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REGLAMENTO DEL LABORATORIO DE DOCENCIA

15.

BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

ES REQUISITO INDISPENSABLE TRAER BATA.

SE DARA UN MARGEN DE 20 MINUTOS PARA LA ENTRADA AL
LABORATORIO.

SE RESTRINGIRA AL MAXIMO LA SALIDA DEL ALUMNO DURANTE
LA PRACTICA.

NO SE ALTERARA EL DIA PREVIAMENTE FIJADOC PARA LA
REALIZACION DE LA PRACTICA.

NO SE PERMITEN VISITAS.
NO SE PERMITE INGERIR ALIMENTGS EN EL LABORATORIO.
POR FAVOR, NO FUMAR.

CADA EQUIPO DE TRABAJO ENTREGARA UN VALE POR EL MATERIAL
RESPECTIVO.

LAS PERSONAS QUE FORMAN LOS EQUIPOS DE TRABAJO SE
RESPONSARILIZARAN DEL MATERIAL Y EQUIPO ENTREGADO.

. ES IMPORTANTE CUIDAR DE NO CONTAMINAR LOS REACTIVOS.

. ES NECESARIO NOTIFICAR AL PROFESOR RESPONSABLE DEL GRUPO

LA UTIL!ZACION DE LOS APARATOS DEL LABORATORIQ, PEDIR
ASESORIA EN CASO DE NO CONOCER SU FUNCIONAMIENTO.

. EL MATERIAL Y LA MESA DE TRABAJO DEBEN QUEDAR

PERFECTAMENTE LIMPIOS DESPUES DE LA PRACTICA.

. EL SOLICITANTE DE MATERIAL DEBERA PEDIRLO AL RESPONSABLE

DEL LABORATORIO DE ACUERDO AL PROCEDIMIENTO
PREESTABLECIDO (CON VALE Y CREDENCIAL) Y SE APEGARA A LOS
LINEAMIENTOS EXISTENTES EN EL LABORATORIO.

. PARA TRABAJAR EN EL LABORATORIO SE REQUIERE DE LA ASESORIA

DE UN PROFESOR, NO SE ATENDERA A NINGUN ALUMNO SINO SE
ENCUENTRA EL PROFESOR.

SE SOLICITA LA REVISION DEL MATERIAL PROPORCIONADO POR EL
RESPONSABLE DEL LABORATORIO AL RECIBIRLO EL ALUMNO.
RECLAMACIONES POSTERIORES O AL FINAL DE LA PRACTICA NO
SERAN ATENDIDAS.



INTRODUCCION GENERAL

Este manual tiene el propdsito de ofertar a los alumnos de la Licenciatura en
Biofogia del Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias, de fa
U.D.G. es un apoyo didactico en la ensefanza de la Genética Avanzada.

Este manual facilitara el trabajo docente, y permitira que los alumnos tengan en un
documento las practicas contempladas en el plan de estudios de [a materia,

El manual de Genética Avanzada proporciona la informacion indispensable
permitiendo ademas que el alumno acuda a consultar 1a bibliografia recomendada.

Asimismo en los laboratorios existe el equipo para desarrollar las metodologias que
aqui se mencionan, asi como las técnicas que le otorgaran al alumno habilidades y
destrezas para forjar el aprendizaje practico y conservar esta experiencia como un
apoyo del conocimiento.

Esperamos que también pueda servir como apoyo a otros laboratorios vy
profesionistas interesados en el campo de la Genética Avanzada

La genética es el campo de las ciencias biolégicas que trata de comprender cémo
los genes son transmitidos de una generacion a la siguiente, y como se efectia el
desarrollo de las caracteristicas gue controlan esos genes (Winchester, Genética).

La genética es el estudio de los patrones de herencia, del modo en que los rasgos y
las caracteristicas se transmiten de padres a hijos. Los genes se forman de
segmentos de ADN (4cido desoxirribonucleico), la molécula que codifica la
informacién genética en las celulas.

El ADN contrela la estructura, la funcion y el comportamiento de las células y puede
crear copias casi 0 exactas de si mismo.

La Genética, a veces confundida o sinonimizada con la Biologia Molecular, ha
estado causando un profunde impacto en todos los campos de la Biologia, Medicina,
Agricultura, etc. en la forma en gue los problemas son abordados desde el punto de
vista téchico y conceptual.

El corazdn de cualquier programa en Biologia Celular reside en fa comprension y
analisis de la mecanica molecular subyacente a todos estos procesos asi como en
los circuitos regulatorios y efectos ambientales sobre [0s procescs de patogénesis,
estilos de vida, manipulacion genética y expresién amplia del genctipo en las mas
variadas condiciones de existencia de plantas, animales, bacterias y replicaciones
aislados como plasmidos y virus.



PRACTICA 1
CICLO DE VIDA Y SEXADO DE Drosophila melanogaster
Dr. Carlos Alvarez Moya
INTRODUCCION

La mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, es actualmente unc de los
modelos biologicos mas utilizados para el estudio de la Genética, debido a que es de
facil manejo, tiene un cicle de vida relativamente corto y no requiere de equipo
especializado para su mantenimiento en el laboratorio. A todo lo anterior hay que
afiadir que solo presenta cuatro pares de cromosomas, los cuales pueden
apreciarse como cromosomas gigantes en algunos tejidos: recto, intestino y
gléndulas salivales

Debido a que todos los estadios larvarios de la mosca de la fruta pueden ser
utilizados para el estudio de la genética, es necesario conocer estas distintas fases.
Al mismo tiempo las cruzas son esenciales para la demostracion de la transmision
genética, para ello es indispensable diferenciar los sexos.

Hay cuatro distintos estados en la vida de la mosca de ia fruta: huevo, larva, pupa
y adulto. A 21°C Drosophila producird nuevos adultos en dos semanas: 8 dias
como huevo y larva y 6 como pupa. Las larvas pueden ser de 1, 2 y 3 estadios (24,
48 y 72 horas respectivamente}

La metamorfosis ocurre dentro del pupario, Ja pupa empieza a tornarse negra
hasta que emerge la mosca adulta. Al emerger las alas se encuentran arrugadas y
toman su aspecto normal dentro de las 12 horas siguientes. Las moscas recién
eclosionadas tardan sélo 6 horas en adquirir la capacidad reproductiva, por 1o cual,
para obtener moscas virgenes es necesaric aislarlas y sexarlas en cuanto hayan
emergido de fa pupa.

El sexado en Drosophifa puede distinguirse por las siguientes caracteristicas:

MACHOS HEMBRAS

Menor tamane mayor tamario

Presencia de peine sexual no peine sexual
Punto negro en la regién anterior barras negras espaciadas
Pene (se observa al presionar el abdomen) ovipositor

OBJETIVO

Conocer las diferentes etapas larvarias de Drosophila melanogasler y determinar
las diferencias entre machos y las hembras.



JUSTIFICACION

Drosophila es un ensayo muy adecuado para e} estudic principalmente de la
genética. Debido al amplio conocimiento que se tiene de sus caracteristicas
bioldgicas, su corto tiempo de generacion, y facil mantenimiento en el laboratorio
puede ser utilizada para la investigacion y 1a ensefanza de la genética.

Muchas veces es necesario tener un modelo tan manejable para determinar un
amplio ciclo de eventos genéticos desde el nivel molecular hasta el de poblaciones,
con Drosophila se realizan pruebas in vivo e in vitro, tanto en células somaticas
como germinales.

Esta practica ayudara a los alumnos a tener la capacidad de diferenciar aspectos
morfolégicos como genéticos en aquellos individuos que presentan diferentes
etapas larvarias en su vida.

MATERIAL EQUIPO
Eter etilico microscopio estereoscopico

Eterizador

Algodon

Pinzas de diseccion
Portaobjetos

PROCEDIMIENTO

Huevos, larvas y pupas.

1) Las moscas contenidas en un frasco con medio de cultivo son separadas y

colocadas en un frasco vacié.
2) Con la aguja de diseccion y con mucho cuidado tomar los huevecillos {pequenas
estructuras blancas colocadas sobre la superficie del medio) y colocarles en un

portaobjetos.
3) Inmediatamente colocar larvas de diferentes tamaros: las mas pequefas

corresponden al primer estadio, las intermedias al segundo y las de mayor tamano
corresponden a las larvas del tercer estadio.

En el estado de pupa comienza la metamorfosis.

1) Coloca las pupas de las claras a las obscuras (estan adheridas a la pared del
frasco) y observarlas.
2) Dibuja tus observaciones y esquematiza el ciclo de vida.

La informacién proporcionada por el maestro respecto a la duracién en dias de cada
estadio te serd de suma utilidad.



Sexado de individuos adultos

1) Los individuos adultos son colocados en un eterizador humificado con éter.

2) Después de 10 segundos las moscas deben colocarse en la platina para proceder
al sexado.

Los machos (con peine sexual) normalmente de menos tamario son colocados a un
lado de la platina y las hembras de mayor tamafio se colocan al otro.

La identificacion se realizara de acuerdo con la explicacion dada por el profesor.

RESULTADOS (Elaborar dibujos)

Figura 1. Mosca Drosophila melanogaster, hembra y macho

CONCLUSIONES
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PRACTICA 2

CROMOSOMAS EN LAS CELULAS DE LAS GLANDULAS SALIVALES DE
Drosophila melanogaster: Un método para determinar diferencias taxonémicas
o evidenciar dafio genético

Dr. Carlos Alvarez Moya

INTRODUCCION

Los cromosomas gigantes se forman mediante un proceso conocido como
endocitosis, es decir, son el resultado de la unidn o sinopsis de fos cromosomas
homélogos, seguida por ia replicacion de los cromosomas sin que posteriormente
ocurra division celular, constituyendo asl los llamados cromosomas politénicos. En
ellos es claramente visible al microscopio la presencia de bandas obscuras las
cuales varian en ancho y forma, generalmente cada banda contiene el material
genético de un gen simple (unidad del material hereditario) estas bandas obscuras
se alternan con otras mas claras conocidas como interbandas en patrones
caracteristicos a cada cromosoma y en consecuencia: propia de cada especie de
Drosophila. En las células de las glandulas salivales de la mosca los cromosomas
politénicos se ven como brazos que parten de un centro comun liamado cromémero.

El estudio de los patrones de bandas e interbandas en los cromosomas politécnicos
permite la elaboracién de mapas citogenéticos de los cuales aportan evidencia para
la localizacién lineal de los genes y las relaciones entre los mismos.

OBJETIVOS

1.- Conocer el método de obtencion de los cromosomas gigantes caracteristicos de
los dipteros

2.- Observar, contar y diferenciar los cromosomas politénicos en Drosophila
melanogaster.

JUSTIFICACION.

En los nucleos de las glanduias salivales de Drosophifa durante el pericdo larvario,
los cromosomas no muestran la apariencia tipica descrita durante la metafase,
sino que en su lugar aparecen unas estructuras enormemente largas, gue tras su
coloracién presentan un patrén de bandas e interbandas. Estos cromosomas
pueden ser observados muy facilmente.

Esta practica esta disefiada para que el alumno conozca vy aplique en el
laboratorio el método de obtencidon de cromosomas presentes en dipteros asi
como a contarlos y aprender sobre todo a diferenciar dichos cromosomas



MATERIALES EQUIPC

Por equipo Por equipo
Aguijas de diseccion Microscopio
Portaobjetos Estereoscapio
Cubreobjetos

Larvas de Drosophila (las mas grandes)
Solucidn para diseccion:

-acido acético glacial 45cc

-agua destilada 30cc

Solucién de tincién:

-Ac. acetico glacial45ce

-acido lactico al 85% 25cc

-agua destilada 30cc

PROCEDIMIENTO

1. Colocar en una platina de vidrio unas gotas de la solucién de diseccién, extraer
una larva del medio de cultivo procurando que sea de las mas grandes y colocarla
sobre un portaohjeto. -

2. Con la ayuda de un esterioscopio realizar una diseccién colocando una aguja en
el area de la mandibula y la otra en 1a regién central del cuerpo. Con un movimiento
rapido hay que separar la region cefalica del resto del cuerpo para separar asi las
glandulas que quedan adheridas a la zona de la mandibula.

3. Colocar las glandulas salivales en un portaobjetos en el cual se ha colocado
previamente una gota de solucidn para tincion y tefir durante 5 minutos evitando que
se evapore el colorante.

4. Pasado el tiempo de tincidn, colocar un cubreobjetos sobre el espécimen vy
envolver la lamina completa en un pedazo de papel absorbente se presiona
fuertemente con el dedo pulgar teniendo cuidado de no romper €l cubreobjetos.

5. Observar la lamina al microscopio compuesto al 40x y 100x.
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Figura 2.Glandulas salivales de la mosca Figura 3.Cromosomas de Drosophita melanogaster
Crosophila melanogaster, hembra y macho




Figura 4.Cromesomas de Drosophila melanogaster [ Figura 5.Cromosomas de Drosophila melanogaster.
vistas desde microscopio optico.

RESULTADOS (Dibuja tus observaciones)

CONCLUSIONES
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- PRACTICA 3

OBSERVACION DE CROMATINAS Y y X
Dr. Carlos Alvarez Moya.
INTRODUCCION

Los cromosomas son cuerpos observables durante las mitosis celulares. Como
ya se menciono su nimero es caracteristico de cada especie. Sin embargo, en una
amplia gama de organismos, existen dos cromosomas, los cuales, son responsables
de la determinacion del sexo, ellios son: Xy Y . En el humano la presencia de dos
cromosomas X determina el fenotipo hembra. En los varones ¢ machos de ofras
especies el par XY determina el fenotipo masculino. Normalmente es muy notable la
diferencia entre machos y hembras, sin embargo en muchos casos, ias diferencias
son minimas, por lo cual hay la necesidad de recurrir a la observacion de estos
cromosomas para determinar el sexo. En aves esta practica es frecuente,

OBJETIVO

Observar las cromatinas X en hembras y Y de varones asi como conocer las
técnicas para ello.

JUSTIFICACION

Cuando una célula no se encuentra en division, la cromatina tiene la forma de hiios
largos y delgados. En €] momento de la divisidn celular, las fibras de cromatina se
condensan.

Los cromosomas estén formados por un materia complejo llamado cromatina, &l cual
consiste en fibras que contienen alrededor de 60% de proteinas, 35% ADN vy 5% de
RNA. En determinadas especies se hafla una pareja de cromosomas que, a pesar
de no ser iguales, son considerados homologos (debido a que se aparean durante la
meiosis); son los denominados cromosomas sexuales, pues no aparecen igual en
hembras que en maches. El hombre, por ejemplo, el par nimero 23 puede presentar
un cromosorna grande {designado con letra X} o uno mas pequefo (el cromosoma
Y): las mujeres poseen en sus células dos cromosomas X.

El alumno aprendera y aplicara una técnica para poder cbservar cromatidas
humanas y podra analizar las ventajas y limitaciones de esta técnica

MATERIALES EQUIPO
CROMATINA X Portacbjetos Microscopio
CROMATINAY Cubreobjetos
Aceto-orceina 0.02% Algodén
Papel absorbente Abatelenguas

Acido acético al 50%

12



Cromatina X {Raspado bucal}
PROCEDIMIENTO

1. Limpiar dentro de la mejilla con un hisopo de algodén.

2. Raspar cuidadosamente la mejtlla con el abatelenguas.

3. Colocar el raspado en un portaobjetos y agregar aceto-orceina durante 5 min.

4. Colocar un cubre objetos y eliminar el exceso de colorante con el papel, para ello,
doblar la hoja y presionar cuidadosamente hasta que la faminilla luzca casi
transparente.

5. Hacer la observacidn al microscopio a 10X, ubicar primero las células.

8. Hacer la observacion a 40X, observar los nucleos y €l corptsculo de Barr. Devido
a que solo se observa este cuerpo en 1/10 células, observar por lo menos 50
células.

Cromatina Y (en la raiz del cabelio)
PROCEDIMIENTO

1. Cortar un cabello de 2cm de largo con todo y raiz y colocarlo en un portacbjetos,
2. Cubrirlo con una gota de aceto-orceina filtrada.

3. Calentar la laminilla a 80°C sobre una flama pequefia por 30 segundos.

4. Pasar el pelo a otra laminilla y colocarlo en una gota de acido acético al 50%.

5. Apreciar los detalles de la raiz al microscopic.

6. Separar la vaina externa blanda. Quitar el resto, incluyendo el bulbo que
generalmente se rompe y la vaina interna fibrosa que dificulta la observacion.

7. Secar cuidadosamente el acido acético con papel filtro y cubrir con aceto-orceina.
8. Colocar el cubreobjetos sin hacer presion.

9. Sellar la preparacion con parafina y observar al microscopio.

RESULTADOS (Dibuja tus observaciones)




CONCLUSIONES
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PRACTICA 4
OBTENCION Y ANALISIS DE L.OS CROMOSOMAS HUMANOS

Dr. Carlos Alvarez Moya

INTRODUCCION

Los cromosomas son estructuras formadas a partir de ADN. Cada especie posee
urt nomero caracteristico de ellos y, particularmente en el humano, el nimero es de
46. El carictipo, es decir, la dotacién completa de cromosomas de una especie, nos
permite conccer la existencia de aberraciones de tipo cromosémice, ya que en el
caso de existir rupturas, deleciones, ausencias o duplicaciones de cromosomas,
tales alteraciones pueden ser facilmente detectables. Existen varias técnicas de
tincion: bandas C que tifien so6lo centromeros, bandas G (giemsa), bandas R etc.
Dada |z alta incidencia de enfermedades genéticas en el hombre resulta sumamente
importante contar con una técnica para la tincién de cromosomas. En este caso se
describira la técnica de bandas G.

OBJETIVOS
1.-Conocer los procedimientos para la obtencién de los cromosomas humanos.

2 -Conocer tas diferencias entre los cromosomas y analizar como estas diferencias
pueden tener diferentes usos: taxonomicos y diagndstico de dafio genético.

JUSTIFICACION

Los cromosomas contienen la informacién genética del organismo. Cada tipo de
organismo tiene un ndmero de cromosomas determinado; en la especie humana, por .
ejemplo, hay 23 pares de cromosomas organizados en 8 grupos segun el tamafio y
la forma. La mitad de los cromosomas proceden del padre y la otra mitad de ia
madre. Las diferencias entre individuos reflejan la recombinacion genética de estos
juegos de cromosomas al pasar de una generacién a otra,

Esta practica se diseno para que el alumno adquiera la habilidad de utilizar los
procedimientos para la obtencién de cromosomas humanos, asi como el poder
conocer las diferencias existentes entre los cromosomas y al anaiizarlos les pueda
dar algin uso que necesite de los conocimientos adquindos.

MATERIAL
Jeringa de 10ml 4 vasos de precipitado
Papel Estufa de incubacion
Centrifuga Laminillas

Tubo de ensayo de 8ml con rosca
Campana de flujo laminar o
en su defecto un mechero



REACTIVOS

Heparina

Medio McCoy

Fitohemaglutinina

Estreptomicina

KCI0.075 M

Solucion fijadora {3:1 Metancl-Acido acético}

Solucién de tripsina (0.2 g en 100ml de agua desmineralizada)

Solucién de PBS (16g de NaCl, 0.4g de KCI, 2.3g de NazHPO4, 0.4g de KH22PQs4,
aforar a 2000ml de agua destilada y guardar en refrigeracion)

Solucion de Giemsa (1.5ml de giemsa, 1.5ml de metanol, 2ml de acido acético, 4ml
de NazHPQ4, aforar a 50ml)

PROCEDIMIENTO

1° etapa

Se obtienen 2.5ml de sangre heparinizada y se agregan 8cc de medic
McCoy adicionando 12 gotas de fitohemeglutinina y 4 gotas de estreptomicina. Todo
se realiza en un tubo con rosca frente al mechero. Se cierra el tubo y la mezcla es
incubada 78 horas a 37 1ic.

2° etapa {fijacion)

Una vez terminada la incubacién, se afaden 0.3ml de colchicina para
obtener las mitosis y nuevamente se incuba la muestra a 90 min. Posteriormente, los
tubos son centrifugados 10min. A 1200 rpm y se extrae ef sobrenadante. Finalmente
se agrega solucion fijadera (3ml) y se centrifuga. Esta operacion se realiza 3 veces.

Laminillas. El botén final se disuelve V/V con solucién fijadora, se agita con
una pipeta Pasteur y se deja caer una gota sobre la laminilla, se secan y se guardan
3 dias para luego realizar la tincion.

3° etapa (tincion)

Las laminillas se sumergen ala solucién con tripsina por 2 segundos y
después, se sumergen también, en la solucién con- giemsa de 1530 seg.
Posteriormente se lavan en la solucion PBS. Para ello, se utiliza un vaso de 250ml.
estos deben mantenerse.

4° etapa (analisis)

Qbservar las caracteristicas de cada uno de los cromesomas. Estudiar las
caracteristicas de cada uno de ellos. Si es posible, analizar a presencia de
anormalidades en el cariotipo estudiado.

Con la ayuda de tu maestro, identifica en el wmicroscopio algunos
cromosomas y cuéntalos.



RESULTADOS (Dibuja tus observaciones)

CONCLUSIONES

Figura 6. Cariotipo de una mujer con Sindrome
de Turner AAX

Figura 7. Cariotipo de un varén con sindrome de
Kiinefelter AAXXY

Figura 8. Cariotipo de una mujer AAXXX. J
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PRACTICA 5

ANALISIS DE MUTACIONES SOMATICAS EN LOS PELOS ESTAMINALES DE
Tradescantia

Br. Carlos Alvarez Moya
INTRODUCCION

El bioensayo en los pelos estaminales de Tradescantia es muy Util pera evaluar Ia
mutagenisidad de agentes fisicos y quimicos. Esta prueba es eficiente para la
deteccién de mutagenos en medios acuaticos, ademas, de ser muy sencilla y barata,
produce resultados en un promedio de dos semanas. Se reporto que un incremento
relativo en la frecuencia de mutacion somatica en Tradescantia puede indicar el
mismo incremento relativo en el riesgo mutagénico en humanoes.

OBJETIVO

Observar el efecto mutagénico de algunas sustancias quimicas en un sistema de
prueba.

JUSTIFICACION

Si la mutacién ocurre en una célula que desarrolla un tejido somatico, dara origen a
una poblacidén de células mutantes idénticas. Las celulas idénticas de una poblacién
originada por mitosis a partir de una sola célula progenitora se dehominan clones.
Si la mutacién es dominante se expresara en el fenotipo de aquellos organismos
diploides. Si es recesiva no se expresara ya que quedari enmascarada por el alelo
salvaje (dominante), una segunda mutacién puede crear una mutacion homocigota
recesiva, pero es-un evento raro.

Esta practica esta diseflada para que el alumno observe y cuantifique las
frecuencias de mutaciones que se presentan en este sistema de prueba.

PROCEDIMIENTO

1. Preparar una sustancia, de la cual se sospecha que, posee actividades
mutagénica.

2. La sustancia se coloca en 100m! de solucidn e inmediatamente se sumergen los
cortes de Tradescantia, para ello, los cortes mas fuertes son seleccionados.

3. La lectura de los pelos estaminaies se hace 6 dias después del tratamiento
durante 6-8 dias.

4. Para observar estos eventos, rehacen preparaciones poniendo una gota de
aceite de parafina extendida en un portaobjetos colocando 6 estambres: 3 pétalos y
3 antipétalos.
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5. Utilizando el microscopio estereoscopico se peinan los estambres con una aguja
de chaquira y se cuentan los pelos antipétalo y los pelos pétalo. El total se obtiene al

multiplicar la suma por 3.
6. Cada estambre ya peinado se revisa con cuidado para detectar la presencia de

eventos mutacionales: células color rosa.

7. Para cuantificar los eventos rosa se toma el siguiente criterio: una hilera de
células rosa entre dos azules es considerada como un solo evento. En el caso de
que dos celulas rosa estuvieran separadas por una o varias azules se registrara

como dos eventos.
8. Se obtiene el total de frecuencia de mutacién por dia dividiendo la cantidad de

eventos entre el total de pelos estaminales.
9. La media de la frecuencia de mutacién es obtenida al promediar las mutaciones

diarias de los 6 o 7 dias de conteo.
10. Estos datos son comparados con los datos obtenidos de un testigo negativo

(agua destilada)

RESULTADOS

Hoja de reporte de un dia (ejemplo)

N1 DE N1 de pelos eventos mutacionales frecuencia
FLOR
1 300 1 1/300

1° Obtener la frecuencia promedio diaria

2° Obtener la frecuencia promedio de los dias 7-15

3° Hacer lo mismo con un testigo negativo (mismas condiciones pero sin mutageno)
4° Aplicar prueba de varianza entre el grupo experimental y el testigo negativo.

il

Figura 11, Tradescantia clon 4430 Figura 12. Pelos estaminales de Tradescantia clon 4430




CONCLUSIONES

Fue significativa la varianza? Que significa?
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PRACTICA No. 6
MEDIOS DE CULTIVO PARA DROSOPHILA MELANOGASTER

Dr. Carlos Alvarez Moya.

INTRODUCCION

Drosophila melanogaster constituye un excelente modelo para la realizacién y
comprobacion de fenémenos geneticos. Para llevar a cabo los experimentos con
este insecto es deseable mantenerlo en condiciones oOptimas de temperatura
humedad y alimentacion. Los medios de cultivo de Drosophifa son variados e
incluyen. papas, platanos, harinas de maiz etc. En todos ellos es conveniente
agregar fungicidas y bactericidas para evitar la contaminacién del mismo. Por todo lo
anterior, es aconsejable que el alumno conozca como se elaboran estos medios,
pues de su buena elaboracién dependera que se cuente 0 no con los especimenes.

OBJETIVO
Preparar medio de cultivo para Drosophila melanogaster

JUSTIFICACION

Las moscas de la fruta, son frecuentemente utilizadas en los laboratorios de
investigacion genética. Para propésitos de investigacién, facimente pueden
reemplazar a los humanos. Se reproducen rapidamente, de modo que muchas
generaciones pueden ser estudiadas en un corto tiempo, y ya se conoce el mapa
completo de su genoma.

En esta practica el alumno puede adquirir habilidad en la realizacién de mediocs de
cultivo para Drosophila melanogaster

MATERIALES

AGUA 1250mi
AGAR — AGAR 764
AZUCAR 70g
HARINA DE MAIZ 1129
LEVADURA DE CERVEZA SECA 55¢g
NIPAGIN (fungicida) 0449
ACIDO PROPIONICO {bactericida) 4mi
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EQUIPO

Frascos de vidrio de %
Espatulas

Guantes

Platina

Estufa de cultivo

s Figura 13. Medio de cultivo para mantenimiento de
ot Drosophila melanogaster

Figura 14. Medio de cultivo para Drosophila melanogaster

PROCEDIMIENTO

Medio para mantenimiento y propagacion de las lineas.
1) El azucar y el agar son disueltos en 870 ml de agua y se hace lo mismo con la

levadura y la harina en 380 ml de agua.

2) La primera mezcla se lleva a ebullicion con movimiento continuo.

3) La segunda se agrega a la primera y se deja hervir de 5 a 10 min.

4) Se retira del fuego afiadiendo nipagin y acido propionico y posteriormente se sirve
en frascos de vidrio esterilizados.

REPORTE

CONCLUSIONES
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PRACTICA No.7

EXPERIMENTO DE DNA FINGERPRINTING
Dra. Alma Rosa Villaiobos A, Eduardo Sosa M., Verdnica Palomera A,
INTRODUCCION

En 1985 Alec J. Jeffreys desarrollé una tecnologia de identificacion precisa y
accesible basada en el hecho de que todos los individuos llevan en el genoma de
cada una de sus células un cddigo de barras gque los diferencia como individuos.
Esta técnica es denominada huella génica o DNA fingerprinting.

La huella génica no solo se encuenira presente en un tejido como una huella
dactilar, sino que cada una de las 50 bitiones de células que componen a un
individuo comparten el mismo genotipo por lo cual es posible realizar la técnica de
DNA fingerprinting a partir de gotas de sangre, semen y saliva tanto secas o en
estado liquido, cabello, células presentes en excremento, muestras dentales,
estructuras 6seas, tejido momificado (aun cuando este degradado et ADN pueden
estudiarse los microsatélites).

Debido a que todos los individuos son Onicos genéticamente y al uso de varios
marcadores moleculares altamente variables, la posibilidad de gue dos organismes
presenten la misma huella génica es remotisima; una entre un billén por lo cual este
tipo de técnica presenta un grado de confiabilidad muy efevado.

El experimento introduce los conceptos basicos para DNA fingerprirting (perfil de
DNA o huella génica), un método que le permite a las ciencias forenses identificar
delincuentes, personas desaparecidas o secuestradas, cadaveres carbonizados;
reconstruir la historia de la humanidad al investigar momias milenarias y llevar a
cabo pruebas de paternidad o de relaciones de parentesco, detectar enfermedades
infecciosas antes de que aparezcan sus sintomas e inclusive es posible saber si un
implante de medula 6sea resultard exitoso. También permite establecer relaciones
evolutivas entre especies actuales y especies extintas, determinar con mayor
precision la ubicacién taxonomica de las especies, asi como andlisis de pedigrf de
caninos. A nivel de poblaciones es posible determinar los grados de diversidad
genética, establecer la presencia de endcgamia y trazar los patrones de migracién
de animales salvajes.

El DNA fingerprinting es una herramienta Ulil para examinar diferencias y similitudes
en los organismos a nivel genético-molecufar. El desarrolio del experimento permite
al estudiante simular la técnica cominmente utilizada en procedimientos forense en
humanos, esto es, obtener DNA de cualquier célula, digerifa con enzimas de
restriccién y analizar los fragmentos de DNA resultantes a través de electroforesis en
geles de agarosa. Los resultados proporcionan patrones de DNA, que revelan las
diferencias y similitudes en el genoma de varios individuos. Esta practica también
proporciona un punto de comienzo para discusiones sobre implicaciones sociales,
éticas y legales del andlisis de DNA.
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En este experimento, los estudiantes utilizan seis muestras de DNA de plasmidos.
Una muestra se colectd en una escena de crimen, las otras cinco se obtuvieron de
posibles sospechosos y se sometieron a digestion con dos enzimas de restriccion.
Los fragmentos de DNA se separan por eleciroforesis en geles de agarosa y se
visualizan con un colorante no toxice (azul de metileno) para DNA. Basandose en los
patrones de los fragmentos de restriccion, los estudiantes comparan fa muestra del
crimen (la evidencia) con las muestras de los sospechosos. E! kit no contiene DNA
humano real.

Asi este experimento demuestra también los procedimientos basicos de
electroforesis en geles de agarosa, incluyendo la preparacion del gel, la aplicacion
de la muestra de DNA (junto con el buffer de carga) el corrimiento electroforético y la
tincién del gel. También demuestra los principios de determinacién de tamano de
fragmentos de DNA

Ejercicios preliminares al laboratorio
. Introduccion al DNA fingerprinting.
El andlisis de las tres moléculas de DNA permite detectar diferencias y similitudes en

muestras de DNA de diferentes individuos. Para ello observe la informacién de cada
motécula y responda las siguientes preguntas.

1. Compare el arreglo que presenta el esqueleto de azlicar-fosfato en las tres
moléculas. / Existe alguna diferencia entre los enlaces fosfodiéster?

2. ;Llas tres moléculas contienen las mismas bases nitrogenadas?

3. ¢Los pares de bases estan ordenados idénticos en las tres moléculas?
Indique el patron de complementariedad de bases.

4. Resumir las diferencias y similitudes de las tres moléculas.

5. Para determinar si las tres muestras de DNA son idénticas o diferentes
¢ Qué es necesario comparar? Escriba la secuencia de bases de cada
molécula.

Il. Digestién de las muestras de DNA con enzimas de restriccion.

. Como podemos detectar diferencias en la secuencia de bases?. A primera vista,
contestar esta pregunta parece dificil. Para responderla es necesario determinar si la
secuencia lineal de pares de bases en el DNA es idéntica 0 no.
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En 1968 se descubrié un grupo de enzimas que al interactuar con cualquier
molécula de DNA resultaba en [a hidrolisis (rompimiento enzimatico) en los enlaces
fosfodiéster entre ciertas pares de bases especificas (sitios de reconocimiento)
ocasionando que 1a molécula de DNA se dividiera en dos fragmentos. Estas tijeras
moleculares son Hamadas endonucleasas de restriccion.

En este expérimento de DNA se utilizaran dos endenucieasas de restriccion:
EcoRly Psti. Porio que es importante comprender como actan estas encimas.
=
ATG AATT CTCAATTACCT
TAC TTAA GAGTTAATGGA
¥

La linea que atraviesa las pares de bases representan el sitio donde ia
endonucleasa de restriccién reconoce el sitio GAATTC.

Observe la figura y conteste |as siguientes preguntas:
1. ¢Cuantos fragmentos de DNA resultaran de este corte?
2. Escribe la secuencia de nucleétidos de cada fragmento resultante?
El tamario de los fragmentos se expresa indicando el nimero de pares
de bases de cada fragmento. Indica el tamano de los fragmentos (menciona
cualquier discrepancia que pudieras detectar).
3. El fragmento pequefio contiene ph.
4, £ Cual es el tamanio del fragmento grande? pb.
Considere los dos ejemplos de DNA mostrados a continuacion. Se muestran
cadenas sencillas por simplicidad.
Muestra 1: CAGTGATCTCGAATTCGCTAGTAACGTT
Muestra 2: TCATGAATTCCTGGAATCAGCAAATGCA Si ambas moléculas son
digeridas con una enzima de restriccion que reconoce la secuencia GAATTC.

Determine el nimero de fragmentos resultantes y su tamario en cada muestra.
Muestra 1:

5 Ndmero de fragmentos .
6 Ordene los fragmentos de mayor a menor tamafio,

Muestra 2:

7  Numero de fragmentos_ .
8 Ordene los fragmentos de mayor a menor tamafio .

29



OBJETIVO

Determinar e identificar el DNA humano mediante el uso de un kit, usando la técnica
de electroforesis y la digestion con enzimas de restriccion, asi como Ja interpretacion
y aplicacion de los resultados obtenidos.

JUSTIFICACION

El uso de esta técnica empleada en genética para la identificacion de los individuos
en base al andlisis del DNA ha sido de suma importancia para criminclogia, al
analizar restos organicos como pelos, semen, saliva, sangre, etc. y que han
quedado en la escena de un crimen o de un delitc sexual, asi como la identificacion
de personas desaparecidas, a partir del cadaver, o investigacion de la paternidad

En esta practica et alumno obtendra [as herramientas para poder manegjar la téenica,

la aplicacion de esta, ast como su intervencion cuando sea necesaria.

DIGESTICN CON ENZIMAS DE RESTRICCION Y ELECTROFORESIS EN GELES
DE AGAROSA

MATERIAL EQUIPO

Mezcla de enzimas EcoRl/pstl Micropipeta P-10 o P-20 con puntas
Agarosa liquida Microtubos: Verde, azul, naranja, violeta,
Buffer de corrimiento (TBE 1 X) rojo y amarillo

Agua para destefiir Marcador para microtubos

Marcadores de DNA A Hindlll Contenedor de basura

Buffer de carga Gradilla de hule espuma para

Muestras de DNACSy 51 a S5 Microtubos

Regla milimétrica Bandeja para gel y peines: cinta

Papel milimétrico y semilegaritmico Camara y fuente de poder

Charota para tefir el gel
PROCEDIMIENTO

I.  Digestion de las Muestras de DNA (30 minutos)

El estudiante utiliza, en la primera etapa del procedimiento del DNA
Fingerprinting,las enzimas de restriccién para digerir las diferentes muestras de
DNA.

1. Marcar cada uno de los microtubos como sigue:

VERDE CS = escena del crimen
AZUL $1 = sospechoso 1
NARANJA S$2 = sospechoso 2
VICLETA S3 = sospechoso 3
RQJO 54 = sospechoso 4

AMARILLO S5 = sospechoso 5



2. Marcar ademas los tubos con tu nombre y fecha y colocarlos en la gradilla
de hule espuma

3. Pipetear 10 pl de cada muestra de DNA de |os tubos stock y colocarlos
en el fondo del microtubo (tomando en cuenta el color del microtubo)

4. Colocar 10 pl de la mezcla de enzima “ENZ” en la pared de cada uno de
tos microtubos.

5. Tapar los tubos y mezclar ios componentes suavemente.
Si es posible utiliza una mirocentrifuga para bajar las gotas al fondo
(Centrifugar rapidamente por 20 segundos).

6. Colocar los tubos en la gradilla e incubarlos a 37°C por 45 minutos o durante
toda la noche.

Después de la incubacion retirar los tubos del bafio maria y colocarlos en
el refrigerador hasta el siguiente periodo de laboratorio,

=~

. Elaboracién del gel de Agarosa al 0.8 % (30 minutos)

1.- Vaciar cuidadosamente la solucién de agarosa al molde del gel hasta
Henarto con una profundidad de alrededor de 5 mm.
El gel debe cubrir cerca de un tercio de la altura de los dientes del peine.

2. Después de que la agarosa se solidifique, retire los peines y colocar el
maoide con el gel en la cAmara de electroforesis orientando los pozos del
gel hacia el electrode (-) de color negro ¥ que la base este hacia el polo
rojo (+)

3. Llenar la camara de electroforesis hasta cubrir el gel con buffer TBE 1X
(aproximadamente 275 ml }.

Momento para detener el Experimento
Cubrir la camara de electroforesis y guardarla hasta utilizar.
El gel puede permanecer en buenas condiciones por algunos dias, si se sumerge
completamente en el buffer
. Aplicacion y Corrimiento Electroforético de las
muestras de DNA digeridas

1. Retirar las muestras de DNA digeridas del refrigerador.

2. Centrifugar los tubos rapidamente con el proposito de
recolectar el liquido en el fondo del tubo.

3. Adadir 5 pl del colorante de carga marcado como “LD”
en cada tubo.
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4. Tapar los tubos y mezclar suavemente agitando los
tubos con el dedo y centrifugar.

5. Utilizando una punta diferente para cada muestra,
colocar 10 pl de cada muestra dentro de los 6 pozos del gel, con el siguiente
orden:

Linea1 M, Marcador de DNA 104
Linea2 VERDE CS = escena crimen 20yl
Linea 3 AZUL $1=sospechoso 1 20l

Linea4 NARANJA S2 =sospechoso 2 20
Linea5 VIOLETA S3 =sospechoso 3 20l
Linea6é ROJO 54 = sospechoso 4 204l
Linea7 AMARILLO S5 = sospechoso 5 20

6. Colocar la tapa en la camara de electroforesis.
Cuidando entre la correspondencia el cable rojo y negro
de la tapa concordara con los cables rojo y negro de la
base de la camara. Conectar los electrodos con la fuente
de poder.

7. Encender la fuente de poder y correr las muestras a
100V por 30 0 40 minutos.

8. Apagar la fuente de poder una vez terminado el proceso
de electroforesis (esto ocurre cuando los colorantes han
migrado % partes del gel}

IV. Tincién del gel

1. Retirar cuidadosamente la bandeja con ef gel de la camara.
Tener cuidado ya que jel gel es muy resbaloso!

2. Colocar el gel en la bandeja de tincién y agregar.

3. Agregar 60ml de colorante 1X. Cubrir la bandeja con
papel aluminio. Dejar el gel tefiido toda la noche.

V. Lavado y fotografia {0 secado) del gel

1. Vaciar el colorante en el contenedor apropiado y destefiir el gel con 60 ml
de agua durante 15 min.

2. Dejar secar el gel sobre una pelicula de soporte o en la bandeja de 3-5
dias. Cuando el gel este seco, encintario dentro de tu cuaderno de notas
de laboratorio para un registro permanente.



RESULTADOS
Reporte sus observaciones al contestar las siguientes consideraciones:

1) Describa la muestra de DNA antes y después de 1a digestion (sus
propiedades fisicas) ; Existen diferencias notables?

2) ¢ Puedes ver alguna evidencia que indique que tu DNA fue fragmentado o
alterado al afadir la mezcla de EcoR1y Psf1?

3) Sin ninguna evidencia de cambio ;es posible que el DNA este fragmentado?

4) Al siguiente dia aparece alguna indicacién de que las enzimas de
restriccion cambiaran el DNA en alguno de los microtubos? Explica tu
razonamiento

Reporte sus observaciones al contestar las siguientes consideraciones:

1. Sila molécula de DNA tiene carga negativa ; hacia que polo migrara?.
Explica tus resultados.

2. ¢Queé color representa al polo negativo?

3. iCudles de los fragmentos (grandes o pequefios) esperas que corran hacia
€l punto opuesto del gel mas rapidamente.

Reporte sus observaciones al contestar las siguientes
consideraciones:

1. ¢Qué contiene cada banda del gel?

2. i Cual seria la explicacion légica de 1a presencia de mas de una banda en
cada muestra?

3. ¢Que fue lo que provoco la fragmentacién del DNA?

4. ;Cual de las muestras de DNA tienen el mismo numerp de sitios de
restriccion para las endonucleasas utilizadas? Escribe también el nimero
del carril.

5. ¢ Cual muestra tiene el fragmento de DNA mas pequeiio?

B. ;Cuantos sitios de restriccidén presenta la muestra del carril tres?

7. Basado en tu analisis de la fotografia ;Cudl es la conclusidn acerca de la
muestra de DNA en la fotografia? ¢ Aiguna de las muestras parecen provenir de la

misma fuente? Si es asi ;Cudles muestras? Describe la evidencia que apoya tu
conclusion.
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Reporte sus observaciones al contestar las siguientes consideraciones:

1, ¢Por que los puntos de aplicacion de las muestras se orientan hacia el polo
negativo?

2. ,Como es posible que la muestra de DNA pueda colocarse sin derramarse
si el buffer de corrimiento cubre completamente el pozo de aplicacion?

3. Describa la migracion del buffer o carga en el gel de agarosa.

4. Explique porgue hay una banda lenta y una banda réapida ;A que colorante
Correspende cada una de ellas?

Analisis de los patrones de DNA digerido.

incluya la fotografia o copia del gel seco; indicando cual muestra esta en cada carril.

-t

. ¢ Qué es lo que tratamos de determinar? Replantear 1a pregunta central.

AN

- ¢Cuales de tus muestras de DNA fueron digeridas?

w

¢ Qué observarias en el gel si el DNA no hubiera sido digerido?
4. ;Qué causa la digestion del DNA?
5. ¢Qué determina el lugar en donde las endonucleasas cortan el DNA?

6. Una endonucleasa de restriccion corta dos muestras de DNA en el mismo lugar.
£ Qué puedes asumir acerca del sitio de corte?

7.¢Algunas de las muestras sospechosas parecen tener los sitios de reconocimiento
para EcoRl o Pstl, en el mismo lugar del DNA de la escena del crimen?

8. Basado en el andlisis anterior ; Algunas de tus muestras sospechosas, tienen el
mismo patrén de DNA de la escena del crimen? Describe la evidencia cientifica que
apoya tu conclusion.



I. Analisis cuantitativo del tamanio de los fragmentos de DNA

Con el fin de hacer la comparacion mas exacta entre DNA de la escena del crimen y
los DNA de los sospechosos; mas que una comparacién visual, es necesario medir
el tamano de los fragmentos, obtenidos en el gel.

1. Mida la distancia de migracion de cada banda {en milimetros), usando una regla.
Mida la distancia del punto de aplicacion de cada banda de DNA y anote sus
resultados en la tabla que se proporciona. Utilice los datos de la tabla para
construir una curva estandar y estimar el tamanio de los fragmentos de la escena del
crimen y de los sospechosos.

2. Para hacer una estimacion precisa de los tamafios de los fragmentos, tanto para
los sospechosos como para los de la escena del ctimen; construya una curva
estandar usando la distancia {eje X} y tamafio del fragmento (eje Y) del marcador
MHindll.

Usando ambos papeles, el estandar y el semilogaritmico, marque la distancia
entre el tamario para las bandas 2-6. en cada grafica use una regla y dibuje la linea
uniendo tos puntos. Extienda la linea hasta el margen derecho de la orilla de la
grafica.

a. ¢Cudl grafica muestra la linea mas recta?

b. Pasa tu estimacién del tamafio de los fragmentos del DNA de los
sospechosos y de la escena del crimen

c. ¢ Por qué crees que una grafica es mas recta que la otra?

3. Decida gue grafica, estandar o semilogaritmica deberia ser usada para
determinar el tamaric de los fragmentos de los sospechosos y del DNA de la escena
del crimen.

Justifique su seleccidon

4. Para estimar el tamafio de los fragmentos de la escena del crimen y de los
sospechosos, investigue la distancia de corrimiento del fragmento. Localice |a
distancia sobre el eje le las X, de la grafica estandar y continué la linea hacia el gje
de la Y, donde la linea intercepte el eje Y, obtendra el valor aproximade del tamario
del fragmento de DNA desconocido. Haga esto para tedos los fragmentos de los
sospechosos de la escena del ciimen.

5. Compare los tamafios de los fragmentos.
¢ Hay algtn sospechoso que coincida? ;Seguro?



Figura 15. Técnica para el vaciado de muestras en gel :l Figura 16. Fotografia el gel seco; indicando cual
muestra esta en cada carril.
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