muy
severas. Es necesario usar guanies, bata y lentes de proteccion para manipularlo
ademds de una campana de extraccién de humo (no lo hard el estudiante). En caso
de contacto enjuagar con mucha agua, y después lavar con jabén y agua.

i is-acrilamida: La acrilamida es un neurotdxico muy agresivo que
se absorbe a través de la piel. El efecto de la acrilamida es acumulativo. Use guantes
y mascara cuando pese la acrilamida y la bis-acrilamida en polvo. Use guantes
cuando manipule soluciones que contienen estas sustancias quimicas. Aunque la
Poli-acrilamida (una vez polimerizada) esta considerada generalmente como NO-
toxica, se recomienda manipular los geles con guantes ya que puede contener
cantidades pequeias de acrilamida no polimerizada.

Transiluminador; El transiluminador emite radiaciones ultravioletas (302 nm) las
cuales son peligrosas en particular para la retina de los ojos. NUNCA mire
directamente hacia la fuente de luz UV sin proteccién. Para minimizar la
exposicion es indispensable utilizar lentes protectores (tipo UV), careta, bata y
guantes para cubrir toda la piel Ademas el transiluminador podria estar
contaminado con bromuro de etidio asi que es necesario manejarlo con precaucion.

ADO DE CRISTALERIA DE TORIO,

Se pedird la colaboracion del estudiante para la limpieza del material utilizado en la
préctica:

rEE e A g

Enjuagar con agua de la llave el material sucio (usar guantes de hule).
Preparar un litro de una solucién de Extran al 5% (detergente).

Con esponja y escobilla lavar cada uma de las piezas.

Enjuagar abundantemente con agua de la llave.

Enjuagar con agua destilada 2 veces.

Enjuagar con agua desionizada.

Dejar el material en el escurridor.

Secar el material de vidrio y de acero en un horno de secado (50°C).
Apartar el material que necesita esterilizacién en autoclave.

III. CONOCIMIENTO DE EQUIPOS Y HERRAMIENTAS DEL LABORATORIO
E 1A MOLE

Balanza de precisién:
La balanza de precisién permite pesar pequefias cantidades definidas de reactivo (entre 1

mgylg)



Bailo Maria:

El Bafio Maria permite mantener los reactivos o tubos de reaccion a una temperatura
constante establecida, por ejemplo se trabaja tipicamente a 37°C con endonucleasa de
restriccién y a 58°C y 65°C para la lisis celular durante la extraccién de ADN.

Cémara de electreforesis horizontal y Fuente de Poder

La cdmara de electroforesis permite de establecer una corriente eléctrica entre los dos
extremos del gel de electroforesis, permitiendo asi el desplazamiento de las moléculas de
estudio. La fuente de poder permite alimentar a la cdmara de electroforesis con una
corrienfe constante.

Cimara polareid con pelicula tipo 667:

Este tipo de camara fotografica instantinea se usa para fotografiar geles tefiidos con
bromuro de etidio. La camara viene equipada con una caperuza que facilita el-enfoque
(existen en diferentes tamafios segin el tamaiio del gel). Para fotografiar geles teflidos con
Bromuro de Etidio se recomienda utilizar una pelicula de alta velocidad tipo 667 (ISO
3000) asi se obtiene un registro permanente del gel (el cual no se puede almacenar mas de
unos dias y no se puede secar; a menos que se utilice una agarosa especial). El tiempo de
exposicion varia con la cantidad del ADN, el nivel de tincion, el grosor del gel y la
densidad del filtro,

Campana de extraccién de humos;
La campana de extraccidn permite trabajar en condiciones de seguridad con soluciones
volitiles, ya que un motor permite extraer los humos.

Espectrofotometro UV-visible y Cubetas de cuarze:

La luz ultravioleta se puede utilizar para determinar la cantidad del ADN extraido asi como
para evaluar su pureza (a 260 y a 280 nm respectivamente). Para medir longitudes de onda
en el rango del ultravioleta se necesita de una luz especial emitida por una l4mpara de
deuterio ya que Ia lampara visible (de fungsteno) no produce suficiente energm en esta
region del espectro electromagnético para permitir mediciones correctas.

Para medir las concentraciones de acidos nucleicos en solucién es necesario trabajar en el
rango del UV. Las longitudes de onda cortas que se deben de utilizar para estudiar el ADN
son absorbidas por el plistico o el vidrio. Como consecuencia se utilizara cubetas de
cuarzo cuyo precio es elevado por lo que es importante manipularlas con sumo cuidado, al
igual que el espectrofotometro.

Microcentrifuga:

La centrifuga es un equipo a través del cual se aprovecha la fuerza centrifuga para separar
liquidos de distintas intensidades, o las sustancias slidas de un liquido en que estin
suspendidas. Ello constituye un método sistematico de separacion de grandes particulas de
una solucidn o suspension. Como lo indica su mombre, las microcentrifugas fueron
disefiadas para centrifugar cantidades pequefias de muestras (menos de 2 ml) colocadas en
tubos especiales (microtubos) resistentes a altas velocidades (hasta 14,000 rpm).



Micrapipetas:

Una micropipeta es esencialmente una bomba de alta precisibn unida a una punta
desechable. E! volumen de aire disponible en el barril se ajusta girando el boton mas
adentro o afuera del piston y el volumen disponible se visualiza en una graduacion. Al
apretar ¢l boton (hasta el primer tope) se desplaza el volumen especifico de aire del pistén y
al liberar el boton se crea un vacio, el cual desplaza un volumen equivalente de solucion. El
volumen extraido se expulsa apretando otra vez el botdn (hasta el segundo tope).

Las micropipetas permiten pipetear volumenes pequefios con alta precision. Existen varios
tipos de micropipetas (volumen fijo o variable) con diferentes rangos de capacidades (de
0.2-5 pl, 0.5-10 pl, 2-20 pl, 5-40 yd, 20-200 d, 100-1000 ul). Es muy importante conocer
el uso y manejo adecuado ya sea para un pipeteo correcto o para evitar dafios en el
mecanismo de las mismas. Ver mas abajo los ejercicios pricticos correspondientes,

Plancha con termostato y agitador magnético:
Esta herramienta ayuda en la preparacion de soluciones calentandolas en accién de una
resistencia eléctrica y agitandolas con la fuerza de centrifugacion con una barra magnética.

Potenciémetro: ,

La gran mayoria de las reacciones quimicas y biologicas, se llevan a cabo en soluciones
acuosas. La concentracion de los iones H' y OH en el agua determina la alcalinidad, acidez
o neutralidad de las soluciones acuosas. Mientras mas grande es la concentracién de iones
. hidrogeno, més bajo es el pH de una solucién. En la determinacién electroquimica del pH,
" se utiliza la diferencia de un potencial eléctrico entre dos soluciones de diferente pH,
separadas de una membrana por un vidrio especial. Un sistema completo para la medicion
de pH, esta integrado por un electrodo de vidrio, un electrodo de referencia, un medidor de
pH y Ia solucién de muestreo (Manual de fisiologfa).

Es muy importante saber usarlo adecuadamente para una medicién correcta del pH de la
solucion.

Transiluminador:

El transiluminador emite radiaciones ultravioletas a 302 nm, que atraviesen el gel y
permiten la visualizacién del ADN teftido con bromuro de efidio gracias a las propiedades
fluorescentes del mismo.

Termociclador:

Este equipo permite la amplificacion in vitro del ADN, Bésicamente se trata de una placa
en Ia cual se colocan los microtubos y que el equipo calienta o enfria repetidamente a las
temperaturas deseadas durante un tiempo definido.

Veortex:
Este aparato permite agitar soluciones contenidas en un tubo de emsayo o microtubo de
forma variable.
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PRACTICA No. 1
TECNICAS DE MICROPIPETEO Y MICROCENTRIFUGACION.

INTRODUCCION:

La mayoria de las reacciones con ADN y ofras manipulaciones de 4cidos mucleicos se
realizan en tubos pequefios (microtubos o tipo Eppendorf) y con volimenes tan pequefos
como 1 pl por ejemplo, con el fin de ahomar reactivos costosos como enzimas y
amortiguadores lo que mvolucra pipeteos precisos con micropipetas de volimenes
ajustables. Del buen pipeteo depende también el éxito de la mayoria de los experimentos.

La microcentrifuga es una herramienta indispensable en el laboratorio de Biologia
Molecular, Su uso requiere también de precaucion elemental. '

OBJETIVO GENERAL:

Que el alumno comozca la funcién, el manejo y las precauciones de la utilizacién de
micropipetas y microcentrifuga que se usardn durante el desarrollo de las practicas de
Biologia Molecular.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Que el alummo practique el manejo y programacién de las micropipetas de volumen
variable.

2. Que el alumno se familiarizarse con el manejo de la microcentrifuga, en particular con
el balanceo de microtubos.

3. Que el alumno practique en la preparacion de una reaccién de amplificacion del ADN
por Reaccion en Cadena de la polimerasa (PCR) utilizando micropipetas de volumen
variable.

NOTAS PRELIMINARES:

CONVERSIONES METRICAS Y MICROPIPETEQ

Es importante empezar con unidades de medicion y su conversin. Ahora nos
concentraremos en las mediciones basadas sobre el litro, pero los mismos prefijjos (mili- y
micro-) también se aplican a la medicién de solidos, basado en el gramo. Las dos unidades
mas tiles para medir liquidos en Biologia Molecular son el mililitro (ml) y el microlitro
().

1 ml =0.001 litro 1,000 ml = 1 litro

1 ul =0.000001 litro 1,000,000 pi = 1 litro
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MICROCENTRIFUGACION

Es importante familiarizarse con la ubicacion correcta de tubos de reaccion en el rotor de la
centrifuga. Los tubos (del mismo volumen) deben de ser balanceados en el rotor de la
cenmﬁxgapmewtmdaﬂartantoalrotorcomoale_;edelmotordelacenmﬂlgaOtra
precaucion es usar tubos que resisten a las fuerzas de centrifugacion con el fin de evitar
rupturas durante la centrifugacion y por lo tanto la pérdida de las muestras y daitos al rotor
y a la centrifuga.

Antes de utilizar las centrifugas (de 6 y 12 pozos) proporcionadas por el Maestro, tome un

momento para responder 2 la siguiente pregunta: ;Cémo colocaria en la centrifuga 2,3,4,5
y 6 tubos del mismo volumen, en un rotor de 6 y 12 pozos? (realizar un esquema del rotor)

MICROPIPETEQ

Un pipeteo impreciso es una de las principales causas de malos resultados en un
experimento. Si esta usted poco familiarizado con el manejo de las micropipetas tome
tiempo para practicar. Rapidamente estas técnicas serdn para usted muy ficiles.

a. lll’ AsS Si

- Verifique Ia etiqueta que precisa el rango del volumen de cada pipeta.
- Nunca gire el ajustador de volumen fuera de los limites méximo y minimo del rango de
‘1a pipeta como lo indica el fabricante sobre cada pipeta.

- Nunca utilice fa micropipeta sin una punta desechable, esto podria arruinar el piston.

- Nunca invierta o recargue horizontalmente Ia micropipeta con una punta llena, pues el
fluido podria entrar en el piston.

- Nunca libere el botén rapidamente después de haber pipeteado el fluido, esto podria
daiiar al pistén y la medicién no seria la real.”

- Nunca introduzca el barril de la micropipeta en el liquido.

- Nunca exponga al fuego el barril de la micropipeta.

- Nunca reutilice una punta que se ha usado para cargar otro reactivo.

b. Manejo general de micropipetas de volnmen variable

1. Rotar el ajustador de volumen al nivel desecado. Note que la posicion del boton cambia
cuando se modifica el volumen. Asegiirese también de ubicar bien los decimales

2. Sujete firmemente la punta adecuada en el extremo de la micropipeta.

3. Cuando succione o expulse el liquido, mantenga firnemente el tubo entre el pulgar y el
indice. Mantener el tubo al nivel de los ojos para poder observar un cambio en el nivel
del liquido en la punta de la pipeta. No pipetear con el tubo en la gradilla. No permita
que ofra persona sostenga el tubo mientras usted pipetea.
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. Cada tubo debe estar sostenido en Ia mano cuando se esta manipulando y abrirse con el
pulgar. Mantenga ¢l tubo por su cuerpo y no por la tapa evitando asi contaminaciones a
través de la boca del tubo.

. Para un mejor control, agarre la micropipeta en la palma de su mano con los dedos
alrededor del barnil, controlando el botén con el pulgar. Mantenga la pipeta en una
posicion casi vertical.

. La mayoria de Ias micropipetas tienen un botén de dos-posiciones (o topes). Cuando se
aprieta hasta el primer tope se mide el volumen deseado. Cuando se aprieta mas (al
segundo tope) se introduce un volumen suplementario de aire permitiendo asi sacar
cualquier solucién que se halla quedado en la punta. Controlar con el pulgar estas dos
posiciones.

. Para pipetear la muestra del tubo:

a. Presione el boton hasta el primer tope y manténgalo en esta posicién. Introduzea la
punta en la solucién a pipetear. Succione la solucién con [a punta soltando
lentamente el boton. Asegirese que la punta se quede dentro de la solucién cuando
suelte el boton.

b. Pase el extremo de la punta dentro del tubo para quitar cualquier gota €n exceso que
se halla quedado adherida fuera de la punta.

c. Verifique que no se quedaron burbujas de aire en la punta. Para evitar futuros
errores de pipeteo aprende a reconocer los niveles aproximados de llenado de las
puntas para volimenes detenminados.

d. Si usted nota una burbuja de aire 0 un espacio de aire en la punta, regrese con
precaucion el fluido en el tubo del reactivo. Centrifugue el tubo (un pulso) para
bajar toda la solucién al fondo de éste.

. Para colocar el volumen pipeteado en el tubo de reaccion:

a. Coloque la punta de la pipeta en el iterior del tubo, eso crea un efecto de
capilaridad que ayudard a sacar el fluido de la punta.

b. Lentamente, presione el boton hasta el primer tope para vaciar la muestra. Presione
al segundo tope para sacar de la punta los iltimos residuos del liquido.

¢. Manteniendo el botén apretado saque la punta de la pipeta del reactivo que se acaba
de depositar evitando asi de volver a succionar el liquido en la punta.

d. Remueva la punta de la micropipeta con la mano o con Ia micropipeta en un vaso de
precipitado reservado para tal fin o tipo de punta ubicado sobre la mesa de trabajo.
La punta se saca apretando el boton mas alli del segundo tope o apretando otro
boton especifico para eliminar las puntas.

. Para prevenir la contaminacion cruzada de reactivos:

a. Agregue siempre secuencialmente los reactivos a los tubos de reaccion.

b. Cologue cada gota de reactivo en un lugar diferente dentro de la pared del tubo,
cerca del fondo. De esta manera 1a misma punta se puede utilizar para pipetear la misma
solucién en diferentes tubos

¢. Utilice una nueva punta para cada reactivo a pipetear

d. Si la punta se contamina, cAmbiela
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PRACTICA CON UNA MICROPIPETA DE VOLUMEN PEQUENQ
Preparacion del material:

Reactivos Materiales

1 ml de solucion I, coloreada
1 ml de solucion 11, coloreada
1 ml de solucion 1}, coloreada

micropipeta de 100-1000 pl con puntas
micropipeta de 0.5-10 pl con puntas
vaso de precipitado para puntas usadas

1 ml de solucion IV, coloreada microcentrifuga (14,000 rpm)
25 ml de solucion V, coloreada marcador permanente
gradilla

microtubos (0.5 ml -1.5 mi)

Este ejercicio simula la preparacion de una reaccion de PCR, utilizando una micropipeta
con un rango de 0.5-10 pl o 1-20 pl.

1.

Con un marcador rotular tres tubos de 1.5 ml: A, B, C.

Utilizar fa siguiente tabla para agrega las soluciones correctas en cada uno de los

2.
tubos.
Tubo Solucion 1 Solucién II Solucién 11 Solucién IV
A 4l 5l 1l -
B 44 Sul - 1yl
C 4l 4l 1 1pl
3. Programar la micropipeta con 4 ul y agregar la Solucion I a cada tubo de reaccién.

Con una punta nueva adicionar el volumen apropiado de Ia Solucién II en otro lugar
delos tubos A, By C.

Con una punta nueva agregar 1 pi de la Solucién Ifl a los tubos A y C.
Con una punta nueva agregar 1 ul de la Solucion IV a los tubos By C.

Cerrar los tubos, mezclar los reactivos con uno de los sigufentes métodos:

a. Pegando el fondo del tubo sobre la mesa de trabajo asegurandose que todas las
gotas se agruparon en una sola en el fondo def tubo.

b. Dando un pulso de unos segundos en una microcentrifuga, asegurdndose que los
tubos de reacciéon estén ubicados de manera balanceada en ef rotor de la
microcentrifuga. (Centrifugar los tubos en una posicion no balanceada dafiaria el
eje de la microcentrifuga.).

Asi, se agregd un volumen total de 10 pl en cada tubo de reaccion. Para verificar la
certeza de sus mediciones, ponga la micropipeta en 10 pl y saque con precaucion la
solucién de cada tubo.
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a. ¢ Est4 la punta completamente llena?

b. ¢ Queda un pequefio volumen en el fondo del tubo? Esto indica en este sobre
medicion.

¢. ¢ Después de haber pipeteado todo el volumen, queda un espacio de aire en el
extremo de Iz punta lo que indicaria una medicion demasiado baja. El volumen
real del liquido se puede determinar simplemente rotando el botén hasta
expulsar el aire de la punta, entonces se lee el volumen de! liquido presente en el
tubo directamente de la micropipeta.

9. Si las mediciones no fueron adecuadas, repetir el ejercicio hasta obtener resultados casi
perfectos.

PRACTICA CON UNA MICROPIPETA DE VOLUMEN GRANDE

Este cjercicio simula una reaccion de transformacion bacteriana, preparacion de plasmidos
o extraccion de ADN, utilizando una micropipeta de rango 100-1000 pl. No es tan facil
pipetear cuando se utiliza una micropipeta para volimenes grandes, los errores pueden ser
considerables.

1. Con un marcador rotular dos tubos de 1.5ml: Ey F.

2. Utilice la siguiente tabla para agregar las soluciones correctas a cada uno de los

tubos.

Tubo Solucién [ Solucion I Solucién I Solucién 1V
E 100 pl 200 ul 150 ud 550 ui
F 150 ul 150 wl 350 ul 250 i

3. Programe la micropipeta y agregue los volumenes apropiados de las Soluciones I-
1V a cada tubo de reaccion. Seguir el mismo procedimiento de la micropipeta de
volumen pequeiio.

4. El volumen total es de 1000 pl en cada tubo de reaccion. Para verificar la precisién
de sus mediciones, con la micropipeta en 1000 pl saque con precaucion la solucién
de cada tubo.

’ a. ; Estael extremo de la punta completamente lleno?
b. ; Queda un pequeiio volumen en el fondo del tubo?
¢. ; Queda aire en el extremo de la punta?

5. Si las mediciones no fueron adecuadas, repetir el ejercicio hasta obtener resultados casi
perfectos.
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REPORTE DE PRACTICA

1. Listar y comentar las medidas preventivas que usted tomaria antes de trabajar en un
laboratorio de Biologia Molecular.

2. ;Por qué los tubos deben balancearse en el rotor de la microcentrifuga?
3. ;Cuales son los errores comunes de pipeteo?. Comentar también su experiencia,
Jcusntas veces tuvo que pipetear para obtener volumenes exactos?, ;Como supo que

eran volimenes exactos?

4. ;Por qué es necesario dominar las técnicas de pipeteo?

BIB RAFiA

1) Bloom, M. V.; Freyer, G. A, Micklos, D. A. Laboratory DNA Science: An
Introduction to Recombinant DNA Techniques and Methods of Genome Analysis.
Editorial The Benjamin/Cummings Publishing Company, Inc., 1996.

2) Sambrook, J.; Fritsch, EF.; Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989



PRACTICA Ne. 2

“PREPARACION DE SOLUCIONES BASICAS PARA EL LABORATORIO DE
BIOLOGIA MOLECULAR”

INTRODUCCION:

Durante esta prictica se prepararan las soluciones necesarias para la realizacion de las
futuras practicas. Es indispensable que las soluciones se preparen adecuadamente para
asegurar el éxito de las practicas de Biologia Molecular

Todas las soluciones tienen una composicion quimica precisa: mezcla de componentes y
concentraciones definidas, pH, solubilidad y condiciones de almacenamiento. Ademas por
cuestiones practicas, muchas soluciones se preparan en forma concentrada (2, 5, 10 veces
concentradas = 2X, 5X, 10X) y se diluyen al momento de su uso generalmente a 1X.

Aqui no se pretende preparar todas las soluciones que se utilizan durante la préctica, sin
embargo, es importante que el alumno consulte el Anexo 2 donde se detallan }as mismas,
as{ como su modo de preparacion.

OBJETIVO GENERAL:

Que el alumno aprenda a preparar algunas soluciones tipicas a utilizar en las practicas de
Biologia Molecuiar.

OBJETIVOS PARTICULARES:

- Que el alumno aprenda a preparar las soluciones concentradas con las cuales trabajara a
lo largo de las practicas.

- Que el alumno aprenda a valorar la importancia de este paso preliminar (pesar, calcular
molaridades, porcentajes, medir el pH, etc) en el éxito de los protocolos
experimentales.

METODOLOGIA:

1. Preparacion del material

Reactivos Materiales
Acido borico Vasos de precipitado de 150 ml y 2 litro
Agua Desionizada (H,0) Matraces aforados de 100 ml y 1 litro
EDTA * Balanza analitica (o de precision).
Tns base ** Potenciometro
Solucion saturada de NaOH Barras magnéticas

Pastillas de NaOH



11. Guia de preparacién de las soluciones:

EDTA, pHS, 0.5 M

Para preparar 100 ml: en un vaso de precipitado de 150 ml, agregar 18.61 g de EDTA a 80
ml de agua desionizada. Mezclar vigorosamente y entibiar la solucion. Ajustar el pH
agregando pastilas de NaOH hasta que se disuelva la sal (cerca del pH 8) y después con
una solucién saturada de NaOH.

Transferir la solucion a un matraz volumétrico y aforar a 100 ml.

* EDTA= Acido etilenamine-tetraacético

Autoclave (opcional), almacene en refrigeracion.

Solucién concentrada de TBE 5X

Para preparar un litro: mezclar y disolver en un vaso de precipitado de 2 litros:
Tris base: 54 g;
Acido Bérico: 275 g;
Solucién de EDTA 0.5M, pH 8: 20 ml.

Pasar la solucién a un matraz volumétrico y aforar a 1 litro.

** TRIS-HCl= Trizma Base= Tris(hidroximethil aminometano)

Autoclave (opcional), almacene en refrigeracion.

Solucién de trabajo TBE 0.5X
Para preparar un litro: mezclar 100 mi de TBE 5X con 900 ml de agua desionizada en una
probeta de 1 litro.

I3

REPORTE DE PRACTICA

Debido a la importancia de las soluciones a utilizar en las practicas de Biologia Molecular,
es necesario familiarizarse con fos reactivos y soluciones que se utilizaran.

1. Comente cuiles conocimientos previos estuvo aplicando usted y coales aptitudes
adquirio durante la practica.

2. Entregar una tabla en donde describa las formulas condensadas y esquematicas de cada
uno de los reactivos utilizados (Ver también los compuestos del Anexo 1) asi como su
peso molecular,

Ejemplo:

Compuesto Formula condensada | Formula esquematica Peso molecular
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PRACTICA No. 3

“EXTRACCION DE DNA GENOMICO”

INTRODUCCION:

El aislamiento del ADN es uno de los procesos mas utilizados en muchas areas de la
genética molecular. El ADN purificado es necesario para estudios basicos de estructura,
quimica y manipulacion, asi como relaciones proteinas-ADN, hibridacion de ADN-ADN y
ADN-ARN, secuenciacion, clonacion; por mencionar algunas. Originalmente el ADN se
aislo de bactenias pero hoy en dia existen miltiples protocolos para aislar ADN de cualquier
ser vivo 0 muerto, sin embargo, de manera general los pasos comunes son la lisis celular y
la precipitacion del ADN.

Casi todas las técnicas que se utilizan para separar y aislar macromoléculas celulares,
requicren que estén disueltas en el citosol; asi se obtienen facil y rapidamente por
centrifugacion de las células disgregadas. Las macromoléculas en solucion en el
sobrenadante resultante de la centrifugacion se purificardn y precipitaran para separarlas de
los componentes no deseados. Por ejemplo, para la separacion del ADN de las otras
macromoléculas, tanto el fenol como la mezcla cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) se
usan cominmente para disociar las proteinas de los acidos nucleicos.

OBJETIVO GENERAL:
Que el alumno aprenderd un método estindar de extraccion de ADN utilizando un
protocolo sencillo y clisico.

OBJETIVOS PARTICULARES:

- Que ei alumno realice cada paso de un protocolo clasico de extraccion de ADN.

- Que el alumno conozca las propiedades y efectos bioquimicos y moleculares de los
reactivos utilizados en la extraccion de ADN genémico.

METODOLOGIA:

L PREPARACION DEL MATERIAL.

Reactivos Matenial, Equipo y Accesorios

100 mg de musculo fresco de Tilapia Bafio Maria

Amortiguador de lisis STE ( Anexo 2) Homogeneizador de porcelana
SDS al 20 % ( Anexo 2) Micropipeta 100-1,000 pl y puntas
Fenol equilibrado Micropipeta 10-100 pl y puntas
NaOH 3M Micropipeta 0.5-10 ul y puntas
FCI ( Anexo 2) Tubo cénico 15 ml

CI( Anexo 2) Tubos Eppendorf

Acetato de sodio 3M, pH 5.2 Microcentrifuga
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Etanol al 100 % Dispensador de puntas
Etanol af 70% Guantes desechables
Amortiguador T.E. (Anexo 2) Pipetas Pasteur
Campana de extraccién de humos
Crondmetro

1I. EXTRACCION DE ADN.
1. ETAPA PRELIMINAR;

Pre-Calentar ef bafio Maria a 50-65 °C

Reunir el equipo y herramienta necesarios.

Disponer de las soluciones preparadas anteriormente.
Pesar 100 mg de musculo fresco de Tilapia.

2. PREPARACION DEL TEJIDO Y LISIS CELULAR:

1. HOMOGENIZACION DEL TEJIDO. Homogeneizar aproximadamente 100 mg de
tejido en | ml de amortiguador de lisis STE con el homogeneizador de porcelana.

2. LISIS QUIMICA. Con la ayuda de una pipeta pasteur, transferir el homogeneizado
a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml, afiadir 70 yd de SDS al 20% y agitar
suavemente (el SDS inhibe también a las ADNasas).

3. LISIS POR CALOR. Calentar el material lisado a 50-60 °C durante 15 minutos,
mezclar cada 2 minutos.

4. Centrifugar durante 5 minutos a 7,000 rpm, para precipitar los residuos celulares.

5. Descartar el botdn con un palillo estéril.

3. PRECIPITACION SELECTIVA DE LAS PROTEINAS COEXTRAIDAS CON

EL ADN

6. Enlacampana de extraccion de humos, afiadir al tubo 700 il de fenol equilibrado,
cerrar muy bien el tubo, mezclar suavemente por inversion e incubar 5 minutos a
temperatura ambiente. En esta etapa que se observa un precipitado gris.

7. Centrifugar a 7000 rpm 5 minutos.

8. Transferir la fase acuosa (superior) a un microtubo nuevo de 1.5 ml (no transferir fa
interfase, ni la fase organica)

9. Repetir las etapas 6, 7, 8 si la fase acuosa no es clara.

10. A 1a ultima fase acuosa recuperada aitadir 700 pl de FCI (bien homogeneizado al
momento de usarlo), cerrar bien el tubo, mezclar con suavidad por inversion e
incubar § minutos a temperatura ambiente.

11. Centrifugar a 7000 rpm 5 minutos.

12. Transferir la fase acuosa a un microtubo nuevo de 1.5 ml sin tocar la interfase ni la
fase organica.

13. Repetir las etapas 10, 11, 12 si la fase acuosa no es clara.

14. A la altima fase acuosa recuperada, afiadir 700 pl de Cl (homogeneizado), cerrar
bien ¢l tubo, mezclar con suavidad por inversion § minutos a temperatura ambiente,

15. Centrifugar a 7000 rpm 5 minutos.

16. Transferir Ia fase acuosa a un microtubo nuevo de 1.5 m! sin tocar la fase organica.

17. Repetir 1as etapas 14, 15, 16 si la fase acuosa no es clara.
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4. PRECIPITACION SELECTIVA DEL ADN : La precipitacion con etanol se usa
comimmente para ADN y ARN.

18. Evaluar el volumen resultante de la fase acuosa y afiadir 1/10 partes de este
volumen en forma de acetato de sodio 3M, pH 5.2, cerrar el tubo y mezclar
suavemente. .

19. Afiadir 2 a 3 volimenes de etanol al 100%, frio (-20° C), cerrar el tubo, mezclar
suavemente. Es posible observar el ADN precipitando como hilos gris / blanco.
Dejar el tubo a -20 °C de 30 minutos a 12 horas. Si la concentracion del ADN es
suficiente (superior a lpug / ml el ADN precipitard en 10 a 15 minutos. El acetato de
sodio (0.3M concentracion final) gracias a sus cationes monovalentes neutraliza la
carga negativa del ADN y junto con la adicion del etanol favorece su precipitacion
(insolubilizacion en agua).

20. Centrifugar, 10 minutos a 10,000 rpm. (bajo refrigeracion), se observard un
precipitado (pastilla) blanco al fondo del tubo.

21. Descartar el sobrenadante con precaucion (que no se despegue la pastilla), agregar 1
ml de etanol 70% frio, mvertir el tubo varias veces, centrifugar a 10,000 rpm, 5
minutos.

22. Repetir una vez mas el paso 21.

23. Descartar el sobrenadante, secar el precipitado a vacio o en el aire.

24. Agregar 50 pl de T.E., cerrar el tubo, disotver el ADN con golpes suaves, almacenar
de-202-70°C.

REPORTE DE PRACTICA

La minipreparac'i(m es un procedimiento sencillo y eficiente para aislar ADN:

1.

w

Investigue y comente los efectos bioquimicos y moleculares de las soluciones y / o

reactivos (Amortiguador de lisis, fenol, Acetato de Sodio, Etanol al 70%, C:I,

isopropanol, T.E., FCL, CI) utilizados en el protocolo.

¢ Observo Ud. la formacion de dos fases después de las centrifugaciones en presencia
de solventes organicos?, ; A que se deben ?

¢ Observé Ud. un precipitado de ADN ?

Considerando los tres tipos de moléculas organicas: proteinas, lipidos y &cidos
nucleicos, ¢ Cual paso del protocolo actiia sobre proteinas, lipidos y acidos nucleicos
respectivamente?



22

BIBLIOGRAFiA

1) Este protocolo fue modificado del protocolo de Hillis D.M., ALarson, SK. Davis. y
Zimmer E.A., Nucleic Acids III.: Sequencing. pp. 318-371. En Hillis D.M. y C. Monitz
(eds) Molecular Siytematics. Sinauer Associates, Sunderland, Mass. EUA.

2) Bloom, M. V, Frever, G. A.; Micklos, D. A. Laboratory DNA Science: An
Introduction to Recombinant DNA Techniques and Methods of Genome Analysis.
Editorial The Benjamin/Cummings Publishing Company, Inc., 1996.

3) Molecular Cloning, a laboratory manual, Segunda Edicién, Sambrook J., Fritsch E.F.,
Maniatis T., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989




23

PRACTICA No. 4
“CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DEL ADN EN GELES DE AGAROSA™
INTRODUCCION:

De manera general después de extraer el ADN se verifica su concentracion y calidad, asi
como la posible contaminacion por proteinas coextraidas y sales. Para esto se utilizan
diferentes metodologias como la electroforesis horizontal y la espectrofotomeltria.

La electroforesis tanto en geles de agarosa ( llamado también Horizontal o Submarina)
como en geles de poliacrilamida (Vertical) se ha convertido en una técnica basica en el
drea de la Biologia Molecular. Es esencial para los procedimientos de clonacidn,
purificacion de fragmentos de restriccion, mapas de restriccion, transferencias de Souther
y Northern, analisis de polimorfismos del ADN y secuenciacion. La eleccion de uno o otro
tipo de electroforesis depende en particular del tamaflo (en pares de bases) del ADN a
estudiar. Los geles de acrilamida son muy eficientes para separar moléculas de ADN de
entre 5 y 500 pares de bases (pb), su poder resolutivo es muy alto (hasta de 1 pb). Sm
embargo su manejo es mas peligroso que el de agarosa. Los geles de agarosa tienen un
poder resolutivo mas bajo que la poliacrilamida pero también un rango de separacion mas
alto (de 200 hasta 50,000 pb, segin la concentracion de la agarosa: 0.3 a 2 %).

Los cientificos han usado la propiedad de carga eléctrica del ADN para elaborar una
metodologia que permite separar los fragmentos de ADN en base a diferencias del tamafio
en pb. Asi una solucién que contieric la mezcla de fragmentos de ADN se coloca en un
pequetio pozo (punto de aplicacion) en el gel. Un campo eléctrico hace que las moléculas
de ADN se muevan, asi el ADN de carga negativa se desplaza hacia el electrodo positivo
{anodo) en un campo eléctrico constante: imagine que el gel es una malla con poros muy
pequefios que dejan que las moléculas pequefias se muevan ripidamente a través de él.
Mientras, mas grande es el tamaiio de la particula, mas lenta es su migracioén. Asi, después
de un periodo de exposicion a un campo eléctrico constante, los fragmentos se separan por
tamafio. Los fragmentos de mismo tamailo tienden a desplazarse juntos en el gel. El grupo
de fragmentos de mismo tamafio forma una concentracion llamada “banda” que agrupa los
fragmentos con estas caracteristicas.

El gel de agarosa es facil de preparar, cargar, correr y teiiir (con un colorante Bio-Seguro o
con bromuro de etidio). La migracién de la molécula de ADN dentro del gel de agarosa
sometido a un campo eléctrico es inversamente proporcional al logaritino de su tamatfio.
Asi fragmentos cortos de ADN migran mas rapidamente que los fragmentos largos.
Cargando en el gel molécutas de ADN de tamafio conocido (estdndares o marcadores de
ADN) es posible determinar con certeza el tamadio del ADN de estudio después de su
electroforesis, tincion y analisis.



OBJETIVO GENERAL:

Que ¢l alumno se introduzca en el analisis del ADN gendmico a través de la electroforesis

en geles de agarosa.

OBJETIVOS PARTICULARES:

- Que el alumno aprenda a estudiar los fundamentos de la Técnica de electroforesis.

- Que el alumno practique la elaboracion, carga, corrimiento y tincion-de un gel de

agarosa.

- Que el alumno aprenda a determine la calidad del ADN extraido en la préactica anterior

a través del analisis de su cormimiento electroforético.

METODOLOGIA:

L. Preparacién de los reactivos.

Reactivos Materiales, Equipo y Accesorios
Agarosa Matraz Exlenmeyer

TBE 0.5X Plancha con agitador

Jugo azl Micropipeta 10-100 pl y puntas
Marcador de ADN Micropipeta 0.5-10 pl y puntas
Bromuro de etidio o colorante “Bio-Seguro™ Micropipeta 10-100 pl y puntas
Jugo azu! (amortiguador de carga) Cémara electroforética con molde y

IL. Preparacién del gel de agarosa:

Se recomienda utilizar una concentracion de agarosa de 0.8 %, ya que ésta concentracion
proporciona una resolucion excelente para analisis de ADN genémico y minimiza el tiempo

de commimiento electroforético (30 minutos).

1. Edquetar un matraz Erlenmeyer de 250 m! con “agarosa al 0.8%”, adicionar 0.8 gr.
de agarosa y 100 ml de TBE 0.5X. El cormmiento se hard en este mismo
amortiguador, para que el gel y el amortiguador de corrimiento tengan la misma

fuerza i0nica.

2. Calentar la solucién en un horno de microondas o en una plancha calentadora hasta
que la agarosa se funda completamente (la solucion se pone transparente, dejar que
se enfrie a 60°C (cuidado: no ponga el frasco caliente sobre una superficie fria).

peines, fuente de poder
Guantes desechables
Vortex

Transituminador

Camara fotografica Polaroid
Microcentrifuga

Cinta -

Pelicula 667
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Mientras se enfria la solucion, sellar los extremos del molde de electroforesis con
cinta. Apretar fuertemente la cinta para que no se produzcan fugas.

3. Poner y nivelar el molde sobre la mesa de trabajo, acomodar los peines (0.5 mm
arriba del fondo del molde), vaciar la agarosa tibia (0.5 cm de alto).

4. Dejar solidificar la agarosa y sacar el peine, levantandolo con precaucion, eliminar
la cinta.

S. Vaciar el amortiguador TBE 0.5X a la camara de electroforesis hornizontal y
sumergir el molde con el gel en la camara con los pozos de carga hacia el electrodo
negativo o catodo (megro). El ADN correra hacia el polo positivo (rojo,
dnodo).Verificar el nivel del TBE tiene que cubrir apenas (2 mm) el gel y los pozos.
El exceso de buffer encima del gel provocaréd que menos corriente atraviese el gel y
el corrimiento se retrasara.

HL Corrimiento electroforético:

1. Descongelar las muestras de ADN gen6mico, agitar con el Vortex (15 segundos) y
centrifugar (10,000 rpm. a 30 segundos) para precipitar las particulas no disueltas en
TE.

2. Mezclar en un tubo nuevo (o sobre un trozo de parafilm), 2 pl de jugo azul y 10 pl de la
muestra de ADN. Dar un pulso de centrifogacion. .

Aplicar en el primer carril el marcador de ADN (12 ml).

4, Colocar los 12 pl en el pozo del gel. Los pozos se visualizan mejor con un fondo negro
bajo la camara de electroforesis.

5. Sin mover la camara, poner la tapa, conectar los cables a fa fuente de poder. Asegurarse
que los pozos de carga quedan del lado del electrodo negativo (negro) para que el ADN
migre hacia el polo positivo (rojo). Bajar el voltaje a 0 y encender la fuente de poder,
subir el voltaje a 90 V y dejar el corrimiento hasta que el colorante azul (azul de
bromofenol) se desplace hasta tres cuartas partes del gel (aproximadamente una hora
dependiendo del tamaiio del gel).

w

NOTA: Jugo azul 0 amortiguador de carga 6X (concentrado 6 veces)

El jugo azul contiene 2 colorantes (0.25% de azul de bromofenol y 0.25% de cianol xileno
FF) que adicionan color a la muestra (asi se puede evaluar ¢l avance del ADN durante [a
electroforesis) y un alto porcentaje de glicerol (30%) que incrementa la densidad de Ia
solucion a cargar en el gel, simplificando asi el proceso de aplicacion de las muestras. El
azul de bromofenol migra aproximadamente 2.2 veces mas rapidamente que el xylene
cyanol independientemente de la concentracién del agarosa. El azul de bromofenol migra,
a la misma velocidad que el ADN de doble cadena de 300 pares de bases de largo y el
xylene cyanol FF migra de manera similar al ADN de doble cadena de 4 Kb.

Se proporciona preparado al momento de la practica.

1V. Tincién del gel de agarosa con bromuro de etidio (lo hars el Maestro):

1. Con mucha precaucion (no olvidar bata y guantes) deslizar el gel de agarosa en un
recipiente con bromuro de etidio a 1 pg/ml o en un colorante Bio-seguro, lo suficiente
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3.

4.
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para cubrir el gel (ver Introduccién al Laboratorio de Biologia Molecular, para recordar
¢l manejo adecuado del bromuro de etido). Tefiir por 15 minutos para que el colorante
entre en el gel y se una al ADN. Es aconsejable trabajar en equipo de dos personas: una
con guantes, que maneje el gel (contaminado con bromuro de etdio), otra que maneje
Ias cosas no contaminadas, evitando asi contaminaciones involuntarias (cerraduras de
puerta, pipetas, mesa y accesorios).

Enjuagar el gel poniéndolo en otro recipiente con agua desionizada, por 5 minutos. El
gel se maneja con una espatula reservada a este uso y etiquetada. El bromuro de etidio
se regresara a su botella ambar y se puede reusar hasta 10 veces.

Fotografia del gel tenido:

. Colocar el gel sobre la superficie del transiluminador, teniendo cuidado de ponerse

lentes o careta anti-radiaciones U.V.

Bajar la tapa transparente anti-U.V. del transiluminador, encender el transiluminador y
observar brevemente el resultado de Ia electroforesis (bandas fluorescentes).

Tomar una fotografia del gel con la camara polaroid. Sacar la fotografia de la camara,
esperar un minuto. Revelar la fotografia.

Analizar los resultados de Ia préctica a través en estudio de la fotografia.

Nota: La mayoria de las fuentes de luz ultravioleta que se instalan en los transiluminadores
emiten Juz a 302 nm (donde se encuentra el rendimiento fluorescente mas alto del complejo
DNA-bromuro de etidio). La pelicula fotogrifica adecuada para registrar la emision
fluorescente del complejo ADN-bromuro de efidio es la de tipo 667 (3000 ASA). En
condictones optimas se pueden detectar desde 10 ng de ADN.

REPORTE DE PRACTICA:

W -

¢Cuél es la funcion del marcador de ADN?

{Cual es la funcion del amortiguador TBE?

{Cual es {a funci6n de los 2 colorantes de carga y la del glicerol?
Durante el cornmiento qué ocurriria si:

a) El gel se preparara con agua en lugar de amortiguador?

b) La camara se liena con agua en lugar de TBE?

¢) Silos electrodos se invierten?

d) Si se aplica alto voltaje?

e) Siel gel tiene burbujas?

f) Sise coloca demasiada muestra?
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PRACTICA No. 5

“DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE LA CONCENTRACION
DE ADN”

INTRODUCCION:

La espectrofotometria ultravioleta se puede utilizar para determinar la concentracion del
ADN en una muestra, asi como estimar su pureza. Esto es posible porque las proteinas y los
acidos nucleicos presentan diferentes espectros de absorcion de luz. Los dcidos nucleicos:
ADN y ARN absorben fuertemente en el rango del UV con un maximo de absorbancia a
260 nm (longitud de absorcion de las bases nitrogenadas) lo cual permite detectar
cantidades tan pequefias como 2 pg/ml.

Una solucion pura de ADN de doble cadena, con una concentracidn de 50 ug /m] presenta
una absorbancia 260 nm de 1.0. Asi, la concentracion del ADN se determina calculando la
concentracidn & partir de las lecturas obtenidas de las muestras, tomando en cuenta el
factor de disolucién (tipicamente diluidas 1/50 ¢ 1/100). Las proteinas tienen una
absorbancia maxima a 280 nm (longitud de absorcidn de los anillos aromdticas de los aa
como triptofano), por lo que a esta longitud se determina la concentracion de las proteinas
coextraidas con el ADN que no fueron purificadas durante las etapas de extraccidn con los
solventes (fenol, FCI: CI). Una relacion 6ptima de absorbancia 260/280 de una preparacion
de ADN de doble cadena, pura, es de 1.8 a 2.0. Numeros mas altos indican contaminacién
con ARN, nimeros mas bajos, indican contaminaciones con proteinas coextraidas o fenol
To cual sugiere {a necesidad de otras etapas de purificacion,

OBJETIVO GENERAL:
Que el alumno cuantifique y determine la pureza del ADN por espectrofotometria.
OBJETIVOS PARTICULARES:
- Que el alumno manipule las cubetas de cuarzo y el espectrofotometro,
- Que el alumno determme la concentracién y pureza del ADN extraido en las
practicas anteriores.

METODOLOGIA:

L Preparacidn de reactivos:

Reactivos Material, Equipo y Accesorios
Muestras de ADN Espectrofotometro (UV-Visible)
Agua desionizada estéril Cubetas de cuarzo

Micropipeta 1-10 pl con puntas



Micropipeta 2-50 pl con puntas
Micropipeta 100-1000 pl con puntas
Microtubos de 1.5 pul

Gasas

Pizeta

Procedimiento.

IL. Ejercicio prictico:

1.

Encender el espectrofotometro y la luz UV, dejar equilibrar por 20 minutos. Nota:
para medir absorbancias en el rango del UV se necesita de una lampara especial de
deuterio ya que la lampara de tungsteno que se utiliza para medir ¢l rango de luz
visible NO produce suficiente energia en esta region del espectro fotomagnético.
Ademas debido a la baja longitud de onda se necesita usar cubeta de cuarzo en vez
de vidrio o plistico. Se recomienda muchas precauciones con dichas cubetas, son
fragiles y muy costosas.

Programar el espectrofotometro a 260 y/o 280 nm segim el equipo.

Preparar las muestras de ADN a cuantificar aplicando las siguientes diluciones:

- 1/100 (5 pul de muestra y 495 pl de agua desionizada esténl)

- 1/50 (10 yl de muestra y 490 ! de agua desionizada estéril) .

- 1720 (25 pul de muestray 75 ul de agua desionizada estenl) e T

- El volumen final es de 500 pl

Sacar las cubetas de cuarzo de su caja, no tocar los lados claros por donde pasam el
rayo de luz.

Enjuagar con precaucion la cubeta, con agua desionizada estéril.

Hacer el cero del espectrofotometro a la(s) longitud(es) que se desee trabajar
(depende del equipo) con la cubeta con 500 pl de agua desionizada estéril.

Transferir el ADN de interés en la cubeta y medir la D.O. a 260 nom

La D.O. deberia de ser entre 0.1 y 1 para ser confiable. Si no lo es, adaptar la
dilucién de la muestra a los resultados de la primera lectura.

Medir fa absorbencia de A 280 nm, con el procedimiento anterior.

Nota: algunos espectrofotometros pueden medir la absorbancia a diferentes
longitudes de onda (rastreo espectrofotométrico).

REPORTE DE PRACTICA:

1. Calcular la concentracion final del ADN de su muestra a partir de las lecturas A260,
A280 (ug/ml), sabiendo que OD de 1(260nm)= 50pg/ml de cadena doble de ADN.
2. Evaluar la pureza A260/A280 del ADN a partir de la relacion A260/A280.
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PRACTICA No. 6

“AMPLIFICACION DE DNA GENOMICO POR REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR)”

INTRODUCCION:

En el estudio de la funcién y la estructura génica se requiere de suficientes cantidades del
ADN de interés. Con la técnica conocida como reaccion en cadena de la polimerasa (o PCR
por sus siglas en ingles), es posible la amplificacién in vitro de secuencias especificas de
acidos nucleicos mediante ciclos repetidos de sintesis dirigida por cebadores.

El mecanismo es basicamente el utilizado por las células durante la replicacion. Los
oligopucledtidos especificos llamados también, “primers” o cebadores (son fragmentos de
ADN de cadena sencilla, con una longitud de 10 a 30 nucleétidos) son complementarios a
las secuencias de ADN que flanquean la secuencia de mterés a amplificar. Uno de los
cebadores es diseflado para alinearse a la hebra con sentido y otro a la hebra sin sentido,
con sus extremos 3’ apuntandose uno al otro. Los cebadores se mezclan con una solucion
amortiguadora, el ADN molde, los dNTPs (desoxirribonucledtidos tri-fosfatos), magnesio
(en forma de MgCl,) y una enzima ADN polimerasa termoestable (Tag pol). La mezcla se
cubre con una capa de aceite mineral para prevenir la evaporacion (o bien se cubren los
tubos de reaccién con una tapa termo-regulable) y se colocan en el interior de un
termociclador.

El termociclador permite realizar de manera automatica y programable las siguientes etapas
del proceso de amplificacion:

Etapa de DESNATURALIZACION: el ADN molde de doble hebra es desnaturalizado
por calor a una temperatura por encima de su punto de fusion, (tipicamente 91-94 °C
durante un minuto).

Etapa de HIBRIDACION O ALINEACION: se baja la temperatura lo suficiente para
que ocurra la hibridacion entre los cebadores y el ADN molde (entre 30 y 65°C durante un
minuto). El uso de altas concentraciones de cebadores favorece que la unién cebador-ADN
blanco transcurra con mayor eficiencia que la de re-alineamiento de las hebras del ADN
molde.

Etapa de ELONGACION: en esta etapa la temperatura se eleva a 72°C para favorecer la
actividad catalitica de la Tag pol, [a cual se ha unido al extremo 3' de los aparcamientos
molde-cebador. La sintesis comienza a partir de los extremos 3'OH hasta que la reaccién se
detiene mediante un aumento de la temperatura (94°C) por segunda vez.

El producto de esta reaccion es de longitud indefinida y se conoce como “producto largo”.
Asi se completa el primer ciclo de la PCR.

El segundo ciclo comienza con el paso de desnaturalizacion, seguido de la hibridacion del
cebador con el molde. Esta vez, sin embargo, los cebadores no sélo se hibridan con el ADN
original sino también con las hebras que han sido sintetizadas en la primera reaccion. Estas
hebras poseeran la sccuencia del cebador que hizo posible la sintesis en el ciclo previo y se
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extenderdn mas alla del sitio de wnidn del otro cebador. El segundo ciclo repite el primero
con respecto al ADN original, pero la sintesis sobre las nuevas hebras ocurrira solo hasta el
final de la molécula, lo cual corresponde al extremo 5” del cebador opuesto.

Despugs de un tercer ciclo de PCR, es facil ver que Ia sintesis dirigida por los productos de
los primeros dos ciclos tenminara en los extremos definidos por ambos cebadores y este tipo
de producto se acumulard exponencialmente con subsiguientes ciclos.

Con el desarrollo de cebadores para ia amplificacion al azar del ADN polimérfico (o
Random Amplification of Polymorfic DNA: RAPD por sus siglas en ingles) es posible
estudiar genomas sin tener un conocimiento previo de la secuencia de ADN de estudio, es
decir sin disponer de cebadores especificos.

" La técnica de RAPDs, se basa en la amplificacion enzimatica del ADN mediante la PCR
usando cebadores de un mimero pequefio de bases (generalmente 10 bases) seleccionados al
azar (disponibles comercialmente). Los segmentos que se amplifican tienen tamaiflos
" diferentes correspondiendo al ADN que yace entre los cebadores que se unieron a las
cadenas sentido y anti-sentido. Asi, después de un RAPD se¢ obtiene un nimero de
fragmentos amplificados que depende del nimero de sitios reconocidos por los cebadores
utilizados. Probando una seric de cebadores se obtiene una coleccion de fragmentos
amplificados los cuales pueden ser visualizados y analizados en geles de agarosa y/o
polizcrilamida. Los polimorfismos entre muestras de estudio se presentan como presencia o
ausencia de fragmentos por un cebador dado.

Una ventaja de la técnica de RAPDs es que no se necesita de conocimiento previo del
ADN de estudio, lo cual reduce el tiempo y costo del mismo.

En esta prictica se amplificard por PCR el ADN extraido y cuantificado durante las
practicas previas. Se utilizara un cebador corto de 10 pb de secuencia azarosa.
OBJETIVO GENERAL:

- Que el alumno sc introduzca en las téenicas de amplificacion de ADN.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Que el alumno estudie los fundamentos de las técnicas de PCR y RAPDs.

2. Que el alumno practique las técnicas de RAPDs con el ADN gendmico extraido en
pricticas anteriores.

3. Que el alumno conozca el manejo y programacidn de un termociclador.
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METODOLOGIA:

L. Preparacion de reactivos:

Reactivos Material, Equipo y Accesorios
Reaccion 10X Termociclador

Polimerasa de ADN (Tag pol) Microcentrifuga

Cebador Tubos para reaccion de PCR
Aceite mineral Gradilla

Amortiguador 10X Micropipeta y puntas

dNTP (10 mM)

MgCI2 (50 mM)

Agua grado HPLC estéril

ADN 5 ng/ul

Para realizar la reaccién de PCR se necesita afiadir ADN (muy poco) a una solucién
amortiguadora (amortiguador de reaccion) que contiene la Polimerasa de ADN (7ag
polimerasa), los cebadores, los 4 desoxirribonucledtidos tri-fosfatos (dNTP) y el co-factor
Mg™ (en forma de MgCl,). La reaccion se somete a 35 ciclos de replicacion, durante cada
uno de ellos se multiplica por dos la cantidad de ADN molde amplificado que se tiene al
inicio de cada ciclo.

I1. Programacién del termociclador:

35 ciclos:

~ Desnaturalizacion 94°C, durante 1 minuto.

- Hibridacién o Alineacion (54°C durante ! minuto).

- Extensién 72°C, durante ! minuto.

- Eldltimo cicle # 36 una medificacion: Extension prolongada a 72°C, por 3 minutos

I11. Reaccién de PCR
Preparacién de ADN v Mezelas:

Dilucién del ADN molde:
Apoyandose en los resultados de fa determinaciéon espectrofotométrica, leer en
espectrofotémetro y diluir el ADN a una concentracion de 5 ng/pl con Agua desicnizada.

Preparacion de la “Mezcla de Reaccion” (Mezcla de PCR).

Amortiguador 10X 33
Mezcla dANTP + MgCI2 6.6
Agua HPLC 343 pl
Cebador 6.6 ul

Tag-polimerasa ( 5 unidades/ pl) __2 ul
TOTAL 82.5ul
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Preparacién de la Reaccién de PCR

- Etiquetar los tubos de reaccion de PCR (de 0.2 ml)

- Colocar los tubos sobre una gradilla

- Enel fondo de cada tubo colocar | pd del ADN de estudio(dituido a 5 ng/ ).

- Enla pared del tubo colocar 9 pl del amortiguador de reaccion

- Enlapared del tubo, de} lado opuesto a la primera gota colocar 1 p! de la mezcla
cebador-Taq polimerasa

- En la tapa del tubo colocar una gota de aceite mineral (opcional).

- Cerrar el tubo y colocarlo en la microcentrifuga (equilibrar los tubos).

- Dar un pulso de centrifugacién

- Verificar que el volumen total es de 10 pl

Colocar los tubos de reaccion en el bloque del termociclador, cerrar la tapa, empezar la
PCR. Verificar que el programa se realiza correctamente (dos primeros ciclos).

Cuando se termina la PCR, apagar el termociclador, sacar los tubos de reaccién del

termociclador y colocarlos a 4°C si se utilizaran al dia siguiente; o al congelador si se
utilizaran hasta la semana siguiente, para su andlisis por electroforesis.

REPORTE DE PRACTICA:

1- Realizar una representacion grafica de la PCR.

2- Mencionar las caracteristicas de cada uno de los componentes de la Reaccion de PCR
(ADN, amortiguador, MgCl,, Taq pol, cebadores)

BIBLIOGRAFiA:

1) Innis, M.A; Gelfand, D.H.; Sninsky, J.J.; White, T.J. PCR Protocols, a guide to
methods and applications, Academic Press, 1990

2) Newton, C.R.; Rickwood, D_; Hames, B.D. PCR, Essential Data Series. John
Wiley & Sons, Oxford, 1995.
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PRACTICA Ne.7

“CORRIMIENTO ELECTROFORETICO EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE
LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS POR RAPDs”

INTRODUCCION: La electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) en un método
estindar para separar, identificar y punficar fragmentos de ADN. Los geles de
poliacrilamida pueden elaborarse en una variedad de formas, tamaidos y condiciones, [a
seleccion dependerd del tamaiio de los fragmentos a separar. Se recomienda usar geles de
poliacrilamida para separar fragmentos pequefios de 5-500 pb. Su poder de resolucién es
extremadamente alto, ya que es posible separar fragmentos de ADN que difieren en tan
solo 1 pb. Sin embargo, tienen la desventaja de que son mas dificiles de preparar y mancjar
que los geles de agarosa. Los geles de poliacrilamida se corren con wna configuracion
vertical en un campo eléctrico constante.

OBJETIVO GENERAL:

Que el alumno analice el ADN amplificado por Ia técnica RAPDs, por electroforesis en
geles de poliacrilamida. .

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Que el alumno estudie los fundamentos de la electroforesis en geles de poliacrilamida.

2. Que el alumno practique la elaboracidn, carga, corrimiento y tincién de un gel de
poliacrilamida.

3. Que el alumno aplique dos técnicas diferentes de tincién.

4. Que el alumno analice los fragmentos amplificados por RAPDs.

Notas preliminares:
Estructura del Gel de Poliacrilamida

El gel se forma por la polimerizacion del grupo vinilo de monomeros de acrilamida CH, =
CH ~ CO — NH;, El gel consiste en largas cadenas de acrilamida con puentes cruzados entre
ellas por ia inclusién al azar de un co-monémero bifuncional, usualmente N, N°- metilen-
bis-acrilamida (bis) (CH; = CH — CO - NH - CH; ~ NH - CO - CH = CH,).

La reaccion produce cadenas al azar de poliacrilamida que incorporan una pequeiia porcion
de moléculas bis, formando una malla tridimensional.

La concentracion de acnilamida determina el promedio de longitud de la cadena
polimerizada (T) y la concentracién de bis determina la cantidad de puentes cruzados
formados (C). Ambas concentraciones determinan las propiedades fisicas del gel como
densidad, elasticidad, resistencia mecanica y tamafio del poro.

La relacion entre acn'iamida {T) y bisacrilamida (C) es importante en la determinacion de
las propiedades fisicas del gel, y si C es mayor al 10%, los geles tienden a ser opacos y
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quebradizos. Cuando C es menor al 1%, los geles tienden a una consistencia pegajosa,
siendo muy dificiles de manejar.

Cinética de la Formacién del Gel de Poliacrilamida

La polimerizacion es una reaccion dependiente de la proporcion entre los mondémeros de
acrilamida (T) y la bisacrilamida (C). La polimerizacién mas eficaz se lieva a cabo cuando
T = 5% y cuando C tiene una proporcion entre el 3 y 5 % respecto a T, resultando en una
polimerizacion al menos del 95% dentro de los primeros 15 minutos, en tanto que si C =
10%, se necesitaria entre 30 y 60 min. para la polimerizacion. Cuando C es mayor al 10%,
se recomienda dar un tiempo de gelificacién de toda la noche antes de utilizar los geles.

La polimerizacién de los monomeros procede mediante un mecanismo de formacion de
radicales libres, iniciado por un catalizador, como el Persulfato de Amonio, también se
utiliza una base (TEMED) para acelerar la reacciéon. En la reaccion mediada por el
persulfato de amonio, se requieren cantidades traza de oxigeno para que se lleve a cabo la
reaccion de generacion de radicales libres, y su exceso, la inhibe. Por dicha razom, las
soluciones de acrilamida deben ser desgasificala para evitar problemas con la formacion de
burbujas durante la polimerizacion del gel.

El tiempo de gelificacion 6ptimo esti entre 10 y 30 minutos. Los geles que polimerizan en
menos de 10 minutos o soluciones que no gelifican en mas de 1 hora deben desecharse, ya
que en estas condiciones los geles no polimerizan homogéneamente, lo cual provocara
separaciones pobres.

METODOLOGIA:

Reactivos Material, Equipo y Accesorios
Acrilamida-Bisacrilamida al 30 % Material para Electroforesis vertical
Agua desionizada Vaso de precipitado
Amortiguador TBE 0.5X Tubos de reaccién de PCR
Persulfato de Amonio al 10 % Fuente de poder

TEMED Plato agitador

Marcadores de peso molecular Micropipetas y puntas

Jugo Azul Charolas de plastico para tefiir
Bromuro de Etidio

Tincién de plata BioRad, ( No.Catalogo: 161-0449)

Metanol, Acido acético

Preparacion de geles de poliacrilamida al § %

1. Verificar que se encuentren limpios los soportes, vidrios y separadores.

2. Annar la placa que contendra el gel y verificar con agua destilada o desionizada que
no haya fugas.

3. Eliminar el agua de la placa absorbiendo con papel los restos de agua que pudieran
quedar entre los vidrios.
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4. Preparar en un vaso de precipitado limpio la siguiente solucion, agregando en orden
los reactivos proporcionados:

Nota: Debido a la utilizacién de compuestos peligrosos se recomienda el uso de guantes y
en caso de derramar parte de los liquidos sobre el area de trabajo absorberlos con papel y
depositarfo en el recipiente destinado como contenedor de estos residuos.

Para dos geles:

Solucion de Acrilamida-Bisacrilamida al 30 % 1.66 m!
Amortiguador TBE 5X 200 ml
Agua Desionizada 6.27 ml
Persulfato de Amonio al 10 % 70 ud
TEMED 20 ul
Total 10 ml
5. Mezclar y vaciar la solucién a la placa, llenando hasta la parte superior del vidrio mas

11

12.

pequefio. Colocar el peine, llenar con la misma solucion todos los espacios vacios del
peine entre los vidrios.

. Esperar entre 20 y 25 minutos para que polimerice el gel, esto puede monitorearse

observando 1a polimerizacién que ocurre en la solucion residual que quedo en el vaso
de precipitado.

En tanto ocurre la polimerizacion, preparar un litro de amortiguador de corrimiento y
las muestras a analizar:

Amortiguador de corrimiento: T.B.E. 0.5X: Mezclar 900 ml de agua desionizada con
100 ml de T.B.E. 5X (Practica # 2)

Muestras a analizar: Ordenar las muestras (tubos de reaccion de PCR) y mezclar sobre
un trozo de parafilm, 10 pl de cada reaccion de PCR con 2 pl del jugo azul.

Quitar los peines y montar ia placa en el porta placa, sumergir en el tanque y agregar el
amortiguador de corrimiento en la camara interna hasta Henarla, agregar de la misma
manera el amortiguador de corrimiento al interior del tanque.

Aplicar 12 ! de cada una de las muestras en cada pozo.

. Aplicar los marcadores de peso molecular (1 ).

Poner la tapadera de la camara, verificando el color de las conexiones, con el
portaplaca, la tapa y la conexién al regulador de voltaje.

Rojo — Rojo — Rojo ¥ Negro — Negro — Negro

Encender la fuente de poder (regulador de voltaje) y cormrer los geles a 90 Volts durante
1 hora.
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13. Terminado el corrimiento del gel, apagar la fuente de poder, destapar la cimara y
empezar a desmontar los geles. Debera usarse guantes, lavar cuidadosamente los vidrios
de la cama, los acrilicos, los separadores y la cimara.

14. Colocar los geles en la solucién adecuada, dependiendo del tipo de tincion que vaya a
utilizarse.

Tincién con Bromuro de etidio:
Se aplica el mismo protocolo que para los geles de agarosa (ver practica No. 4): aplicando

precauciones de laboratorio ya descritas se coloca el gel en la solucion diluida de bromuro
de efido, se enjuaga, se visualiza y se toma la fotografia.

Tincién de geles con Plata
Pasos a seguir en la tincion de plata:
1. Fijacion 20 minutos
2.- Lavado 10 minutos
3.- Lavado 10 minutos
4 - Tefudo 10 a 20 minutos
5.- Paro 1S minutos
1 - Selucién de Fijacién (Para fijar 2 geles)
Metanol 100 mi
Acido acético 20 ml
Fijador Concentrado (kit) 20 mi
Agua destilada 60 m}
200 m]
a. Agregar solucion fijadora a cada charola y colocar los geles, observando que queden
totalmente sumergidos.

b. Agitar por 20 minutos cuidando que los geles no se rompan o se doblen.

2 - Solucién de Lavado.
a. Desechar la solucion fijadora y lavar los geles con agua desionizada o en su defecto
agua destilada, cambiando el agua cada 10 minutos dos o tres veces.
b. Mantener en agitacion durante este paso evitando que los geles se rompan o se
doblen.

3 - Solucién de Tincibn.
En los dltimos 10 minutos de lavado preparar 100 mi de esta solucion, para teiiir 2 geles.

Solucién A

Agua desionizada 35mi
Solucién de plata 5ml
Solucion reductora S mi
Reactivo de revelado Sml

Total 50 mi
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Solucién B

a. Pesar 2.5 gramos del acelerador, disolver en agua desionizada y aforar a 50 ml.

b. Vaciar el agua del ultimo lavado, mezclar en este instante la solucion A y B,
distribuir la mezcla (100 ml) en cada charola.

¢. Mantener en agitacion teniendo especial cuidado después de los § minutos, tiempo
ea el cual se tific el gel.

d. Una vez que se han detectado las bandas de interés, desechar la solucién colorante y
colocar la solucién de paro.

4 - Solucién de Paro.
a. Preparar una solucién 5% de acido acético y agregar después de desechar la
solucion colorante, los geles pueden mantenerse en esta solucidn, sin embargo se
recomienda ponerlos en agua destilada después de 20 minutos.

REPORTE DE PRACTICA:

1. Observar la fotografia o el dibujo del gel tefido y:

a) Sino hay bandas visibles, mencione posibles explicaciones del fallo.

b) Si kay bandas, determinar su tamaiio en pb al compararfas con las bandas de tamafio
conocido del marcador de ADN.

¢) Cuidadosamente medir 12 distancia (en mm) de cada fragmento del marcador, medir
desde el punto de aplicacion a la banda.

d) Utilice papel logaritmico y grafique en el eje de las “x” la distancia en mm y en el
“y” el tamafio en pb de las bandas amplificadas.

BIBLIOGRAF{A

1) Andrews AT. Electrophoresis. Theory, Techniques and Biochemical and Clinical
Applications. Clarendon Press, Oxford, 1986

2) BioRad laboratory 2000; Life Science Research Products 2000 /01,

3) Sambrook, J.; Fritsch, EF.; Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989



HAnexa | Programa de la materia.




41

Anexo 1
UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA.
PROGRAMA DE ASIGNATURA

NOMBRE DE LA MATERIA BIOLOGIA MOLECULAR
CODIGO DE MATERIA 108
DEPARTAMENTO BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR
CODIGO DE DEPARTAMENTO BC
CENTRO UNIVERSITARIO  CIENCIAS BIOLOGIA ¥ AGROPECUARIAS
CARGA HORARIA TEORIA 95

PRACTICA 10

TOTAL 105
CREDITOS 10
TIPO DE CURSO CURSO TEORICO
NIVEL DE FORMACION PROFESIONAL LICENCIATURA.
PRERREQUISITOS BC101 BIOLOGIA CELULAR
CORREQUISITOS ) NINGUNO
FECHA DE ELABORACION JULIO 2000
ACADEMIA BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

SUBACADEMIA DE BIOLOGI4A MOLECULAR

PARTICIPANTES Dr. en C. Laura Guadalupe Medina Ceja.

M. en C. Carlos Beas Zarate
M. en C Silvia Josefina Lopez Pérez

OBJETIVO GENERAL

Estudiar los procesos moleculares basicos de la célula, relacionados con la naturaleza,
produccién y preservacion de las estructuras bioldgicas; y la relacion de estas estructuras
con la funcion de los organismos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Estudiar el origen de la Biologia Molecular como disciplina cientifica, a partir de las
aportaciones de otras disciplinas, asi como el campo de accion de ésta.

2. Analizar la estructura de los acidos nucleicos, como base quimica para la
comprensién del almacenamiento y expresién de la informacién genética en las
células. ’

3. Comprender el proceso de transferencia de la informacion genética entre las células
progenitoras y sus descendientes.

4. Analizar los principios basicos de las técnicas de Ingenieria Genética.

5. Estudiar e} proceso de transcripcion como la fase intermedia de la expresion
genética, asi como los mecanismos de regulacion involucrados.

6. Estudiar el proceso de traduccion como punto final para la expresion de la
informacion genética, asi como su regulacion.




CONTENIDO TEMATICO SINTETICO.

UNIDAD 1: ESTRUCTURA BIOQUIMICA DE LOS ACIDOS NUCLE{COS.

UNIDAD 2:

L
L
*

El descubrimiento del ADN ( Experimentos de Griffith)

Estructura y organizacién del ADN ( Modelo de Watson-Crick)

Estructura y organizacion molecular del ARN
Topologia del ADN ( desnaturalizacion y renaturalizacion, complementariedad de
bases, repeticiones invertidas y estructuras secundarias, formas A, B y Z del ADN)

Empaquetamiento del ADN ( empaquetamiento en virus y bactenias, componentes y

estructura de la cromatina, organizacion estructural de los cromosomas)

El concepto de Gen

El descubrimiento del gen

El concepto de loci,

El concepto de cistron

Exones e intrones

El paradigma basico: un gen-una proteina

REPLICACION

Relacidn de la replicacion con el ciclo celular

El replicén: la unidad de replicacion ( replicon bacteriano y eucarionte)
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Modelo semiconservativo de la replicacion del ADN: experimentos de Nelson y

Sthal

Estrategias diferentes de replicacion: ojales, circulos rodantes y lazos D.

El aparato de la Replicacién

ADN polimerasas: tipos y caracteristicas
Primosoma: helicasa y proteinas SSB
Topoisomerasas y helicasas

Oftras enzimas

Modelos que explican la replicacion del ADN

Sitios de inicio y terminacién de la replicacion.
Errores en el proceso de replicacion

Sistemas de modificacién post-replicativos (restriccion y reparacion)

UNIDAD 3: TRANSCRIPCION
Transcripcion en procariontes

Control del inicio de la transcripcion
Estructura de la polimerasa de ARN
Estrategia general de la transcripcion
Terminacion (intrinseca y dependiente de rho)
Control de la transcripcion: Operones

Trascripcion en eucariontes

Polimerasa I, IT y III
Inicio de la transcripcion: promotores y “enhancers”
Estrategias generales de transcripcion
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® Regulacion de la transcripcion
e Maduracion def ARN

¢ Mensajero

¢ Transferencia

¢ Ribosomal
e  Exportacion de] ARN al citoplasma

UNIDAD 4: TRADUCCION; LA EXPRESION DEL CODIGO GENETICO
¢ Organizacién de los ribosomas

Estructura del ARN de transferencia

Etapas de la sintesis proteica ( inicio, elongacion y terminacion)

El significado del Codigo Genético

Estructura y funcion biologica de las proteinas

Accion de algunos antibidticos sobre la sintesis de proteinas

Regulacién de la traduccion.

PRACTICAS DE LABORATORIO
Siempre y cuando se cuente con el equipo y material.
1. Extracciéon de ADN genomico.
2. Cuantificacion de ADN por espectrofotometria de luz UV
3. Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

BIBLIOGRAFIA BASICA.

1. Molecular Biology of the Cell. Alberts, Bray, Lewis, Raff, Roberts y Watson. 3a.
Ed., Garland Publishing Inc. New York, 1996.

2. Molecular Cell Biology. Lodish, Baltimore, Zipursky, Matsudaira y Darnell. 4a.
Ed., W. H. Freeman and Company, 2000.

3. Genes VIL Benjamin Lewin, Oxford University Press, 2000.

4. Conceptos de Genética. W. Klung, Prentice may, 1999.

5. Biologia Molecular y Biotecnologia. Smith y Wood, Addison Wesley Logman,
1998.

BIBIOGRAFIA COMPLEMENTARIA.

1. Biochemistry. Voet y Voet, 2a. Ed., Jonh Wiley & Sons, Inc. 1995

2. Moléculas Biologicas. Smith y Wood. Addison-Wesley Iberoamericana, 1997.

3. Lecturas Universitarias: Antologia de Biologia Molecular. Mario Castoneda.
UNAM, 1973.

4. Temas selectos de Biologia: Introduccion a la Biologia Molecular. Haggis, Michie,
Muir, Roberts, Walker. Ed. Alhambra, 1969. ’

5. Basic Methods in Molecular Biology. Davis, Kuehl, Battey. 2a. Ed. Appleton-
Lange, 1994. ‘

6. Essential Molecular Biology. A practical Aprooach. Vol. Il. Brown. The Practical
Approach series, Oxford University Press, 1991.




HAnexa 2 Preparacion de

soluciones
concentradas de trabajo.
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ANEXO 2
PREPARACION DE SOLUCIONES CONCENTRADAS Y DE TRABAJO

1. PREPARACION DE ACETATO DE SODIO

Acetato de sodio H 5.2

Para preparar 100 ml: disolver 40.81 g. de acetato de sodio.3 H>O en 80 ml de agua
desionizada estéril. Ajustar el pH con 4cido acético glacial.

Pasar la solucién a un matraz volumétrico de 100 mi para aforar.

2. PREPARACION DE BROMURO DE ETIDIO.

El mayor riesgo con el bromuro de etidio es la mhalacién del polvo durante la preparacion
de la solucion stock o concentrada (250 mg/ 50 ml de agua desionizada), por lo que se
necesita frabajar en campana de extraccion de humos, con guantes y cubre boca. Cabe
mencionar que se encuentran a la venta pastillas pre-pesadas (de 10 mg) para diluir
directamente en agua.

Finalmente la etiqueta del frasco dmbar tendrd la siguiente leyenda: “PRECAUCION,
Bromuro de efidio, SUSTANCIA MUTAGENICA Y CARCINOGENICA. - USAR
GUANTES”.

Preparacién la solucidn de trabajo (1 pg/ml). Se agregan 100 pl de la solucion stock a una
botella ambar que contiene 500 ml de agua desionizada. Las soluciones de bromuro de

etidio se almacenan en frasco ambar a 4°C. Finalmente, el Bromuro de etidio utilizado se
almacena hasta su desactivacion.

Bromuro de etidio concentrado: 10 mg/ml: disolver una pastilla de 10 mg en | ml de agua
desionizada, diluir (100 pi en 200 ml) al momento de usarlo.
3. PREPARACION DE C.L
1. (cloroformo; alcohol i ilico, 24;1
Para preparar 25 ml: mezclar al momento de usarlo 24 ml de cloroformo con 1 mi de
alcohol ispamilico.
4. PREPARACION DE ETANOL
Etanol al 70 %

Para preparar 100 ml, mezclar 70 ml de Etanol absoluto con 30 ml de agua desionizada
estéril en una probeta graduada.
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5. PREPARACION DE FCI

de alcohol isoamilico al momento de usarlo, agitar para formar una emulsion.

6. PREPARACION DEL FENOL.

Para usarlo, es necesario equilibrar el fenol a un pH de 7.8 ya que el DNA pasaria en la fase
orginica a un pH demasiado acido.

El método que se usa para preparar el fenol equilibrado es el siguiente:

1. A 100 gr de fenol agregar 100 ml de agua desionizada estéril

2. Mezclar hasta disolver el fenol

3. Alasolucion agregar 100 ml de Tris 1 M

4. Mezclar hasta formar la emulsion, reposar para separar las fases acuosas (superior) y

organicas (inferior)

5. Eliminar la fase superior

6. Agregar 100 ml de la solucion de T.E., mezclar hasta formar la emulsion, reposar para

que se separen las fases acuosas (superior) y organicas (inferior)

7. Ehminar la fase superior y repetir el paso 6, hasta que el pH de la fase superior sea

superior a 7.8.

8. En este momento el fenol esta listo para su uso en el protocolo de la practica. Se
almacena a 4°C en frasco ambar, con una capa de T.E. de 1 m!

El fenol se proporciona “equilibrado™ a los alumnos.

Las mismas precauciones se aplican al fenol al FCI y al CI, asi que estas soluciones se
entregan preparadas a los estudiantes.

7. PREPARACION DE SDS ( Dodecil sulfato de sodio)

SDS 20 %

Para preparar 100 ml: agregar 2 g de dodecil sulfato de sodio (SDS) a2 95 ml de agua
desionizada tibia, mezclar suavemente. .

Pasar la solucion a un matriz volumétrico para aforar a 100 ml.

Poner en autoclave, almacene bajo refrigeracion.

8. PREPARACION DE S.T.E. (Solucién de Lisis)
S.T.E. {(Cloruro de sodio, 100 mM ; Tns, HCI 50 mM, pH 8 ; EDTA, 10 mM, pH 8)

Para preparar 100 mi: mezclar 0.584 g de NaCl, 50 ml de Tris IMpH 8 y 50 ml de EDTA
02M,pHS.
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Pasar la solucion a un matraz volumétrico de 100 ml para aforar.
Poner en autoclave, almacenar bajo refrigeracion.

9. PREPARACION DE T.E.

T.E. (Tris HCL, 10 mM : EDTA (Ethylenediamine-tetraacetic acid) 1 mM, pH 8)
Para preparar 100 ml: mezclar 98.8 ml de agua desionizada estéril con 1 ml de Tris 1M, pH

8y 200 ul de EDTA 0.5M, pH 8 en una probeta graduada de 100 ml.
Poner en autoclave, almacenar bajo refrigeracion.

10. PREPARACION DE SOLUCION TRIS (Trizma-Base: Tris(hidroximetil) aminometano).

Solucién de almacenamiento de Trs. pH 8, 1M
Para preparar un litro: disolver 121.1 g de Tris base en 800 ml de agua desionizada y

estéril, ajustar el pH con 42 ml de HCl concentrado, verificar el pH con ef potenciémetro.
Pasar la solucion a un matraz volumeétrico y aforar a ] litro.
Poner en autoclave, aimacenar bajo refrigeracion.

Solucion de trabajo de Tris, pH 8. 10 mM

Para preparar 100 ml: mezclar 99 mi de agua desionizada estéril y 1 ml de Ia solucion 1M,
pH 8 en una probeta de 100 ml.

Poner en autoclave, almacenar bajo refrigeracion.

NOTA:
Por razones obvias de seguridad, el fenol, el F.C.I., el C.L. y el bromuro de etidio se
proporcionan preparados al momento de la practica. Se conservan a 4°C en frascos ambar.

Todos los reactivos usados son de la Marca Sigma.




HAnexa 3 Diagramas de flujo.
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Diagrama de flujo de las practicas de Biologia Molecular.

Practica No. 1 Técnicas de micropipeteo v microcentrifugacion,

Conversioles métricas.

Conceptos. Centrifugacion y pipeteo.
Precauciones. Ajusteiv contaminacion, muestras.

Manejo en general.

v

Participacion y prdctica.

Practica No.2 Preparacion de soluciones Bésicas para el laboratorio de
Biologia Molecular,

Preparacion de material.

REACTIVOS{ solventes,
{ Solutos.
MATERIALE Equipo.

{ Cristaleria.

Preparacion de soluciones. Concentradas
Diluciones.

Practica No.3 _Extraccion de ADN gnémico.

Preparacion del tejido. { Homogenizacion,

lisis Quimica,
Lisis por calor.
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Lisis celular. P. De membrana,
l P. De organelos,

P. De impurezas.
Precipitacion de prfte/’nas Fase acuosa,

Exceso de impurezas.

Precipitacion del ADN. {Precipitacion con alcohol.
Conservacion en T.E.

Almacenamiento ciel ADN.

Practica No.4 Corrimiento electroforético de ADN en_geles de agarosa.

Preparacion del fel de agarosa.

Corrimiento electroforético.

’ v

Tincién del gel de agarosa con bromuro de etidjo.

v

Fotografia del gel tenido.

Practica No.5 Determinacion espectrofotométrica de la concentracion de

ADN.

Preparacion del equipo y material de uso.
4

Programacion del espectrofotometro de 260 a280 nm.

v

Preparacion de las muestras de ADN.
( 1/100, 1/50, 1/25)

Medicion de la absori:ancia correspondiente.

Registro de fecturas.
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Practica No. 6 Amplificacion del ADN gendmico por reaccion en cadena
de }a polimerasa (PCR.

Preparacion de reactivos.
Programacion ie/ termociclador.

Mezcla ;fra el PCR.

Activacion del equipo de PCR.

Practica No.7 Corrimiento Electroforético en geles de poliacrilamida de los
frasmentos amplificados por RAPD:s.

Preparacion de geles de fo/iacri/am/da als5 %

Preparacion de mezcla DNA amplificado / colorante.

v

Corrimiento en ge/eis de la muestra.

Tincl'o'n en { bromuro de etidio.
Nitrato de plata.
Toma de fotografia.
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Capitudo 3. Discusion

Perspectivas




L. DISCUSION

Las practicas que se describieron en este documento son sencillas y clasicas, sin embargo
representan la base de cualquier protocolo de aislamiento, manipulacion, andlisis o
clonacion del ADN, incluyendo la formacion de moléculas del ADN recombinante o de
Organismos Genéticamente Modificados (OGM). La realizacion de estas practicas permite
al alumno familiarizarse con equipos, accesorios y reactivos clasicos de un laboratorio de
Genética Molecular. Ademas este tipo de formacion practica es muy importante para que el
Biologo recién egresado esté preparado para el mercado modemno del trabajo.

Ahora bien, nosotros consideramos importante destacar algunas observaciones, fruto de
nuestra experiencia en la imparticién de 5 de las 7 practicas antes mencionadas (No. 1 a
No. 5).

L1 INFRAESTRUCTURA PARA LA PRACTICA

L1.1. Trabajo preliminar

En una primera efapa cada practica fue estandarizada y ajustada a las condiciones del
Laboratorio de Genética del DBCyM lo que nvolucrd un esfuerzo previo para reunir los
equipos, herramientas y reactivos minimamente necesarios para empezar a aplicar los
protocolos existentes.

Una vez superada esta etapa nos entrenamos en la realizacion de los protocolos de interés,
superando varios detalles técnicos (queda fuera de este contexto detallarios).

Para el establecimiento y adaptacion de las metodologias existentes a las condiciones del
laboratorio de docencia tuvimos que tomar en cuenta varios aspectos.

1.1.2. Espacio fisico para el desarrollo de las practicas

El laboratorio de docencia del DBCyM cuenta con cuatro mesas de trabajo (4 x 2 metros).
En cada mesa se pueden instalar dos estaciones de trabajo (una frente a otra). Asi que se
cuenta con el espacio suficiente para 8 estaciones de trabajo. Se busca que cada estacion
cuente con los reactivos, materiales y herramientas necesarios. Sin embargo algunos
equipos costosos se tendran que compartir en cada mesa o con todo el grupo.

La organizacion adecuada de las estaciones de trabajo permite evitar et ruido excesivo en el
aula, los movimientos inoportunos de alumnos, de reactivos, de herramientas entre las
mesas de trabajo asi como ahorrar tiempo. Es muy importante que los alammnos cuenten con
el material necesario para agilizar la realizacion de la practica y para evitar riesgos al
manejar reactivos y/o materiales peligrosos, fomentando asi las buenas costumbres dentro
del laboratorio (GLP, Good Laboratory Practice). Se recomienda que 5 alumnos compartan

o ————

e —————————



una misma estacion de trabajo sin embargo un numero real de estaciones de trabajo
dependera del material disponible.

1.1.3. Equipos, accesorios y reactivos disponibles

La siguiente tabla resume los equipos, herramientas, reactivos y consumibles necesarios
para la realizacion de las siete practicas propuestas.

TABLA: Equipos, herramientas, reactivos y consumibles necesarios para la realizacion de

las siete précticas

EQUIPO HERRAMIENTA REACTIVO CONSUMIBLE

Equipo Comun a|]Micropipeta de 0.5-10 pi Agua Desionizada Puntas

las 7 practicas Micropipeta de 1-10 pi (H02) Microtubos (0.5 ml ;
Micropipeta de 100-1000 1 1 1.5 ml)

Equipo especifico de Microcentrifuga (14,000 rpm)

una sola prictica:

Para Practica No. 1

Para Practica No.2

Para Practica No. 3

Vaso de precipitado para

puntas usadas.
Marcador permanente.
Gradilia

Vasos de precipitado de
150 ml y 2 litro

Matraces aforados de 100 m!
y 1 litro

Balanza analitica
Potencidémetro

Barras magnéticas

Bafio Maria
Homogeneizador de
porcelana

Acido bérico

EDTA

Tris base

Solucion saturada de
NaOH

Pastillas de NaOH

100 mg de mausculo
fresco de Tilapia
Amortiguador de lisis
STE

SDS al 20%

Fenol equilibrado
NaOH 3M

FCI

CI

Acetato de sodio 3M,
pHS5.2

Etanol al 100%

Etanol al 70%
Amortiguador T.E.




Para Practica No. 4

Para Practica No. 5

Para Practica No. 6

Para Prictica No. 7

Matraz Erlenmeyer
Vortex
Transiluminador
Camanm fotografica

Cinta
Pelicula 667

Espectrofotometso (UV-
Visible)

Cubetas de cuarzo
Pizeta

Termociclador
Gradilla

Material para
Electroforesis vertical
Vaso de precipitado
Fuente de poder

TEMED

Plato agitador

Charolas de plastico para
tefiir

Agarosa

TBE 0.5X

Jugo azul

Bromuro de etidio o
colorante “Bio-Seguro”
Jugo azul (amortiguador
de carga)

Muestras de ADN

Reaccion 10X

Polimerasa de ADN
(Tagq pol)

Aceite mineral

Cebador

Amortiguador 10X

dNTP (10 mM)

MgCI2 (50 mM)

Agua grado HPLC estéril

DNA 5 ng/pl

Acrilamida-Bisacrilamida
al30%

Amortiguador TBE 0.5X
Persulfato de Amonio
al 10%

Marcadores de  peso
molecular

Jugo Azul

Bromuro de Etidio

Tincion de plata BioRad,
No.Catalogo: 161-0449
Metanol, Acido acético

Guantes desechables

Tubos para reaccion de
PCR

Tubos de reaccidn de
PCR

Es importante sefialar que, desafortunadamente, en ¢l laboratorio de docencia del DBCyM,
NO contamos con la mayoria de los articulos antes mencionados para Ia imparticion de las
practicas. Asi, las pricticas que se han impartido hasta ahora se realizaron con equipos,
reactivos y recursos destinados principalmente a la investigacion dentro de proyectos
vigentes adscritos al laboratorio de genética del DBCyM.

Al principio las practicas se impartieron en las instalaciones del laboratorio de genética
dividiendo los alumnos en grupos pequefios (5 alumnos), lo que resultd inconveniente para
las demas actividades de los profesores, tanto para el titular de la materia (consumo de
mucho tiempo para repetir las practicas a grupos pequeiios y fuera de horario de clases), asi
como para sus colegas. La imparticién de las practicas “in situ” presenta dos ventajas:




1) Se evit6 el traslado de equipos costosos, herramientas fragiles y de reactivos peligrosos
o inestables del laboratorio de genética al aula de docencia

2) Estando ahi, el estudiante tuvo la oportunidad de enterarse de la investigacién en curso
en nuestro laboratorio.

Actualmente, frente a la carga de trabajo de investigacion y a los grupos numerosos de
alumnos, impartimos las practicas en el laboratorio de docencia a donde trasladamos lo
necesario antes de la practica.

Cabe mencionar aqui que a la fecha solamente las practicas 1 a 5 s¢ ha impartido de manera
regular a alumnos de las clases de Biologia Molecular, Genética Avanzada y/o Ingenieria
Genética por los maestros del laboratorio de genética (periodo 1997-2000) gracias al apoyo
de estudiantes de la camrera de biologfa (prestadores de Servicio Social, Estadiantes
sobresalientes, Tesistas). Sin embargo la experiencia que se adquirié durante las pricticas
fue decisiva y enriquecedora para la redaccion de este documento.

L1.4. Duracién de I2 prictica

El Programa curricular de Biologia Molecular, materia basica particular obligatoria, incluye
una carga horaria total de 105 horas por semestre, de las cuales 85 corresponden a la
ensefianza tedrica y 20 a la ensefianza practica. Se mmparte tres dias a la semana con una
duracién total de 5 horas. El departamento de control escolar la programa en dos sesiones
de 2 horas y una clase de 1 hora. Las practicas se imparten durante las sesiones de 2 horas.

Hemos observado que este tiempo es insuficiente ; el tiempo realmente necesario es de tres

horas, debido a los siguientes factores:

- Generalmente los alumnos necesitan mas tiempo que el Maestro para desarrollar los
protocolos (manipulacion cautelosa de reactivos, herramientas y equipos, toma de
alicuotas, disposicion de muestras, por manos inexpertas).

- El Maestro tiene que tomar tiempo para dar explicaciones generales al grupo y aclarar
dudas a lo largo del avance del trabajo experimental.

~  Usualmente los grupos son numerosos y atender individualmente varias estaciones de
trabajo requiere tiempo y coordinacion.

Asi, cuando se apliquen las practicas de manera sistemitica se propondré a control escolar
una reorganizacion en la distribucién de las cargas horarias, para que se cuente con tres
horas seguidas. Asi se podran impartir 7 practicas del Manual (3 horas cada una, dando un
total de 21 horas de practica).



L2. ORGANIZACION DE LA PRACTICA

Es importante sefialar que el desarrollo de practicas de laboratorio no solo involucra el
tiempo que comparten el Maestro y el Alumno en el laboratorio de docencia, sino que
involucra un tiempo de preparacion previa a la practica y de seguimiento después de ésta,
para ambos, el Maestro y el Alumno.

La inversion de tiempo en la preparacién de la prictica, tanto por parte del alumno como
del profesor permitira el mejor aprovechamiento del tiempo de la practica, el éxito de la
misma asi como prevenir accidentes en la aula.

I.1.2. Preparacién de la Practica por parte del Profesor

El Profesor debe reumir con anticipacion los equipos y herramientas necesarios para la
practica. Si estos se utilizan también para la investigacién, debe que asegurarse de no
interferir con dicha actividad. En nuestra experiencia los equipos necesarios se han
trasladado del laboratorio de genética al laboratorio de docencia. Ahi los equipos que se
comparten (Bafio Maria, termociclador, fuente de poder, centrifuga, etc.) se ubican en un
lugar accesible, los demas (micropipetas, puntas, tubos, gradillas, marcadores, etc.), se
reparten entre las estaciones de trabajo. Ademas el Profesor debe preparar con antelacion
los reactivos que se van a utilizar durante la practica o cuando sea necesario, preparar
(pesar) los sales necesarias para que los alumnos preparen sus soluciones.

El tiempo estimado para la preparacién de una practica por parte del maestro o el Técnico
Docente es de 30 minutos a 2 horas.

1.2.2. Preparacion de la Préctica por parte del Estudiante

Se entregara al alumno al principio del semestre el Manual de practicas a los alumnos de la
materia de Biologia Molecular (BC108). El Alumno tendrd la obligacion de leer y entender
la practica ANTES de entrar en el aula. Se ha pensado elaborar un cuestionario que el
alumno tendria que enfregar contestado un dia antes de la practica. Alin extremosa esta
medida podria ser necesaria para obligar al alummo a dedicar tiempo para la preparacion de
cada una de sus practicas.

1.2.3. Seguimiento a la Prictica por parte del Profesor

En esta etapa el profesor recogera los reactivos, herramientas y equipos utilizados durante
la prictica y los regresa en su lugar de origen asi como verificara que el laboratorio quede
limpio; ademds tendra que corregir y calificar los reportes de practicas. A través de esta
actividad el Maestro quién podra evaluar el impacto de cada practica y asi mejorarlas.



1.2.4. Seguimiento a la Prictica por parte del Estudiante

El estudiante debera que elaborar el reporte de cada practica. Méas que repetir el contenido
del Manual al momento de redactar el reporte de practica, se pretende que el alumno
reflexione sobre ¢l impacto de la prictica en su proceso de formacién como Bidlogo. Para
guiar este proceso el alumno responderd a preguntas y/o problemas y comentara su
experiencia, organizado su trabajo en varias secciones: Introduccion, Material y Métodos
(diagrama de flujo de cada practica), Resultados, Discusion y Conclusién. Se pedird un
reporte "por estacion de trabajo.

Ademas es un excelente herramienta que permite retro-alimentar al maestro sobre el éxito
del desarrolio de la practica.



il. CONCLUSIONES

«  Los sietes protocolos de practica seleccionados en el presente trabajo, se pueden
realizar en las condiciones de logistica, programacion y funcionamiento en que
trabaja el laboratorio de docencia del Departamento de Biologia Molecular.

¢+ El disefio y elaboracién de cada uno de los protocolos seleccionados son
adecuados, atendiendo a los objetivos del programa de Biologia Molecular.

+  Consideramos que a través de su desarmrollo el estudiante adquiere la destreza y
actitud minima necesaria para el mercado actual del trabajo. Ademas se busca
motivar su curiosidad o hacer nacer el interés del alumno en el campo de la
investigacion, tanto aplicada como basica.

+  Fl manual de practicas que aqui se propone, es susceptible de ser modificado,
mejorado o redisefiado de acuerdo a los cambios que puedan suffir el programa de
Biologia Molecular o bien en su forma, pero consideramos que es adecuado en su
fundamento para su utilizacién hasta la fecha de su edicion.

fil. PERSPECTIVAS

Desafortunadamente, se debe hacer énfasis en el costo de estas practicas. Los equipos
necesarios son novedosos y en consecuencia se cuenta con poco de ellos dentro de nuestros
Centros Universitarios, ademas es cierto que el material necesario es especializado y
entonces Costoso.

La imparticion sistematica de las siete préacticas, a aproximadamente 100 alumnos por
semestre, no se puede hacer en los laboratorios de investigacion, ni tampoco con los
equipos de investigacion que no son disefiados para atender a grupos numerosos. Ademas
desafortunadamente la presencia de grupos numerosos de alumnos en los laboratorios de
investigacién perturba la investigacion en curso, por lo cual es imprescindible contar con
los equipos necesarios DENTRO del laboratorio de Docencia y reservado para dicha
. finatidad.

Sin embargo la respuesta y el entusiasmo de los alumnos a los cuales se impartieron estas
practicas es un estimulo para seguir los esfuerzos en conseguir la infraestructura necesaria
para ello.

Como segwimiento al impulso que dio el presente trabajo, actualmente se encuentran en
curso de preparacién otros protocolos de prictica en colaboracion con profesores de
materias como Genética Avanzada (BC102), Genética Evolutiva (BC111), Ingenieria
Genética (BC123), Evolucion (BZ 104), Biosistematica (BZ107. Todas estas materias



tienen como pre-requisito el curso de Biologia Molecular (BC 108). El objetivo de este
esfuerzo es el de elaborar un Manual Comim de protocolos de aislamiento, manipulacion y
analisis de DNA. Entre los protocolos podemos citar los siguientes:

- Utilizacién de endonucleasas de restriccion par la digestion y andlisis del DNA del
Fago Lambda.

- Huellas moleculares de DNA (DNA Finger Printing), al analizar por PCR
polimorfismos ALU y VNTR.

-~ Transferencia de Acidos nucleicos y proteinas (Southern, Northern, Western).



