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El presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de Biomarcadores y Genética
Molecular del departamento de Biologia Celular y Molecular de la Division de
Ciencias Biolégicas y Ambientales en el Centro Universitario de Ciencias
Bioldgicas y Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara, Titulado:
Actualizacion del manual de practicas y material didéactico en forma digital.

Dirigido por:
Dra. Anne Santerre.



“Si supiera lo que estoy haciendo, no lo llamaria investigaci én”

Albert Einstein
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PRESENTACION

En los dltimos 50 afiocs hemos sido testigos del descubrimiento que es
considerade el mas revolucionario y fundamental de toda la Biologia, “la estructura
tridimensional del ADN", En 1953, con la descripcién de la molécula del ADN, por
Watson y Crick, nace la Biologia Molecular y 1as técnicas de ingenieria Genética
que han permitido el avance en el conocimiento de la organizacion y la regulacion
de los genes en los cromosomas (Balbas, 2002).

Las técnicas del ADN recombinante y clonacién de genes son, sin duda las
herramientas méas poderosas jaméas creadas en el campo de la Biclogia; es por
ello que los estudiantes en ciencias bioldgicas deben conocerlas y adentrarse en
el manejo de las mismas.

El presente manual pretende abordar una serie de 6 practicas, con el proposite de
reforzar el conocimiento tedrico generado en las aulas. Estd basado en
recopilaciones bibliograficas y disefiado de manera muy cuidadosa, acompariado
de imagenes que le permitan al estudiante una mejor comprensién de las técnicas
de la Ingenieria Genética. Los alumnos podran ademas, despertar su interés porla
investigacion basica y aplicada desarrollando conceptos y hechos importantes e
incrementar asi su competencia en este campo en constante desarrollo. Para la
realizacion de las practicas de Ingenieria Genética el alumno debera tener el
conocimiento previo adquirido en ias practicas de Biologia Molecular.

Como cualquier trabajo documental y de recopilacion este manual no esta exento
de errores y omisiones, por lo que estara en constante actualizacion y
enriquecimiento, tal labor corresponde no sdlo a los elaboradores de este manual,
sino también a los profesores y a los estudiantes de la materia, (a través de la
aportacién de ideas nuevas e interesantes). Esperamos que esfe trabajo sea de
interés y sobre todo de mucha utilidad a la comunidad universitaria del CUCBA.

BIBLIOGRAFIA.
Balbas. 2002 De la Biologia Molecular a la Biotecnclogia, Primera Edicién,
Editorial Trillas, D. F., México



REGLAMENTO DEL LABORATORIO.

ES IMPORTANTE RESPETAR LAS SIGUIENTES REGLAS DENTRO DEL
LABORATORIO.

1. Leer su manual antes de ingresar al laboratorio. “OBLIGATORIO".
2. Usar bata de manga larga.

3. Nointroducir alimentos ni consumirlos en el laboratorio.

4. Prohibido fumar en el laboratorio.

5. Prohibido arrojar materiales sdlidos en las tarias {(papel, algoeddn, hojas de
plantas o cubre objetes).

6. Leery aplicar las precauciones de uso de cada reactivo que utilice (en especial
el bromuro de etidio}.

7. Leery respetar las instrucciones de manejc de equipos y materiales.
8. Usar guantes, lentes, cubre bocas y en caso necesario campana de extraccién.

9. Solo se permite el manual o cuaderno de netas sobre la mesa de trabajo, evitar
colocar ropa, libros o bolsas,

10.5i es necesario abandonar el laboraterio solicitar permise al profesor, de no
hacerlo asi, el alumno tendré falta en la préctica.

11. Respetar el volumen especificado en las micropipetas.

12.Asegurarse de que llaves de gas, agua y aire queden perfectamente cerradas
antes de salir de laboratorio.

13.Es responsabilidad de cada equipo de trabajo limpiar (con agua y jabon, si se
requiere) y desinfectar {con alcohol) su drea de trabajo antes de iniciar la
practica y al final de la misma. Es necesario lavarse 1as manos antes de dejar
el laboratorio.

14, Todo el material de cristaleria que se rompa, debera ser reemplazado por el
equipo de trabajo o el alumno responsable, asi como cualguier tipo de material
faltante al término de la préctica.

NOTA: El profesor tiene la atribucién de suspender la practica cuando asi lo
considere.



“INTRODUCCION AL LABORATORIO DE INGENIERIA GENETICA”

Las técnicas moleculares involucran el uso rutinario de una variedad de equipos,
herramientas y accesorios cientificos, aunque son relativamente sencillos de
manejar, su Uso apropiado requiere de considerar algunas medidas de precaucién.

Ademas, varios de los reactivos que se manipulan durante las practicas son
potenciaimente peligroses por lo que es necesario conocer la naturaleza de los
producios utilizados y por supuesto es imprescindible respetar las medidas de
seguridad, como el uso de bata, guantes, lentes, cubre boca y campana de
extraccion de humos.

|. MEDIDAS DE SEGURIDAD

Es importante prestar atencion a tas siguientes medidas de seguridad, ya que
permiten el éxito del trabajo en el laboraterio,

1) Utilizar bata de algoddon (usc personal, OBLIGATORIO), guantes
desechables, lentes de proteccidn ultra violeta (UV) y campana de
extraccidn de vapores (cuando prepare reactivos volatiles y/o toxicos).

2) Utilizar siempre un bulbo o pipetor para obtener los voldmenes precisos de
las soluciones. NO pipetear con la boca: es peligroso.

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

4} Debido al uso de reactivos y equipos peligrosos en las précticas de
Ingenieria Genética es necesario conocer las reglas de uso de los
siguientes reactivos quimicos y equipo:

a. Bromuro de Etidio: Es una sustancia mutagénica y posiblemente
carcinogénica (se intercala entre las bases nitrogenadas del ADN) por lo
que se debe de manejar con mucha precaucion, usar guantes y no
contaminar el espacio y utensilios de trabajo. La tincién con bromuro de
etidio es el método mas rapido, sencillo y sensible para tefir el ADN,
gracias a sus propiedades fluorescentes y de unidn al ADN.

b. Fenol: El fenol es una sustancia muy cofrosiva que puede causar
quemaduras muy severas. Es necesaric usar guantes, bata y lentes de
proteccion para manipularlo ademas de una campana de extraccién. En
caso de contacto enjuagar con abundante agua y después lavar con jabdn y
agua.



¢. 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
fransiluminador podria estar contaminadeo con bromuro de etidio asi que es
necesario manejarlo con precaucion.

. LAVADO DE MATERIAL DE LABORATORIO.

Para la limpieza del material utilizado en la préactica:

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

Lavar cada una de |as piezas con esponja y escobillon.

Enjuagar con abundante agua corriente.

Enjuagar con agua destilada 2 veces.

Enjuagar con agua desionizada.

Deiar el material en ei escurridor.

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

TSomeocoow

lll. CONOCIMIENTO DE EQUIPOS Y HERRAMIENTAS DEL LABORATORIQO,

Balanza de precisiéon: La balanza de precision permite pesar pequenas
cantidades definidas de reactivo (entre 1 mgy 1 g).

Bafio Maria: El bafic maria permite mantener los reactivos ¢ tubos de
reaccion a una temperatura constante establecida, por ejemplo se trabaja
tipicamente a 37°C con endonucleasa de restriccion y a 50°C y 65°C para la lisis
celular durante la extraccion de ADN plasmidico.

Camara de electroforesis horizontal y fuente de poder: La cdmara de
electroforesis permite establecer una corriente eléctrica entre los dos extremos del
gel de electroforesis, permitiendo asi el desplazamientc de las moléculas de
estudic. La fuente de poder permite alimentar a la camara de electroforesis con
una corriente constante.

Espectrofotémetro UV-visible y celdas de cuarzo: La luz ultravioleta se
utiliza para determinar la cantidad del ADN extraido asi como para evaluar su
pureza (lecturas de absorbancia a 260 y 280 nm respectivamente). Para medir
longitudes de onda en el rango del ultravioleta se necesita de una luz especial
emitida por una |ampara de deuteric ya que la lampara visible (de tungstenc) no
produce suficiente energia en esta region del espectro electromagnético para
permitir mediciones coerrectas. Para determinar las concentraciones de acidos



nucleicos en solucitn 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
plastico o el vidrio. Como consecuencia se utilizaran celdas de cuarzo cuyo precio
es elevado por lo que es importante manipularlas con mucho cuidade, 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 densidades, © las sustancias
sdlidas de un liguido en que estan suspendidas. Por lo que constituye un método
sistematico de separacion de grandes particulas de una solucidn o suspensidn.
Como lo indica su nombre, las microcentrifugas fueron disefiadas para centrifugar
cantidades pequefias de muestras {menos de 2 mlL) colocadas en tubos
especiales (microtubos) resistentes a altas veiocidades (hasta 14,000 rpmy).

Micropipetas: Una micropipeta es esenciaimente una bomba de alta
precision unida a una punta desechable. El volumen de aire disponible en el barril
se ajusta girando el botédn mas adentro o afuera del pistén y el volumen disponible
se visualiza en una graduacidn. Al apretar el botén (hasta el primer tope) se
desplaza el volumen especifico de aire del pistén y al liberar el botén se crea un
vacio, el cual desplaza un volumen equivalente de solucién. El volumen exiraido
se expulsa apretando otra vez el botdn (hasta el segundo tope).

Las micropipetas permiten pipetear volimenes 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 uL, 540 pk, 10-100 pl, 20-200 pl,
40-200 pl, 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.

Platina con termostato y agitador magnético: Esta herramienta ayuda en
la preparacion de scluciones calentandolas con accidn de una resistencia eléctrica
y agitandolas con la fuerza de centrifugacion con una barra magnética.

Transiluminador: El transiluminador emite radiaciones ultravioletas a
302 nm, que atraviesan el gel y permiten la visualizacion det ADN tenido con
bromuro de etidio observando bandas fluorescentes debide a las propiedades del
reactivo unido al ADN.

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

Vortex: Este aparato permite agitar soluciones contenidas en un tubo de
ensayo o microtubo de forma vartable.

NOTA
HACER UN REPORTE DE LA LECTURA REFERENTE AL BUEN USO DE LAS

MICROPIPETAS Y LA CENTRIFUGA.
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ANALISIS CUANTITATIVO Y CUALITATIVO DE ADN
EJERCICIO DE INTRODUCCION

Fig. 1: ADN (Tomado de nanopedia.case edu/NWPage php?page=dna).

INTRODUCCION

La obtencion de cantidades suficientes de ADN de calidad y pureza es
imprescindible para el éxito de las subsecuentes técnicas moleculares que se
apliquen a la muestra de interés; por lo tanto después de extraer el ADN se
determina su concentracién y calidad, asi come |la posible presencia de proteinas
coextraidas y sales.

Son utilizados dos métodos para el andlisis cuantitativo y cualitativo de
acido nucleico en solucion: espectrofotometriay electroforesis.

Si 1a muestra de ADN es pura (NO contaminada por proteinas, fenol, u
otros componentes) la determinacién especirofotométrica de la cantidad de
radiacién ultravicleta abscorbida por las bases nitrogenadas a 260/280nm es un
método simple y confiable para su cuantificacién. La electroforesis en geles de
agarosa permite visualizar indirectamente la muestra de ADN gracias al bromuro
de etidio; determina ademas de la cantidad de ADN su calidad

Una vez realizado el andlisis cualitativo y cuantitativo de la muestra se
puede proceder a la dilucion del ADN de interés a la concentracion apropiada para
la técnica gue se pretende aplicar a la muestra (Ejemplo: 50 ng/uL en caso de
PCR, ver practica uno).

12



OBJETIVO GENERAL
Andlisis cuantitativo y cualitative de una preparacion de ADN.

OBJETIVOS PARTICULARES
1. Recordar y ejercitar el andlisis cuantitativo y cualitativo de una muestra de
ADN.
2. Preparar una dilucion de ADN a una concentracion de 50 ng/plL.

METODOLOGIA
. DETERMINACION ESPECTOFOTOMETRICA DE LA CONCENTRACION

DE ADN EN SOLUCION
(Adaptado de Sambrook et al., 1989. Udowle ef af., 2000}

Para cuantificar una solucion de ADN las lecturas deben de realizarse a las
fongitudes de onda de 260 y 280 nm. Las lecturas a 260 nm permiten calcular la
concentracion de &cido nucleico en la muestra, una Absorbancia (A) de 1
corresponde a 50 pg/mL ¢ 50 ngful. (Azso/A2s0) de ADN de doble cadena. La
razon entre Azoy Azso provee una estimacion de la pureza de la preparacion de
acido nucleico. Una preparacion pura de ADN da una razon de 1.8 a 2.0, de
manera que si existe contaminacion con carbohidratos, proteinas, péptidos,
fenoles o compuestos aromaticos, la razén sera significativamente mas baja o alta
por lo que el valor optimo y la cuantificacion de la preparacion de ADN no sera
exacta.

Fig. 2: Espectrofotometro y celda de cuarze {fotografia tomada del [aboratorio
de Biomarcadores y Genética Molecular DBCM).
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EJERCICIO

Se elabord una dilucion de muestras de ADN; para cada muestra se utilizaron
990 pL de H;O desionizada estéril y se agregaron 10 pb de ADN (factor de

dilucién: 1/100)

Se determing la absorbancia a 260 y 280 nm (ver tabla 1).

1. Calcular la concentracién final del ADN de las muestras en ng/llL a
partir de las lecturas obtenidas (Aggp). No olvide tomar en cuenta el
factor de dilucion. Ejemplo:

Aogp =0.075
Concentracion = 0.075 X 50 X 100 = 375 ng/ uL

2. Evaluar la pureza del ADN a partir de la relacion Assg/Azss. Ejemplo:

A260 = 0.075
A280 = 0.045

Pureza = A260/A280 = (0.075/0.045 = 1.66
3. Estimar la calidad de las preparaciones de ADN.

Tabla 1: Resultados de la A. a 260 v 280 nm de las muestras de ADN

MUESTRA [Azo [Aze | RELACION | CONCENTRACION | OBSERVACION
AzeolAzzp |DE ADN EN LA
MUESTRA
1 0.250 | 0.125 Calidad Optima
2 0.250 | 0.140
3 0.250 | 0.160
4 0.250 | 0.180
5 0.250 | 0.200

1. DETERMINACION DE LA CALIDAD DEL ADN POR ELECROFORESIS

(Adaptado de Bloom et al., 1996)

La electroforesis permite la separacion de moléculas cargadas en un campo
eléctrico de acuerdo a su pesc molecular y su longitud de tal manera que la
movilidad electroforetica de un fragmento de ADN es inversamente proporcional al
logaritmo del ndmero de pares de bases que contenga.

Agaruse Gl Electrophorusis of DNA Fragments.
Az congapt dovatoged by Lisk Shoeiniker)

Fig. 3: Corrimiento en gel de agarosa (Tomado de Bioom et al., 1996)
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Hand Poutiant ter Loading on Agansts Gl fep 3

Fig. 4: Como cargar un gel {Tomado de Bloom ef al,, 1996)

Ejercicio.
1. Se prepard un gel de agarosa al 1% en TBE 1X.
2. Se realizd el corrimiento electroforético a 90 V por 2 h. y la tincidn
con bromuro de etidio.
3. Se visualizd el gel baje luz UV obteniéndose los diferentes
resultados:

Puncrured Wiells
Poorly Furmed YWeils .- Bandd famrin lnes B and HODNA lest
Viaivy brods in b throtgh nobe procd ot < wel;
deat Gl bt pel iy Ci wlk pinet e,

Fig. 5a Fig. 5b Fig. bc
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asiplete Digest
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Fig. 5: Diferentes corrimientos en geles de agarosa (Tomado de Bloom et ai.,
1996)
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M 1Kb

Fig. 6:

Fig. 8:

Fig. 6,7,8 Experimentos reales de extraccion de ADN gendémico
(Fotografias tomadas de cltases antericres)

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis cuantitativo y cualitativo
Discutir scbre la utilidad de ambas técnicas: espectrofotometria vy
electroforesis, para el andlisis cualitativo y cuantitativo del ADN.

Dilucién del ADN
Como haria para ajustar la concentracion del material obtenido a 50 ng/uL y
para preparar 100 yL para una posible reaccién de PCR (tabla 1)

Realizar también lo siguiente:
+ Completar y comentar la tabla 1 _
« Comentar las fotografias anteriores (5* a 5
« Comentar las fotografias (6 a 8).
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) PRACTICA 1
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).
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Fig. 1: La PCR permite replicar in vitro un segmento de ADN (Tomado de
www.santafe.qoyv.ar/.. .flaboratorio/per. him).

INTRODUCCION

Para el estudio de la funcion y la estructura génica es necesario contar con
importantes cantidades del ADN de interés (ADN blanco). La reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés: Polymerase Chain Reaction),
permite la replicacion in wiro de secuencias especificas de dcidos nucleicos,
mediante ciclos repetidos de sintesis dirigida por cebadares (Fig. 1). Por lo tanto
se le considera hoy en dia una herramienta imprescindible en los laboratorios de
Biclogia Molecular e Ingenieria Genetica (Lunque y Herrdez, 2001, Suzuki et al,
2000). La PCR, descrita en 1983 (Mullis}, es una metodologia resultante de la
aplicacion préactica de tres conceptos basicos de la Biologia Motecular (Innis et al.,
1990).

Tedricamente por PCR y con el uso de cebadores especificos es posible
replicar segmentos de Acidos nucleicos, presentes en mezclas de ADN de muy
diversas fuentes, sin la necesidad de purificacion previa de la muestra integra y
criginal de material genético, lo que se puede partir de homogenados, extractos
crudos de tejidos, sangre completa, mezcla de fragmentes de ADN obtenidos con
enzimas de restriccién, muestra resultantes de procesos de extraccion vy
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aislamiento de ADN. La amplificacitn de un gen o un fragmento de ADN puede ser
directa a partir de la molécula de ADN (PCR clasica), ¢ indirecta a partir de ARN,
mediante la téenica de retro transcripcién acoplada a la PCR (RT-PCR, por sus
siglas en Retrotranscriptase-Polymerase Chain reaction).

En la presente préctica amplificaremos un fragmento de ADN presente en la

regidn del genoma nuclear que contiene los genes del ARN ribosomal (ARNI)
llamada regidn espaciadera transcrita {ITS por sus siglas en inglés: internal
Transcribed Spacer), para los cuales existen varios cebadores.

Pasos de una PCR

>

Y

Desnaturalizacion: El ADN molde de doble hebra es desnaturalizado por
calor para formar hebras sencillas, aplicando una temperatura por encima
de su punto de fusion (tipicamente 94°C por un min.). La etapa de
desnaturalizacion de la PCR es similar a la etapa de iniciacion de la
replicacion in vivo.

Hibridacién o alineacion: Se reduce la temperatura lo suficiente {entre 30
y 65°C por un min), aproximadamente; para que ocurra la hibridacién
especifica por complementariedad de bases entre los cebadores y el ADN
molde (Fig. 2) la temperatura optima depende de la secuencia nucleotidica
del cebador. La disminucion de {a temperatura permite la asociacion de las
cadenas sencillas de ADN, con el cebador de interés. El uso de altas
concentraciones de cebadores favorece la unidn cebador-ADN blanco
transcurra con mayor eficiencia que el re-alineamiento de las hebras de
ADN molde. La etapa de hibridacion de la PCR in vitro corresponde in vivo
al evento de sintesis de ARN cebador para la cadena retrasada y los
fragmentos de Okasaki durante la replicacion, proporcionando asi los
extremos 3'0OH libre para la unidn de la polimerasa.

Replicacién o elongacién: La ADN polimerasa sintetiza nuevas cadenas
de ADN a partir de cada cebador unido a su secuencia diana. En esta etapa
la temperatura se eleva a 72°C (por 30 segundos a 1 min.) para favorecer la
actividad catalitica de la Tag-pol (ADN polimerasa obtenida de la bacteria
termo-resistente Thermus aqualicus). La sintesis comienza a partir de los
extremos 3'OH de cada cebador hasta al extremo del molde o hasta que la
reaccion se detenga mediante un aumento de la temperatura (94°C) por
segunda vez (nuevo cicle). En su (itima etapa la PCR corresponde a la fase
de elongacién de la replicacién in vivo.
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Cebador 9'

a.
ADN blanca
-~ o Cebador 3'
- -~
- ~
o

- ” C1 ™
¢ 5 CTGAGGEC 7 ~,
! 5 GACTCCCGCCTGGCT e mmmmm e GGCTGCCAGTAGT--3" !
P 2 CTGAGGGCGGACCGA - -mmmmmmmm CCGACGGTCATCA--5° !

Fig. 2: ADN blanco amplificado por PCR y secuencias oligonucleotidicas de

3" CCAGTAGT 5
c2

los cebadores. La secuencia de interés o diana se encuentra delimitada por
los sitios de uniodn de los cebadores {(C1=cebador 1y C2 =cebador 2).

Mediante la aplicacion en forma ciclica de las tres etapas de la PCR

(Fig. 3), generalmente entre 20 y 50 ciclos, se obtienen mdultiples copias del
fragmento de &cidos nucleicos de interés en un corto espacio de tiempo {3-5 hrs,

dependiendo del numero de ciclos). El termociclador es el equipo que permite
realizar de manera automatica y programable las etapas del proceso de

amplificacién.
. primer  segundo .
Etapa previa ciclo ciclo “* 3D ciclos Etapa final
100 £ 4
p 2
90 S min, D D
94 °C £0s
o 804 94°c |
e
70 . E E, .
E Desnaturalizacin 4 rom,
& Alineacis 72 °C
2 60 o eacion
= Elongacién
- 50 A A
40 -
30
£ ¢ —
I T 3 31 ¥ T
i 10 150 140

Tiempo (min)

Fig. 3: Representacion de la amplificacién por PCR (Adaptado de Lunque y

Herrdez, 2001).
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Tabla1l Rango de concentraciones de los reactivos utilizados en una reaccion de
PCR

Reactivo Concentracién

ADN molde 10-10C ng

Amortiguador de reaccion 10X 110  del volumen final (10
concentrado)

Mg ** cofactor de la Tag pol, en forma

de MgCl, 0.5-5 uyM

dNTPs 20-200 pM de cada uno de los dNTPs
{dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Cebador & 0.1-0.5 uM

Cebader 3’ 0.1-0.5 uyM

Taq polimerasa 0.5-2.5 unidades

Agua grado B.M. (Milli Q) Para ajustar el volumen final.

Volumen final 25- 50 ul

T optimizado por el fabricante segun las caracteristicas de la ADN polimerasa.

MARCADOR MOLECULARITS

E! marcador ITS se basa en e| andlisis de una region de los genes que codifican
{ARNr). Estos genes se encuentran presentes en copias miltiples a lo largo del
genoma {cada unc de 8 a 12 kb de largo).

Tres de los genes que codifican para ARNr en eucariontes son
orgarizados en “Clusters” que incluyen el gen de la sub-unidad ribosomal pequena
(16 a 18S), un gen de la sub-unidad ribosomal grande {26 a 28 S) y el gen 5.8 S.
Ademés dos regiones espaciadoras transcritas {ITS-1 y ITS-2) se encuentran
entre estos genes. Se encuentra también una region denominada espaciador
externo transcrito (ETS por sus siglas en ingles: External Transcribed Spacer) al
extremo 5° del transcrito de ARN,

La region TS es probablemente una de las regiones mas secuenciadas
para estudios filogenéticos (por ejemplo para identificar variedades geograficas),
€s una herramienta muy (#il en sistematica molecular a nivel de especie y también
intra-especificc gracias a su alto nivel de variabilidad en comparacion con otras
regiones del genoma.

Fig. 4: Region ITS de los genes ribosmls (Tomado de Hillis, 1996)
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Numerosos cebadores de secuencia conservada han sido disefiados para
la ampilificacion y la secuenciacién de esta region y que abarcan las diferentes
secciones del cluster de los genes ribosomales (Fig. 4).

Estos seis componentes forman un cluster que se repite en tandem a lo
largo del genoma (hasta 100 o 1000 veces). Cada cluster es separado del
siguiente por una regidn espaciadora que no se transcribe (NTS por sus siglas en
ingles Non-Transcribed Spacer). Los & componentes presentan diferentes ritmaos
de evolucidn, por lo que su andlisis permite estudiar un amplio manejo evolutivo de
las muestras de interés (Hillis et al., 1996; Valadez y Kahi., 2000).

En la presente practica se proporcionara una muestra de ADN (50 ng/pL) v se

proseguird a su amplificacién por PCR. Se utilizarén los cebadores ITS-1 (forward)
e ITS-4 (reverse) (Fig. 4).

OBJETIVO GENERAL

Amplificar la regidn ITS completa de los genes ribosomales de una muestra de
ADN.

OBJETIVOS PARTICULARES
1. Identificar y conocer los componentes de reaccion de PCR,

2. Ensayar una reaccién de PCR-ITS,
3. Analizar los productos de la PCR por electroforesis en geles de agarosa.

METODOLOGIA

REACTIVOS | MATERIAL, EQUIPC Y ACCESORIOS
Taqg pol 5 unidades/pL Microcentrifuga

Amortiguador {10x) Tubos nuevos de 0.2 ml. para PCR
Cebador(es) {10 uM) (c/u} ITS-1{F),

ITS-4 (R) Gradilla

Aceite mineral Micropipetas y puntas

dNTPs (10 mM) Termociciador

MgClz (50 mM) Equipo elecroforético

Agua estéril (MilliQ) Marcadores permanentes.

ADN molde (50 ng/pL)

NOTA:

Es importante evitar cualquier contaminacion por lo que es necesario utilizar una
sola punta para cada muestra de ADN, otra punta para pipetear la “mezcla de
reaccion” y otra mas para la “mezcla Tag-cebador”, sin tocar la gota de ADN. Si se
sospecha de contaminacion de la punta se debe cambiar. Es indispensable
ademas tener los tubos cerrados cuando no se pipetea y abstenerse de hablar
para evitar contaminaciones.
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Reaccion de PCR-ITS

1. ldentificar, descongelar, mezclar y centrifugar {10,000 rpm por 1 minuto) los
reactivos {Marca Invitrogen), incluyendo la muestra de ADN (diluida a una
concentracion de 50 ng/ul).

2. Rotular cuidadosamente los tubos para ta PCR

3. Preparar la mezcla de Reaccion:
Para una reaccion de 20 yuL

Amortiguador 10X {minus MgCls) 2 oyl
MgClz, 50 mM 1 uL
dNTPs, 10 mM 0.5 uL
BSA, 2 pg/uL (Albumina de suero bobino 1 ML
H20, MilliG 115 L
16 pL

4. Cerrar el tubo, mezclar, dar un pulso de centrifugaciéon.

5. Preparar la mezcla fag-cebadores:

Cebador ITS 1, 10 pM 05 uL
Cebador ITS 4, 10 uM 05 L
Tag-polimerasa, 5 U/uL (a =20 °C) 01 L
H20, MilliQ 1.9 L

3 pL

NOTA: La Taqg polimerasa se agrega hasta el Ultimo (sacarla y centrifugarla antes
de usarla y volverla a guardar en el congelador de inmediato)

6. Cerrar el tubo, mezclar, dar un pulsc de centrifugacion.

7. Preparar 1a reaccién de PCR;
Mezclar en cada tubo de PCR previamente rotulado:

ADN molde (depositar gota al fondo del tubo, sin tocar las paredes) 1 pL

Mezcla de reaccién {en la pared del tubo) 16 pL
Mezcla Tag-cebador (en la pared del tubo, 3k
tado opuesto a gota anterior) Volumen total: 20 pL

8. Cerrar el tubo, dar un pulso de cenfrifugacion. Agregar una gota de aceite
mineral (opcional). Colocar los tubos en la gradilla del termociclador
pregramado con anterioridad {ver tabla 2)

9. Iniciar la reaccion de PCR.
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Tabla 2 Programacidn del termociclador (Marca M.J, Research, modeio PTC-100).
PROGRAMA "ITS" {(Guzman Davalos et al., 2003)

Paso del
rograma Accidn Temperatura (°C) Tiempo Observacion
Desnaturalizacion
1 inicial 85 3 minutos
2 Desnaturalizacién 95 1 minuto
3 Alineacién 52 45 segundos
4 Elongacién 72 2 minutos
24 ciclos de los 25 ciclos {etapas
5 pasos 2,3,4 2, 3y4)
6 Desnaturalizacién 95 1 minuto
Rampade 5
7 Alineacién 52 45 segundos segundos por
ciclo
8 Elongacién 72 2 minutos
15 ciclos {etapas
9 14 ciclos de los 6,7y8)
pasos 6,7,8
Elongacion
10 prolongada 72 10 minutos
11 Almacenamiento 15 Infinito

Electroforesis

Al dia siguiente correr las muestras amplificadas en gel de agarosa al 1.8 %,
durante 2 horas a 80 V con marcador de 100 pb. Tefiir con bromuro de etidio.
Capturar los datos electroforéticos con un sistema de foto documentacion (EDAS -

Kodak).

RESULTADOS Y DISCUSION

Guia para reporte de practica:

1. En base a la fotografia identificar el patrén de bandeo:

a). ldentificar bandas.

b). Evaluar su tamafio (en pb) con ayuda del marcador de peso molecular
det00 pb, (Se miden las distancias de migracidn de la parte inferior del
pozo de carga a la base de la banda de interés). (Ver fig. 4 de su préctica 2)
NOTA: no se reportara en gréfica.
2. Explicar porgue se utilizo el corrimiento en un gel de agarosa al 1.8%
3. Completar la dltima columna de la tabla 3.
4. Describir dos ejemplos de a aplicabilidad de la presente practica.
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Tabla 3 Concentraciones finales de los componentes de la mezcla de reaccidn
PCR

Concentracion Cantidad Concentracién
Componente inicial aplicada en lalfinal en el
reaccién de PCR|tubo de PCR
(20 pl)

'DNA moide 50 ngful Tul completar
Amortiguador 10x 10 x 2ul completar
MgClz 50 mM 1l completar
dNTPs 10 mM 0.5 ub completar
TagPol 5 unidades/ul. 0.1pL completar
Cebador (1 y2) 10 uM 0.5k completar
BSA 2 pg/pl 1ul completar
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) PRACTICA 2 .
DIGESTION Y TRANSFERENCIA DEL ADN DEL BACTERIOFAGO LAMBDA.
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Fig. 1 Digestion y transferencia de ADN
(Tomado de fig.cox.miami.edu/~cmallery/150/qene/mol gen. htm}

INTRODUCCLION

Las nucleasas celulares se clasifican en dos grupos: exonucleasas y
entdonucleasas. Entre las endonucleasas se reconccen tres familias, tipo [, tipo
Il y tipo lll (de acuerdo a sus propiedades). Las tipe 1l son de particular interés
para el &rea de la Ingenieria Genética, porque cortan especificamente el ADN de
manera predecible y especifica a modo de “tijeras moleculares” (Fig. 2).

Desde que las endonhucleasas se descubrieron se hizo evidente que las
bacterias pueden reconocer y eliminar el ADN foréneo sin destruir et ADN propio.
El ADN propio a la cepa es protegido {"modificado”) por metitacion. Cada especie
bacteriana posee una o varias endonucleasas gque reconccen una secuencia
nucleotidica especifica (denominada sitio de restriccion) a la que se unen para
hidrolizar un enlace fosfodiéster def esqueleto aziicar-fosfato de la doble cadena
del ADN. En general el sitio de restriccion es una secuencia palindromica,
provocando la ruptura de la doble cadena del ADN entre dos nucledtidos
especificos sobre cada una de las dos cadenas (Fig. 2). Cuando el sitio de corte
esta cargado hacia una extremidad del sitio de restriccidn, los productos de un
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evento de digestidn son fragmentos que presentan extremos “cohesivos 0
pegaiosos” los cuales son muy uiilizados para la formacién de ADN recombinante
(el ofro tipo de sitio es “romo”™).

Varios cientos de endonucleasas de tipo 1, llamadas también nucleasas de
restriccion, endonucleasas de restriccion, enzimas restrictivas o restrictasas, han
sido identificadas y estan disponibles comercialmente con elevada especificidad,
estabilidad y pureza. La importancia de estas enzimas radica en su gran
especificidad de reconocimiento del sitio de restriccién de 4, 6 o mas nucledtidos,
proporcionando fragmentos de ADN (denocminados “fragmentos de restriccion™) de
diferentes tamarnios. Entre mas corto es el sitio de restriccion, mas frecuentes
seran los cortes y mas pequefios los fragmentos de restriccion. Los fragmentos de
ADN asi obtenidos se pueden unir, utilizando ligasas de ADN. Por lo tanto, las
enzimas de restriccidn y las ligasas permiten romper y reunir de nuevo los
fragmentos de ADN de cualquier origen. Lo anterior es basico en las técnicas del
ADN recombinante, en el analisis del ADN, en la elaboracidn de los mapas fisicos
de restriccién, secuenciacion del genoma y en el estudio de polimorfismos.

Fig. 2. Endeonucleasa EcoRl cortando a manera de tijera molecular ia
molécula del ADN en el sitio de restriccion 5 GAATTC3 (Tommado de
www2 uah.es/.. /cienciasvida/cvl.htm)

ADN del bacteridfage lambda A.

El ADN obtenido del bacteridfage A que se utilizard en esta préactica esta
comercialmente disponible, al igual que las enzimas de restriccion. Este virus es
inocuo para el hombre por [o tanto es una excelente herramienta en el laboratorio
de investigacion como en el de docencia. El ADN A esta constituido de
aproximadamente 48,000 pb, en la Fig. 3 se muestra el mapa de restriccion del
ADN del fago A que praporciona la endonucleasa de tipo I, Hindtll.
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Fig. 3: Mapa de restriccion para Hindlll del fago A. Las flechas indican los
sitios de restriccion de la enzima Hindlll, entre las flechas se destacan los 6
fragmentos de ADN que proporciona Hindill. (Bio Rad laboratory, 2000)
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Fig. 4: Digestion del ADN del bacteriofago lambda con dos enzimas de
restriccion: (usar esta grafica para la seccidn de resultados). Carril 1 control
negativo (ADN XA sin cortar 48,000 pb), carril 2 ADN 3 digerido con EcoRlI
{(muestra problema) y carril 3 ADN X digerido con Hindlll (nuestra referencia y
marcador de tamano). Se miden las distancias de migracién de la parte
inferior del pozo de carga a fa base de la banda de interés. (Bio Rad
laboratory, 2000)
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Tras la digestion del ADN por medio de las enzimas de restriccién, los fragmentos
resultantes se separan segin su tamano mediante electroforesis, sin embargo el
gel de agarosa o poliacrilamida es muy fragil y peco durable, por 1o que una vez
terminada la electroforesis se prepara el gel para la transferencia de los
fragmentos de restriccion @ una membrana donde conservaran su posicion
relativa. La técnica de transferencia permite pasar las macromoléculas (ADN, ARN
o proteinas, separadas por electroforesis) a una membrana.

Existen dos tipos de transferencia: por capilaridad o aplicando corriente
eléctrica la transferencia se lleva a cabe por capifaridad (Fig. 1 y 5) cuando el
amortiguador (SSC 20 x) se desplaza del reservorio inferior hacia el gel y los
papeles absorbentes. Los &cidos nucleicos son arrastrados del gel por el
amortiguador y se quedan atrapados sobre Ia supetficie inferior de la membrana.
El peso sobre la pirémide asegura un buen contacto entre las capas de materiales
utilizados, o con la ayuda de una corriente eléctrica constante (Fig. 6 y 7) el
emparedado {papel filtro-gel-membrana-papel filtro) se mantiene firmemente en un
casette especial y se sumerge en una solucion de transferencia. La aplicacion de
una corriente eléctrica constante (electrodo negativo al lado del gel, electrodo
positivo at lado de la membrana), permite la transferencia de las macromoléculas
en 1-3 horas. La técnica es muy eficaz con geles de agarosa y poliacrilamida
(Sambrook et al.,, 1989) y conserva la posicion reiativa de las bandas donde se
encuentran las moléculas de interés.

La deteccion del segmento de interés (ADN, ARN o proteina) se realiza por
la técnica de autoradiografia con una sonda especifica {Fig. 1)

Fig. 5: Transferencia de ADN por capilaridad de un gel de agarosa a una

membrana {Tomado de genetics. situ. edu.cn/genetics/9.05.htm)
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Fig. 6: Equipo para electrotransferencia de macromoléculas
{Tomado de www.galileobioscience.com/electroblotter prod...)

Catedo

Andda

Pared
Pared porosa ared porosa
papel Whatman - papel Whatman
Filtro de nitracelulosa ] Gel

© Nylon

Fig. 7: Electrotransferencia de macromoléculas (Adaptado de Sambrook et a/.

1689)
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OBJETIVO GENERAL

Conocer, aprender y practicar las técnicas de digestion y transferencia del

ADN.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Digerir el ADN del bacterigfago A con dos enzimas de restriccion,

2. Separar por electroforesis Ios fragmentos de restriccion.

3. Corroborar (mediante el uso de papel milimétrico) que la distancia de
migracidn de los fragmentos de restriccion es inversamente proporcional a

su tamario.

4. Transferir los fragmentos de restricciéon a una membrana de nylon.

METODOLOGIA PARA LA DIGESTION DEL ADN. (Bloom et al. 1996).

REACTIVOS

MATERIALES

ADN del bacteriéfage lambda

Bario Maria a 37 °C

Amortiguador de reaccién {10X)

Micropipetas 0.5-10 pL

Enzima EcoRl

Equipo electroforético

Enzima Hindlll

Microcentrifuga

H20 (Milli)

Sistema de fotodocumentacion

Marcadores permanentes.

Digestién de]l ADN

1. Ubicar los microtubos proporcionados por el profesor que contienen las
enzimas EcoRl y Hindlll {las cuales se mantienen a -20°C hasta el
momento de su uso), el ADN del fago lambda, el amortiguador de
restriccion 10x y el amortiguador de carga. Dar un pulso de centrifugacion y

mantener 1as soluciones en hielo.

2. Rotular tres microtubos nuevos de 1a siguiente manera:

= Tubo unc
= Tubo dos
= Tubo tres

L = ADN de A {control sin digestion)
E = Digestion con EcoRI
H = Digestion con Hindlll

Agregar ademas una marca que distinga su grupo de los de sus companeros.

3. Pipetear con extrema precision (micropipeta de 0.5-10 pl) los reactivos en

los microtubos rotulados:

. ADN | Amortiguador. H20 Volumen
Tubo A 10x EcoRl [ Hind Nl | milliQ Final
L 1Ll 2L - - 17 pl 20 pl.
E 2L 2L 0.5puL - 15.5 L 20 L
H 2L 24l - 05uL | 155k 20 yl
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4. Tapar los tubos y mezclar los componentes suavemente al agitar los tubos
con el dedo. Dar un pulso de centrifugacion.

5. Colocar ios tubos en ia gradilla flotante e incubarlos durante 2 horas a
37 °C.

6. Mientras, preparar un gel de agarosa al 1% en TBE 1X.

7. Después de la incubacion, retirar los tubos del baho maria, centrifugar
rapidamente (pulso) con el propdsito de recolectar el liquido en el fondo del
tubo.

8. Anadir 2 pL del amortiguador de carga azul en cada tubo. Dar un pulso de
centrifugacion.

9. Llenar la camara de electroforesis hasta cubrir el gel de agarosa con el
amortiguador TBE 1X.

10. Asegurarse de que los pozos del gel de agarosa esten cerca del electrodo
(-} de color negro y que la base del gel este cerca del electrodo (+) color
rojo.

11.Cargar 10 pL de la muestra dentro de los pozos del gel, utilizando una
punta diferente para cada muestra, siguiendo el orden indicado, de
izquierda a derecha:

= Carril 1: tubo L {control sin digestion).

» Carril 2: tube E, digestion con EcoRI.

= Carril 3: tubo H, digestion con Hindiil.

* Carril 4: 3 pL de marcador de ADN (100 pb, invitrogen proporcionado
por el profesor}.

12.Colocar la tapa de la camara de electroforesis. Conectar los elecirodos con
la fuente de poder.

13.Encender la fuente de poder y someter las muestras a 80 V por 120
minutos.

14.Apagar |a fuente de poder una vez terminado el proceso de electroforesis y
retirar cuidadosamente el gel y el molde de la cédmara.

15. Tefiir el ge! con bromuro de etidio (realizado por el profesor).

16. Visualizar el gel bajo luz UV (utilizando lentes de proteccidn contra luz UV).

17.Tomar la fotografia del gel con sistema de fotodocumentacion.

METODOLOGIA PARA LA TRANSFERENCIA (Adaptade de Sambroak ef al. 1989).

REACTIVOS

MATERIAL, EQUIPO Y ACCESORIOS.

Gel de agarosa

Membrana de nylon (recortada al famafio
adel gel)

Restantes del egjercicic anterior (tubos

LEyH 12pt). Microcenir fuga
Amortiguador TBE 1X Equipo electrofor élico
Amortiguadcr de desnaturalizaciin Micropipetas y puntas

Amortiguador de neulralizacitn

Papel filtro (Whatman )

Amoriiguador SSC (20 X) Seccién de papel filfro largo

Charola de vidrio y puente de pléstico
Amortiguador SSC (6 X} Peso {1 kg).
Amortiguador SSC (2 X) Papel de piastico

Marcadores permanentes. ]
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Electroforesis de las muestras de ADN a transferir:

1. Cargar ias muestras de ADN digerido y control (12 pL restantes) en el gel
de agarosa al 1%.
2. Llevar a cabo la electroforesis, 2 horas, 80 volts.

Transferencia del ADN a membrana de nylon

1. Sumergir el gel en una solucion de desnaturalizacion por 45 minutos
(Proporcionada por el profesor).

2. Enjuagar ei gel en agua bidestilada 5 minutos.

3. Neutralizar en solucidn de neutralizacion por 15 minutos, dos veces.

4. Cortar una pequefia seccidh de la esquina derecha superior del gel.

Formacidn de |z piramide de transferencia por capilaridad:

5. Cortar la membrana de transferencia, 2 hojas de papel filtro grueso y una
altura de 10 cm de papel filtro delgado al mismo tamario que el gel

6. Para formar la pirdmide colocar en orden todos los componentes  (Fig. 5)

7. Dejar el proceso de transferencia de 8 a 24 hrs.

8. Al dia siguiente, desmontar la pirdmide en orden inverso al del montaje.
Enjuagar brevemente (5 minutos) la membrana con SSC 6x.

9. Fijar el ADN de cadena sencilla covalentemente a la membrana:

a. Horneando {jcuidado de no quemarse!) de 30 a 120 min. (2 80° C).
b. Irradiando con luz UV 5 min. (sobre la superficie limpia del
transiluminador, ubicando la membrana con marca de {apiz por
arriba). Usar lentes UVEX
10. La membrana se puede conservar por varias semanas a — 20 °C hasta su
hibridacion posterior con la sonda marcada

Verificacion del éxito de la transferencia:

11. Para cerciorarse del éxitc de la transferencia del ADN a la membrana se
suele teniir el gel después de la transferencia y compararlo con el gel que se
tiio pero no se transfirié.

RESULTADOS Y DISCUSION
Preguntas e investigaciones.

1. Al analizar el padrén de bandeo obtenido en fotografia. ¢Llas digestiones
fueron totales o parciales? ¢ Por qué?

2. Utilizando el patron de bandeo proporcionade (Fig. 4) o la fotografia
proporcionada por el profesor, medir la distancia de migracién de cada uno
de los fragmentos de restriccién producto de la digestion del ADN del
bacteriéfago lambda por Hindil y EcoRl respectivamente.
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3. Reportar estos datos en gréficas (de papel semilogaritmico y milimétrico,
anexo 1) junto con el tamafio de cada uno de los fragmentos de restriccion
para Hindl!ll y EcoR| respectivamente. (guiarse con la tabla 1)

4. ;Por qué el bandeo que proporciona lambda digerido por Hindlif se usa
como marcador?

5. Investigar sobre las técnicas de transferencia de southern, northern y
western.

6. Investigar sobre membrana de nitrocelulosa y membrana de nylon.

7. Describir la fotografia del gel antes y después de su transferencia. ;Fue
exitosa la transferencia? ; Porque?

8. Describir dos ejemplos de la aplicacion de la presente practica.

Tabla 1: Tabla de registro de datos electroforéticos (Bio Rad laboratory, 2000)

Fragmento
de ADN i ADN ) digerido con ADN A digerido con
Restriccion sin enzima EcoRl Hindlll
Migracién | Tamano | Migracion | Longitud | Migracion | Longitud
en ph (pb) (pb)
Banda 1 | Completar 48,000 | Completar | 21,226 38 23,130
Banda 2 Completar | 7,421 43 9,416
Banda 3 Completar | 5804y 48 6,557
5,643
Banda 4 Completar | 4,878 58 4,361
Banda 5 Compigtar | 3,530 71 2,322
Banda 6 75 2,027
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Hoja milimétrica y semilogaritmica (anexo 1)
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PRACTICA 3
TRANSFORMACION BACTERIANA.

Fig. 1: Micrografia de un plasmido (Tomado de
www.efn.uncor.edw/. /intrbiol/adniema3.htm).

INTRODUCCION

El desarrollo de la tecnoclogia del ADN recombinante representa el avance
técnico que impulsé el campo de la ingenieria genética. Los fres aspectos
cientificos claves para obtener ADN recombinante son:

1. El descubrimiento, purificacion y aprovechamiento de las endonucleasas

{ver practica anterior).

2. La habilidad de introducir ADN en la bacteria E£. coli (Transformacion

bacteriana artificial) y la seleccion de las colenias transformadas.

3. La habilidad de obtener y purificar el ADN del plasmido con aito

rendimiento.

Dominando estas tres técnicas, se puede trabajar en muchos campos de la
ingenjeria genética. La transformacién genética tiene muchas aplicaciones en
diversas dreas de la biotecnologia, por ejemplo en agricultura, fa introducciéon de
genes que codifican para resistencia a las bajas temperaturas, enfermedades y
pestes, en plantas de interés agronomico representa un reto técnico y comercial.
Por ejemplo las bacterias se modifican genéticamente para ayudar a controlar
derrames de petrdeo. Recordemos ademas que desde 1982 la insulina humana
fecombinante es producida por bacterias E. coli genéticamente modificadas. En
medicina tiene grandes expectativas "la terapia génica”.
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La transformacién genética (TG). es un procesc por el cual una célula acepta y
expresa un nuevo fragmentc de ADN, este fragmento provee a la célula nuevas
caracteristicas que permite su identificacion. La TG es un fendmeno que ocurre de
forma natural en muchas bacterias, que pueden aceptar ADN: 1. De manera
natural y 2. Después de su preparacién en el laboratorio, que son denominadas
"COMPETENTES". En este estado la bacteria presenta alteraciones en su
membrana celular gue permiten la entrada de acidos nucleicos en la célula. En E.
coli l]a competencia no ocurre de forma natural pero se puede inducir con diversos
tratamientos, quimicos (Ejemplo CaClz, Fig. 2) y eléctricos (chogue eléctrico) que
producen poros en la membrana celular, permitiendo una transformacion eficiente.
Ademas se ha desarrollado la electroporacion que es un proceso que invelucra a
aplicacién de un impulso eléctrico muy breve e intenso, que permite TG muy
eficaces (10° Bacterias transformadas/pg de ADN plasmidico.)

* Los cationes Ca #* neutralizan |a carga negativa del ADN plasmidico asi como de
los fosfolipidos de la membrana celular, facilitando asi la entrada del ADN
plasmidico en la célula huésped.

** Un choque térmico corto aumenta la permeabilidad de la membrana después de
la transformacidn con CaCls.

Célula E. coif "Competente”

Céhla E. coii
”Trangfonnada”

Fig. 2: El tratamiento de E. coli con CaCl,, provoca un estado competente y
de esta manera la bacteria puede ser transformada {Adaptado de Blaber M.
2004).
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Los plasmidos son pequefias moléculas de ADN extracromosdémicas,
circulares, y autoreplicables presentes en muchos procariontes y algunos
eucariontes sencillos (levadura). No son esenciales para el organismo que los
lleva pero generalmente le confieren ventajas (como puede ser la resistencia
transmisible a antibidticos) o caracteristicas particulares (por elemplo la capacidad
de degradacion de algunos hidrocarburos como el tolueno). Los plasmidos
utilizados en los laboratorios a menudo estdn basados en el ADN circular de
plasmidos bacterianos come por ejemplo Col E1, uno de los primeros piasmidos
aislados. Contienen secuencias de ADN {origen de replicacion) que permiten un
alto grado de replicacion en la bacteria, independientemente del ciclo celular hasta
alcanzar altas concentraciones. Los plasmidos utilizados en biologia molecular
(por eiemplo de la familia de vectores de clonacidn pUC) también poseen un gen
marcador, como el que provee la resistencia a un antibidtico {generalmente a
ampicilina), de tal manera que cualquier bacteria portadora de un plasmido
recombinante se volvera resistente a dicho antibidtico o que permite su facil
seleccion y su cultivo en condiciones antibidtico-selectivas para la produccidn de
clones bacterianos en placas de agar 0 en medio liquido. Una bacteria
transformada por un plasmido recombinante se llama "bacteria recombinante”.

Después del aislamientc de un clon bacteriano recombiante se puede
faciimente separar los pléasmidos del contenido celular tras lisis celular y ultra-
centrifugacion (140,000 g) en un gradiente de densidad con cloruro de cesio en
presencia de bromuro de etidio. Este proceso permite separar el ADN plasmidico
del ADN cromosomal, proteinas y residuos celulares.

En la siguiente préctica se utilizara un gen que codifica para una proteina
verde fluorescente (GFP por sus siglas en inglés Green Fluorescent Protein),
cbtenido de la Medusa Aequorea victoria, naturalmente bicluminiscente.

El plasmido con el cual se trabajaré contiene un gen que codifica para la
GFP ademas de un gen gque provee resistencia al antibidtico ampicilina y un
sistema que regula la expresién del gen GTP, se activa en presencia de arabinosa
(Fig. 3 y 4). La introduccion de este gen a la bacteria hace que esta produzca la
GFP y brille cuando se observa con luz ultravioleta.

La seleccion de las bacterias se reaiizara sobre la caja de petri en presencia
de ampicilina y arabinosa. Las colonias que se desarrollen en este medio y con
fluorescencia son bacterias transformadas.

»* El gen GPF se encuentra insertado dentro del operon arabinocsa. Su expresion
(sintesis de la proteina flucrescente) necesita de la activacién del operon arabinosa lo
cual se logra agregando su sustrato (arabinosa). En ausencia de arabinosa el gen GFP se
queda inactivo y las colonias no fluorescen.
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Expresion del gen que codifica para 1aGFP en E coli.

o (o) ", PGLO plesmid OINA
o [}

4
!
!
Bacterial  © ° G . fm (antiblotic resigtance)
chromoscmal

DA
Fig. 3: Esquema de la bacteria con el plasmido pGLO que contiene el
gen para la proteina verde fluorescente (Tomado de Bio-Rad, Laboratory.

2000)
EXPRESION DE LA PROTEINA VERDE FLUORESCENTE

P}

N/

1 O arabinosa

Fig. 4. La expresion de la proteina verde fluorescente, mediante un sistema
que regula la presencia del gen GFP, se activa en presencia de arabinosa
(araC: gen arabinosa C, PBAD: promotor, GFP: proteina verde fluorescente,
ARNpol: acido ribonucleico polimerasa, ARNm: &cido ribonucleico
mensajero) (Adaptado de Bio-Rad Laboratory, 2000).
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OBJETIVO GENERAL
Ensayar la transformacidn bacteriana.

OBJETIVOS PARTICULARES
1. Realizar un protocolo de transformacidn bacteriana.
2. Observar la fluorescencia de las bacterias transformadas.
3. Determinar la tasa de transformacion.

METODOLOGIA

MATERIAL BIOLOGICO
Cepa bacteriana E. coli K-12. huésped (NC PATOGENA)
Vector con profeina GFP recombinante

REACTIVOS MATERIAL
Medio LB {Luria Bertani) liquido o sdlido (agar) | Micropipetas y puntas estériles
Ampicilina Fuente de luz UV
Arabinosa *** Incubadora a 37 °C
Caja de petri con siembra de la cepa Bafio Maria a 42 °C (para el choque
K12 térmico™)
Plasmido en solucidn pGLO Recipiente con hielo
Caja de petri con agar LB.
Marcadores permanentes.

Se hace énfasis en gque la presente practica se tiene gue realizar en
condiciones de esterilidad, por lo cual se pretende que el alumno revise sus
practicas de microbiologia. Ademas se precisa la necesidad de limpieza (antes,
durante y después de la préctica), organizacion, orden y silencio en el aula. La
transferencia (siembra) de las bacterias transformadas a la caja de Petri se tiene
que hacer con mucho cuidado.

La presente practica se desarrollara en dos sesiones:
- Dia uno: transformacion bacteriana
- Dia dos: observacion y conteo de colonias transformadas, realizacion de
calculos.

Preparaciéon de bacterias competentes (realizado un dia antes por el
profesor} Método de CaClz

La bacteria DH 5a se crecid en un medio de cultivo LB a 250 rpm, de 12 a
16 h. Se inocularon 50 mL de LB ¢con 0.5 mL del cultivo anterior en un matraz
Erienmeyer y nuevamente se dejaron crecer a 37 °C a 250 rpm (3h fase
logaritmica). Se mantuvieron en el hielo por 10 min, e inmediatamente se
centrifugaron 5 min. a 2,000 rpm a 4 °C en un tubo falcon de 50 mL. Se decanté el
sobrenadante vy se resuspendid en 20 mL de CaCl, 5 mM y se incubaron en el
hielo por 20 min., lo cual capacita a la célula para incorporar ADN.
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Se continud con la centrifugacidn a 3,000 rpm por 10 min. a 4 °C, se
deshecho el sobrenadante y se resuspendié en 2.5 mL de CaCl; 0.1 M frio y se
dejaron por 24 h. Finalmente, se prepararon alicuotas de 0.2 mi en tubos
eppendorf con 7% del volumen de DMSO o 2.5mL de glicerol para preservar las
células (colocadas en etanol con nieve carbonica) y fueron almacenadas a -80°C
{Torres, 2007).

En condiciones estériles o campana de fluje laminar.

Dia uno: Transformacion bacteriana

1. Tome, cierre y rotule dos microtubos 1.
de 2 mL, uno “+ADN"y otro f
“~ADN". Ademas rotule ambos
tubos con las iniciales de su equipo.
Colocar los dos microtubos en una
gradilla.,

2. Colocar los tubos sobre hielo.

3. Con una micropipeta (Rango 100-
1000 pL) transferir a cada uno de 3
los dos microtubos “+ADN” y ’
“~ADN" 100 L de bacterias
competentes (proporcionadas por el
profesecr). Con otra micropipeta
(Rango 1-10 pL) agregar 1L de
plasmido solamente al tubo “+ADN",

4. Observarla bajo luz UV (con lentes
de proteccion UVEX) el vial que
contiene el plasmido y anotar lo que
observo.
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5. Cerrar el tubg, colocarlo de nuevo
sobre hiele.

6. Incubar los dos tubos sobre hielo
por 10 minutos (asegurarse que
estén inmersos dentro del higlo).

7. Mientras tanto, ubicar y rotular (en
la parte de abajo no en |a tapa} con
el ndmero de su grupo a las 4 cajas
de petri que necesftara ensequida:

a. Marcar una caja de petri con
LB/amp. “+ADN" y otra con
LB/amp. “~ADN".

b. Marcar una caja de petri con
LB/amp/ara. “+DNA"

c. Marcar una caja de petri con
LB “— DNA"

8. Realizar el choque térmico
transfiriendo la gradilla con sus dos
tubos a un bafio Maria a 42 °C por
exactamente 50 segundos,
asegurandose de que los tubos
estén en contacto con el agua tibia.
Répidamente regresar los tubos
sobre higlo e incubar durante dos
minutos.

Eoey

b

figua bia

42 °C par 50 segundos
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9. Sacar los tubos del higlo y
agregar a cada uno 250 ylL
de medio LB con, una
micropipeta con punta nueva
y estéril, cerrar los tubos y
dejar los 10 minutos a

o
Vi

temperatura ambiente. R 5 e

Sewaln L ;wmi}! al" .;;;
=T i g
10. Agitar el contenido de los 10.

tubos (asegurarse de que *‘3"‘%? S

estén bien cerrados) {CON 3 3

LA MAYOR ATENCION O .

POSIBLE, para no cometer

errores al momento de la
siembra).y utilizando puntas
nuevas para cada tubo (una
para ¢l *+ADN", otra para el
“~ADN"), transferir 100 pL de
solucidn a cada caja

LBamg. LBlospfara. LRlaimp [y
crecen crecen no Crecen  crecen

11.

11.Con un asa estéril diferente
para cada caja de petri
“extienda” cada suspension,
con el asa estéril sobre la
superficie de la caja de petri

12. Agrupar las cajas, ponery
rotular la cinta con iniciales
de cada equipo, incubarlas,
volteadas, hasta el dia
siguiente (18-20 h), a 37 °C.
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Tasa de transformacion:
Calcular 1a TASA de TRANSFORMAGCION;

Tasa de transformacion = nimero total de bacterias transformadas / cantidad de
ADN pipeteado.

TASA de TRANSFORMACION = Bacterias / pg ADN

REPORTAR SUS RESULTADOS:

Anilisis de resultados
En una tabla anotar y comparar los resultados de los diferentes equipos:

EQUIPOS TASADE COMENTARIC
TRANSFORMACION

QN[

RESULTADOS Y DISCUSION
Investigaciones y Preguntas:

1.
2.

investigar sobre el funcionamiento del operon arabinosa de E. coli.
& Qué organismo es mas adecuado para la transformacidn genética:
procarionte o eucarionte? ; Por que?

3. ¢Cud es la principal limitante al utilizar a |las bacterias?
4.
5.

Investigar cémo la ampicilina afecta al crecimiento bacteriano.

Investigar sobre la funcion del gen mob y su papel en la transferencia
natural de los plasmidos de una bacteria a otra, durante un evento de
conjugaci6n bacteriana.

Si una bacteria modificada adquirié resistencia a ampicilina, ;qué puede
usted inferir sobre los genes presentes sobre el plasmido pGLO?
Comparar ias tasas de transformacion de la préactica con los reportados en
la literatura cientifica y comercial.

Describir ejemplos de aplicaciones en: bacterias, plantas, mamiferos.
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) PRACTICA 4
OBTENCION DE PLASMIDO (MINIPREPARACION).

Fig. 1: Obtencién de ADN de un plasmido por centrifugacién en un gradiente
de cloruro de Cesio (CsCl)

INTRODUCCION

Los pidsmidos son pequefias moléculas de ADN de doble cadena, covalentemente
cerradoes y circulares, localizados extracromosomalmente en el citosol de muchas
bacterias (de 1 a 3,000 plasmidos por célula), que se encuentran en la naturaleza
y que pueden ser aislados como entidades individuales. Su tamario variaria de 1
hasta mas de 200 kilopares de bases (Kpb)} y estan presentes en una gran
variedad de crganismos procariotes y algunos eucariontes. Desde la década de
1970, los plasmidos han sido un componente clave para la Ingenieria Genética y
se han utilizado come modelos de estudio de funciones asi como replicacion y
transcripcidn y también como vectores para la clonacién de ADN ( Balbas, 2002).

Existen muchos métodos para purificar el ADN plasmidico de bacterias. Estos
métodos involucran invariablemente tres etapas:

1. Crecimiente de cultivo bacteriano.

2. Cosecha y lisis bacteriana

3. Purificacién del ADN plasmidico.

GiBLIOTECA CLICBA
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Crecimiento

Los plasmidos {molécula circular, auto-replicable) se purifican casi siempre de
cultivos en medio liquido, inoculados con una sola colonia bacteriana, tomada de
una caja de petri con agar. La mayoria de los plasmidos utilizados hoy en dia se
replican de manera autdnoma en un alto numero de copias, por lo que se pueden
purificar con un alto rendimiento a partir de un cultivo crecido hasta su fase
iogaritmica tardia, en medio LB estandar.

Cosecha y lisis bacteriana

Las bacterias se cosechan por centrifugacién y se lisan. Existen diferentes
métodos para la lisis los cuales dependen del tamafio del plasmido, la cepa
bacteriana y de las técnicas subsecuentes de purificacion.

Purificacién del ADN plasmidico

Todos los métodos de purificacion del ADN plasmidico explotan sus caracteristicas
especiales (ADN circular, relativamente pequefic). Por ejemplo la separacion del
ADN plasmidico de! ADN del cromosoma bacteriano por centrifugacion en un
gradiente de Cloruro de Cesio (CsCl} y de bromuro de etidio (BrEt) es posible
gracias a la cantidad diferencial de BrEt que se une a cada una de las moléculas
de ADN.

En la mayoria de los procedimientos de rutina se obtiene gran cantidad de ADN,
por lo que es suficiente hacer preparaciones de ADN plasmidico a pequefia
escala, las cuales se llaman minipreparaciones.

Las minipreparaciones de ADN plasmidico se obtienen por lisis alcalina o por
meétodo de ebullicion; en nuestro casc practicaremos con la lisis alcalina
(Sambrook et al., 1989).

OBJETIVO GENERAL

Extraer y purificar ADN plasmidico por lisis alcalina.

OBJETIVOS PARTICULARES
1. Realizar un cultivo bacteriano.
2. Cosechar vy lisar a las bacterias.
3. Extraery purificar el ADN plasmidico.
4. Comprobar el éxito de la practica anterior.
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METODOLOGIA

i

MATERIAL BIOLOGICO
Cepa bacteriana E. coli K-12 transformada (obtenida de la practica anterior)
sembrada en caja de Petri con LB en presencia de ampicilina y arabinosa {(colonia

fluorescente).

REACTIVOS SOLVENTES MATERIAL

Medio LB (Luria Bertani) liquido

con antibidtico

Solucion I F:C:l mezcla de Asa
Tris HCL 25 mM, pH 8.0 fenol,ctoeroformo y
EDTA 10 mM alcohot isoamilico Micropipetas y puntas
Glucosa 50 mM (25:24:1) estériles

Solucion i C:I mezcla de Fuente de luz UV
NaCHO.2 M cloroforme y alcobol
SDS 1% (p/v} iscamilico (24:1) Vortex

Solucion 11l Incubadora a 37 °C

Acetato de potasio 3 M

Acido acético glacial 11.5% {(viv) Bario Maria a 42 °C
TE Recipiente con hielo
1 Marcadores permanentes.

Minipreparaciones por lisis alcalina

NOTA: Todo el procedimiento se realiza en hielo, excepto donde se indica. Todas
las centrifugaciones se realizan a 10,000 rpm en una microcentrifuga (Sambrook
et al., 1989; Rojas Mallorquin, 2006).

Crecimiento bacteriano
« Inocutar una colenia bacteriana transformada en 5 mL de medio LB liquido
{con antibidtico) e incubar toda la noche.
« Colocar las bacterias en un tubo de polipropileno estéril de 1.5 mL y
mantener en hielo,
«  Cenftrifugar 3 min y desechar el sobrenadante en cloro.
» Agregar TE (400 L) y resuspender con vortex.

Cosecha y lisis bacteriana

« Centrifugar 3 min y desechar el sobrenadante en cloro.

« Resuspender en solucion | (100 L) con vortex.

* Agregar solucion I (200 yl) y agitar manualmente por inversion para no
hacer espuma, y dejar fuera del hielo.

» Agregar solucion il (100 pl}, agitar manualmente y dejar precipitar en hielo
durante 10 min.

» Centrifugar 3 min.
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Recuperar el sobrenadante sin restos sdlidos y pasaric a un microtubo
nuevo y agregar 2-iscpropanol frio (60% v/v), mezclar suavemente por
INnversion.

Dejar precipitar en hielo durante 5 min.

Centrifugar 15 min y desechar el sobrenadante (Dejar destapado el tubo
para que se evapore el 2-isopropanci. Se observa el pellet de ADN
{pasmidos).

Resuspender el pellet en TE (100 pL).

Purificacion del plasmido con fenol, cloroformo v etanol:

a) Agregar un volumen de fenol equilibrado pH 7.5 (100 pL), y agitar en
el vortex.

by Centrifugar 5 min y recuperar la fase superior en un micretubo
nuevo.

¢} Agregar 100 uL de una mezcla F.C:|, agitar en el vortex.

dy Centrifugar 5 min y recuperar la fase superior en un microtubo
nuevo.

e) Agregar 100 pL de una mezcla C:1, agitar en el vortex.

fy Centrifugar 1min y recuperar |la fase superior en un microtubo nuevo.

g} Agregar 1/10 volumen de acetato de sodio 3M, pH 5.2, mezclar y
agregar 2.5 volumen de etanat al 100%.

h) Dejar a -20 °C toda ia noche.

i) Centrifugar 20 min y eliminar el sobrenadante. (dejar destapado el
tubo para que se evapore el etanol), se observa el peilet de ADN.

/) Resuspender en agua milli-G estéril.

Opcional: Realizar andlisis cuantitativo y cualitativo del ADN obtenido.

RESULTADOS Y DISCUSION
Investigaciones y Preguntas:

1. Comentar sobre el aspecto de su material genético (color y apariencia)

2. investigar sobre los diferentes métodos de extraccidn de ADN
piasmidico, incluyendo Kits comerciales.

3. Investigar sobre las funciones de los plasmidos en la naturaleza.

4. \nvestigar sobre las caracteristicas que debe de tener un vector de
clonacion eficiente.

5. Describir 2 gjemplos de aplicaciones de la presente practica.
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. . PRACTICA 5
DIGESTION DE PLASMIDOS Y MAPA DE RESTRICCION.
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Fig. 1: Imagen del plasmido pBR322 (Tomadoc de
www fermentas com/.. /nucleicacids/mappbr322 htm)

INTRODUCCION

En la Fig 1 se muestra un mapa de restriccidn det plasmido pBR322, que se
construyd a partir de dos plasmidos naturales aislados y que ha sido la base de
casi todos los vectores de clonacion molecular para la bacteria £. coli. Se
conoce totalmente su secuencia nucleotidica y la codificacion de sus funciones
transcripcionales, traducccionales y replicativas. Es un gran ejemplo de céme
los plasmidos naturales se han modificade y usado extensamente en la
construccién de herramientas moleculares (Sambrook et. al. 1989, Balbas
2002.)
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En jas dos practicas anteriores se trabajé con el plasmido pGLO:
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Fig. 2: Mapa de restriccion del pasmido pGLO (Tomado de
srv2. lycoming.edu/.. /magwetlab html)

1. La préctica de transformacion bacteriana permitio insertar el plasmido en el
huésped donde se llevo a cabo su replicacion, para asi obtener un gran
nimero de copias del mismo.

2. La préactica de Minipreparacion permitié extraer y purificar gran cantidad de
dicho plasmido.

En la presente practica se digerira el ADN de tres muestras de ADN
desconocidas para su equipe (pGLO o pBR322 o una incognita) con tres
enzimas de restriccion (EcoRl, Hindlll y BamH|), se realizara la electroforesis
de los productos de la digestion y se analizara el patrén de bandec obtenido el
cual se comparara con los mapas de restfriccion de pBR322 y de pGLO,
proporcionades arriba (Fig. 1 y Fig. 2) con la finalidad de identificar la muestra
de ADN qgue se les asigno si fue pGLO o pBR322 o ia incégnita (investigar). Asi
se pretenderda poner a prueba los conceptos précticos de uso de las
endonucleasas y conocer unas de las aplicaciones de los mapas de restriccién.

OBJETIVO GENERAL
Practicar con el uso de endonucleasas y mapas de restriccion, para identificar un

segmento de ADN de acuerdo al patrdn de bandeo de sus fragmentos y mapa de
restriccion.
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OBJETIVOS PARTICULARES

-

chtenidos.

Digerir muestras de ADN con tres enzimas de restriccion,
Realizar ia electroforesis, visualizar y registrar los fragmentos de restriccion

Diferenciar los patrones de bandeo propios & un plasmido linearizado

{cortado en un solo sitio) y fragmentado (cortade en varios sitios).

Identificar el segmento de ADN (gue le toco} de acuerdo al patrén de

bandeo y a los mapas de restriccién proporcionados, y su investigacidn.

METODOLOGIA

REACTIVOS

MATERIALES

ADN (3 muestras)

Bafno Maria a 37°C

Amortiguador de reaccion (10X) uno
ropio de cada enzima

Micropipetas 0.5-10 uL

Enzima EcoRl

Equipo electroforético

Enzima Hindlll

Microcentrifuga

Enzima BamHl

Sistema de fotodocumentacién

Amortiguador de carga (jugo azul)

H20 milliQ

TBE 1X

Digestion del ADN

1. Ubicar fos microtubos proporcionados por el profesor que contienen las tres
muestras de ADN, los tres amortiguadores de reaccion (10X) y el
amortiguador de carga. Dar un pulso de centrifugacion y mantener TODAS

las soluciones en hielo.

2. Rotuiar nueve microtubos nuevos de la siguiente manera

Tabla 1: Rotulacion de los microtubos

Tubo uno ADN # ung, Digestidn con EcoRl
Tubo dos ADN # uno, Digestion con Hindlli
Tubo tres ADN # uno, Digestion con BamHl

Tubo cuatro

ADN # dos, Digestion con EccoRl

Tubo cinco ADN # dos, Digestion con Hindlll
Tubo seis ADN # dos, Digestién con BamH|
Tubo siete ADN # tres, Digestién con EcoRl
Tubo ocho ADN # tres, Digestién con Hindll
Tubo nueve ADN # tres, Digestion con BamHl|

Agregar adem as una marca que distinga su grupo de los de sus compafieros.
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3. Pipetear con extrema precision (micropipeta de 0.5-10 ul) los reactivos en
los microtubos rotulados: LA ENZIMA SE AGREGARA Al FINAL Y BAJO
SUPERVISION DEL PROFESOR.

;I'abla 2: Cantidades de las soluciones

Muestra | Amortiguador. j
Equipo Tubo de 10X EcoRl | Hind | BamH| M0

ADN AmE,H B I milliQ
No. 1 1 #1, 2oL | 2pL(AmE) 105 - B 15.5 pl.
No. 1 2 #1,_ 20l | 2pL (AmH) - 0.5l - 15.5 L
No. 1 3 #1, 2L 2 L (Am B} - - 0.5 pi 15.5 uL
No. 2 4 #2, 2l 2 uL{Am E) 05l |- - 16.5 ulL
No.?2 5 #2, 2pL | 2L (AmH) - 0.5 pl - 15.5 pl
No. 2 6 #2, 2pL | 2pL(AmB) - - 0.5 b 15.5 4L
No. 3 7 #3,2 L 2 uyL{ Am E) 05pL |- - 15.5 pL
No.3 8 | #3,2pL 2 uL (Am H) - 0.5 pb - 15.5 ul
No. 3 9 | #3,2,L 2 uL (Am B) B 0.5 pb 15.5 UL

4. Tapar los tubos y mezclar los componentes suavemente al agitar los tubos

con el dedo. Dar un pulso de centrifugacidn

5. Colocar los tubos en la gradilla flotante e incubarlos en bafio maria durante
2 horas a 37 °C.
6. Mientras, preparar un gel de agarosa al 1% en TBE 1X.
7. Después de la incubacion, retirar los tubos del bafio maria, centrifugar
rapidamente (pulso) con el propasito de recolectar el liquido en el fondo del

tubo.

8. Anadir 2 uL del amortiguador de carga en cada tubo. Dar un nuevo pulso de
centrifugacién.
9. Llenar la cédmara de electroforesis hasta cubrir el gel de agarosa con el
amortiguador TBE 1X.
10. Asegurarse de que los pozos del gel de agarosa estén cerca del electrodo
(-} de cclor negro y que la base del gel este cerca dei electroda (+) color

rojo.

11.Cargar 10 pL de la muestra dentro de los pozos del gel, utilizando una
punta diferente para cada muestra, siguiendo el orden de los tubos
(marcador de 100 bp, tubos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9) de izquierda a derecha.

12. Correr la electroforesis (80 V por 120 minutos).

13. Tefiir el gel con bromuro de etidio (realizado por el profesor).

14.Visualizar €l gel baje luz UV (utilizando lentes de proteccion UVEX).
15. Tomar la fotografia del gel con sistema de fotodocumentacidn.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. En base a |a fotografia de su ge!, identificar el patrén de bandeo:
a. del plasmido linearizado.
b. del piasmido fragmentado

2. Estimar el tamafio de cada uno de los fragmentos, utilizando como
referencia el marcador de 100 pb.

3. Comparar los resultados experimentales con los esperados de los mapas
de restriccion (Fig. 1 y 2). Identificar las muestras de ADN con la cual
trabajo.

4. Describir dos ejemplos de aplicabilidad de la presente préactica.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar las aplicaciones de las principales técnicas de biologia molecular en los diferentes
campos de la ingenieria genética

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Enfatizar en la importancia de las nociones basicas de biologia molecular para el
desarrollo de {a ingenieria genética.

- Analizar las técnicas moleculares que permiten estudiar [os polimeros celulares
importantes en transferencia de la informacion genética asi como su modificacion.

CONTENIDO TEMATICO SINTETICO
UNIDAD I: Introduccién: Aplicacion de la biologia mclecular al campo de la
Ingenieria genética
1) Recorrido histérico, crigen y aplicacion del campo de la biologia molecular
2) Objetivos y alcances de la Ingenieria Genética.

UNIDAD |I: Técnicas basicas de biologia Molecular importantes en la transferencia
de ta informacién génica (Practicas de laboratorio).

1} Reactivos, herramientas, equipes de laboratorio de Ingenieria Genética.

Precauciones para su buen uso.

2) Evaluacion cuantitativa y cualitativa de una preparacion de ADN.

3) Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

4) Digestion y transferencia del ADN.

5} Transformacién bacteriana artificial.

6) Extraccion de ADN plasmidico.

7} Secuenciacién del ADN (demostrativo).

UNIDAD llI: Clonacion génica
1) Vectores de clonacion
2) Bibliotecas gendmicas
3) Bibliotecas de ADNc
4) Rastreo del clon de interés
UNIDAD IV: Marcadores Genéticos
UNIDAD V: Organismos Genéticamente Maodificados

UNIDAD VI: Temas actualizados
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DiA DOS: Recoleccién de datos, calculos y anilisis de resultados

Recoleccion de datos:
1. Retirar las cajas de petri de la incubadora. Observar cada una de las cajas
bajo luz nermal y luz UV (usar lentes protectores tipo UVEX).
2. Anotar sus observaciones usando el siguiente esquema:
3. contar el numero de colonia en cada caja

Transformacién de cajas QObservaciones

+ADN
LBfamp

+ADN
LB/amp/a

O

Cajas control Observaciones

-ADN
LB/amp

-ADN
LB

QO
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ENSENANZA-APRENDIZAJE

El alumno revisard y/o aprendera los fundamentos tedrico- practicos de la ingenieria
genética lo que le permitira entender e interpretar articulos cientificos de investigacion
basica y aplicada.
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CRONOGRAMA DEL CURSO

PROGRAMA ANAL JTICO DE: INGENIER A GENETICA

CONTENIDO

SEMANA
NO

CONTENIDO

FORMA
DE
DOCENCI
A

TRABAJO FU
DE HORARIO

ERA |LUGAR

Entrega de Programa.

TEORICA

Si

AULA

]

1) Recorrido histérico,
origen y aplicacién del
campo de la Dbiologia
molecular. Objetivos y
alcances de la
Ingenieria Genética.

2) Ejercicio de
evaluacidn cuantitativa y
cualitativa de una
preparacion de ADN
receso

3) PCR, secuenciacion y
sus aplicaciones

TEORICA

S

Aula de clase

Practica # 1 Reaccian
en cadena de la
polimerasa (PCR} y su
aplicacion en el
marcador molecular
ITS

Teocria: endonucleasas y
sus aplicaciones

PRACTICA

Y

TEORICA

St

Laboratorio

Aula de clase

.Practica # 2 Digestién
y transferencia del
ADN del bacteridfago
fambda

Teoria: Transferencia de
macromoleculas y sus
aplicaciones.

PRACTICA
Y

TEORICA

Si

Laboratorio

y

Aula de clase

Parcial uno
Teoria: Vectores de
clonacion

TEORICA

Si

Aula de clase
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6 Practica#3
Transformacian Laboratorio
Bacteriana Y
Aula de clase
Teoria: bibliotecas
7 TEORICA
Practica # 4 Obtencidon
de plasmidos Y Laboratorio
{Minipreparacidn)
PRACTICA
8 Practica # 5 Digestidn )
de plasmidos y mapa |PRACTICA Laboratorio
de restriccion
9 Micro-organismos Si Aula de clase
gendticamente TEORICA
modificados
10 Plantas genéicamente | TEORICA Aula de clase
modificados
11 Animales TECRICA S Aula de clase
genéicamente
modificados
12 Clonacidn y terapia TEORICA 81 Aula de clase
génica
13 Parcial dos
TEORICA Auia de clase
Tema selectivo
14 Marcadores moleculares | TEORICA Si Aula de clase
15 Marcadores moleculares | TEORICA 81 Aula de clase
16 Parcial tres Si
TEORICA Aula de clase
Temas selectivos
17 Temas selectivos TEORICA

Registra y publicacién
de evaluacidn

Aula de clase

BIBLIOTECA CUCBA




