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Encuadre del sistema de préacticas

Introduccion

La Ingenieria Genética es una disciplina que surge de la Biologia Molecular con gran
importancia en la actualidad, debido a que proporciona herramientas tecnolégicas y
moleculares que permitan disefiar y modificar productos o procesos de un organismo. Con
ello, se pretende lograr genes que sean mas utiles y aprovechables para el ser humano,
generando enormes avances en sectores como la agricultura, ganaderia, medio ambiente y

medicina.

La Ingenieria Genética también es conocida como tecnologia del DNA recombinante por el
conjunto de técnicas y metodologias que permiten aislar y manipular el DNA con el objetivo
de incrementar nuestro bienestar respetando la naturaleza, las leyes y principios éticos de la

sociedad.

Para comprender los fundamentos cientificos y aplicaciones de las herramientas moleculares
se requiere estudio y preparacion que permita la manipulacion y modificacion genética de
microorganismos, con un enfoque claro hacia su aplicacion en los procesos biotecnoldgicos
(CINVESTAV vy Favier, 2012; Iwasa y Marshall, 2018; Salazar, Sandoval y Armendariz,
2016).

Es importante que los estudiantes del area biotecnoldgica adquieran los fundamentos de la
Ingenieria Genética que serviran para comprender y emplear las técnicas innovadoras que
ofrece esta disciplina. Se busca que con esta asignatura se adquieran los conocimientos
tedricos basicos y practicos mediante los principios éticos en la ejecucion de las técnicas

béasicas de laboratorio con herramientas tecnoldgicas que compone la Ingenieria Genética.



Competencias profesionales

Los conocimientos de Ingenieria Genética adquiridos en esta asignatura permitiran
comprender los procedimientos necesarios para realizar la manipulacion del material
genético para un proposito especifico, contemplando los aspectos éticos, cientificos y
humanisticos que esto conlleva, para que sea capaz de ejecutar acciones destinadas a la
prevision, planificacion y resolucion de la problematica planteada en diferentes &mbitos de
la realidad agricola: produccién, sustentabilidad, rentabilidad y medio ambiente, con eénfasis
en todo lo que directa o indirectamente esta relacionado con la produccidn vegetal en sus
diferentes entornos de tecnificacion, para aprovechar y aplicar procesos actualizados de
sistematizacion con el objetivo de procurar la alimentacion, proteccion, riqueza y bienestar a

la sociedad.



Niveles de desempefio

Al trabajo conjunto que se desarrollara en el trabajo préctico de esta asignatura se le asigna
un nivel de desempefio 2, ya que contiene actividades con grado de complejidad intermedio
que deben ser ejecutadas en equipo, por lo que requieren de organizacion entre los

integrantes.

Nivel 1. Se realizan funciones rutinarias de baja complejidad. Se reciben instrucciones. Se

requiere baja autonomia.

Nivel 2. Se realiza un conjunto significativo de actividades de trabajo, variadas y aplicadas
en diversos contextos. Algunas actividades son complejas y no rutinarias. Presenta un bajo
grado de responsabilidad y autonomia en las decisiones. A menudo requiere colaboracién

con otros y trabajo en equipo.

Nivel 3. Se requiere un importante nivel de toma de decisiones. Tiene bajo su responsabilidad
recursos materiales con los que opera su area, asi como control de recursos financieros para

adquisicién de insumos, o responsabilidades comparables.

Nivel 4. Se desarrolla un conjunto de actividades de naturaleza diversa, en las que se tiene

que mostrar creatividad y recursos para conciliar intereses.

Nivel 5. Se desarrolla un conjunto de actividades de naturaleza diversa, en las que se tiene
gue mostrar un alto nivel de creatividad, asi como buscar y lograr la cooperacion entre grupos
e individuos que participan en la implantacion de la solucion a un problema de magnitud
institucional (Méndez Robles et al., 2017).



Programa del sistema de practicas

Unidad 1: Enzimas involucradas en la Ingenieria Genética

Préctica 1: Extraccion de DNA

Sesiones: 1 Duracion: 3 horas Ambito de desarrollo: Laboratorio

Objetivo de la practica: Identificar y dominar la técnica de extraccién de DNA aplicando los

principios basicos tedricos.
Préctica 2: Electroforesis horizontal de agarosa para &cidos nucleicos
Sesiones: 1 Duracion: 3 horas Ambito de desarrollo: Laboratorio

Objetivo de la préactica: Identificar y efectuar los fundamentos de electroforesis para acidos

nucleicos aplicando la técnica correcta.
Practica 3: Cuantificacion de DNA con NanoDrop ™
Sesiones: 1 Duracion: 2 horas Ambito de desarrollo: Laboratorio

Objetivo de la préctica: Identificar, interpretar y dominar la técnica de cuantificacion de DNA
con NanoDrop ™ aplicando principios basicos tedricos.

Unidad 2: Enzimas como herramientas en la Ingenieria Genética
Préctica 4: Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
Sesiones: 1 Duracion: 2 horas Ambito de desarrollo: Laboratorio

Obijetivo de la préactica: Identificar y dominar la técnica de PCR convencional aplicando los

fundamentos teoricos y practicos.

Préctica 5: Enzimas de restriccion: Fragmentos de Restriccion de Longitud Polimorfica
(RFLP)

Sesiones: 1 Duracion: 3 horas Ambito de desarrollo: Laboratorio

Obijetivo de la practica: Identificar el uso de enzimas de restriccién en la técnica de RFLP

aplicando fundamentos teoricos y practicos.



Unidad 3: Clonacion Molecular: vectores empleados para la clonacion de DNA
Practica 6: Clonacion de DNA
Sesiones: 2 Duracioén: 3 horas Ambito de desarrollo: Laboratorio

Objetivo de la préactica: Reconocer y desarrollar la etapa de ligacion que compone la

clonacion de DNA, aplicando los principios tedricos y practicos.

Unidad 4: Anélisis de las secuencias clonadas

Préctica 7: Preparacion de muestra para secuenciacion en lllumina®

Sesiones: 1 Duracion: 2 horas Ambito de desarrollo: Laboratorio

Objetivo de la practica: Identificar los procedimientos de preparacion de muestras para la

secuenciacion en lllumina® aplicando los fundamentos.
Préactica 8: Técnica de Western Blot
Sesiones: 1 Duracién: 2 horas Ambito de desarrollo: Laboratorio

Objetivo de la practica: Identificar y desarrollar el proceso de preparacion de muestra de
proteinas para la técnica Western Blot.



Préacticas generales de seguridad

>

Usar zapatos de piso con suela antiderrapante y que cubra todo el pie; llevar las ufias
cortas y no utilizar accesorios como anillos, reloj o pulseras.

Ubicar en el laboratorio la localizacion de la regadera, el lava-ojos, el extintor de
incendios y la ruta de evacuacion.

Utilizar en todo momento bata blanca adecuada (larga y manga larga, bien abotonada)
cubrebocas y cofia.

Durante la sesion practica debe evitarse llevar objetos a la boca, morderse las ufias o
tocarse el rostro con las manos.

Los reactivos deben manejarse con micropipetas, espatulas limpias y recipientes
Secos.

Debe utilizarse siempre un dispositivo de pipeteo. El pipeteo con la boca esta
PROHIBIDO.



Préctica 1: Extraccion de DNA
Introduccion

La extraccion de &cido desoxirribonucleico (DNA, por sus siglas en inglés) es una
técnica empleada para obtener una cantidad y calidad de DNA adecuado que permita su
manipulacion o amplificacion. A lo largo del tiempo se han disefiado distintos protocolos
quimicos Yy fisicos que presenta ventajas y desventajas, las cuales se deben tomar en cuenta

con el tipo de muestra que se obtuvo y los procesos posteriores a la extraccion del &cido
nucleico (Rios Sanchez et al., 2016).

Uno de los métodos de extraccion relativamente sencillos y de bajo costo es la técnica fenol-
cloroformo considerado uno de los mas eficaces para cualquier tipo de muestra. Consiste de
cinco etapas principales: homogeneizacion del tejido, lisis celular, separacion de proteinas y
lipidos, precipitacion y redisolucion del DNA (Salazar, Sandoval y Armendariz, 2013).

Proposito especifico

Identificar y dominar la técnica de extraccion de DNA aplicando los principios basicos

tedricos.
Criterios de desempefio

> Previo a la practica deberéas leer el procedimiento y elaborar un diagrama de flujo.
> Durante la préctica, realizaras procedimientos quimicos y fisicos para una correcta
extraccion DNA.

» Al finalizar la préctica, dejaras limpio y ordenado tu lugar de trabajo.
Resultados esperados

Serds competente para realizar la extraccion de DNA a partir de una muestra, aplicando

conocimientos tedricos y técnicos para su correcta ejecucion.
Desarrollo de la préactica
Esta actividad la realizarés formando un equipo de 5-6 personas.

Materiales necesarios para trabajar por equipo:
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Guantes y cubre bocas
Muestra bioldgica
Microtubos

Gradilla

Micropipetas

Puntillas

Mortero (opcional)
Sanitas

Reactivos:

Proteinasa K

RNasa A

Cloroformo
Isopropanol

Etanol al 70 %

Buffer Tris EDTA (TE)
Buffer de lisis (Tris-HCI 100 mM [pH 8,0], EDTA 100 mM, NaCl 10 mM y SDS al 1 %)
Equipo necesario:
Centrifuga

Vortex

Refrigerador

Por seguridad, considerar las siguientes recomendaciones:

» Evitar el contacto de sustancias quimicas en piel y 0jos.

> Laabsorcion de liquidos con micropipeta se debe llevar de manera lenta.
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» No se expulsan a la fuerza los liquidos de la micropipeta.
> En caso de derrame limpiar la zona.

> Aplicar el uso correcto de la centrifuga.

El primer paso en la extraccion es la homogeneizacion del tejido y la lisis, esto
permite romper las membranas celulares y nuclear ocasionando la liberacion del &cido
nucleico de las células. Para el caso de las células vegetales se requieren metodos mas

agresivos como la homogenizacién con mortero y quimica.

Como segundo paso se encuentra la separacion de proteinas y lipidos, se realiza en
combinacion de distintas estrategias como son los solventes organicos que permitan la
desnaturalizacion de proteinas y la separacion por medio de ciclos de centrifugacion,
logrando asi una fase orgénica que contiene lipidos y proteinas y una fase acuosa que contiene
los &cidos nucleicos y otras pequefias moléculas hidrosolubles.

En el tercer paso se encuentra la precipitacion de DNA, proceso importante en el cual es
recuperado, para ello, se adiciona isopropanol, el cual permite que el DNA se pliegue sobre
si mismo haciéndolo insoluble. Posteriormente se realizara una centrifugacion para obtener
un boton de DNA en el fondo del tubo, al decantar el alcohol y realizar un lavado con etanol

al 70 % permite eliminar residuos de etanol que pudieran quedar.

Finalmente, el boton de DNA se disuelve en soluciones que aseguren su preservacion, un
ejemplo de solucion es el Buffer Tris EDTA (TE), esto permitira el empleo del DNA en

técnicas posteriores (Salazar, Sandoval y Armendariz, 2013; Tammelleo, 1995).
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Pasos a seguir:

vV V VY

Y

\4

vV VYV V V

vV ¥V YV VYV YV V VY V

\4

Agregue 700 pL de Buffer de lisis en la muestra DNA y agitar con vortex.

Afada 10 uL de RNasa A.

Incubar a 37 °C durante 1 hora.

Afiada 10 pL de proteinasa K.

Incubar a 50 °C durante la noche.

Agregue 700 pL de fenol /cloroformo /isopropanol (25: 24: 1).

Centrifugar a 13000 rpm durante 10 minutos.

Pipetee la fase acuosa en un tubo nuevo.

Repita los pasos (agregue fenol/cloroformo/isopropanol en la fase acuosa, centrifugue,
recolecte la fase acuosa) 2 veces.

Agregue 70 pL de cloroformo.

Centrifugar a 13000 rpm durante 10 minutos.

Pipetee la fase acuosa en un tubo nuevo.

Repita los pasos (agregue fenol/cloroformo/isopropanol en la fase acuosa, centrifugue,
recolecte la fase acuosa) 1 vez.

Agregue una décima parte del volumen de 3M NaOAc.

Agregue dos volumenes de etanol al 100 %.

El DNA comienza a precipitar inmediatamente, después de mezclar.

Centrifugar a 13 000 rpm durante 30 minutos a 4 °C.

Eliminar el sobrenadante por decantacion.

Lavar con etanol al 70 %.

Centrifugar a 13 000 rpm durante 10 minutos.

Eliminar el sobrenadante por decantacion, y secar a temperatura ambiente, el restante
se eliminard por evaporacion.

Disolver el sedimento de DNA en el volumen apropiado de Buffer TE.

Limpiar el area de trabajo e instrumentos de laboratorio utilizados.

Dejar las micropipetas a su maxima capacidad.
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Cuestionario:

¢ Cuales son los métodos de extraccion de DNA mas utilizados?

Referencia consultada:

¢Cuales son las ventajas y desventajas del método de extraccion de DNA por fenol-

cloroformo?

Referencia consultada:

¢Por qué se realiza la homogeneizacion vy lisis de la muestra?

Referencia consultada:

¢Para qué se utiliza el Dodecilsulfato Sodio (SDS)?
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Referencia consultada:

¢Para qué se utiliza la solucion TRIS en la extraccion de DNA?

Referencia consultada:

Describir la fase fenolica y la fase acuosa, acompafiado de un dibujo en el que indique la

ubicacion de cada fase:

Referencia consultada:

¢Qué es la precipitacion del DNA? Y ¢Cuéles son los componentes para llevarla a cabo?_
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Referencia consultada:

¢Por qué se utiliza etanol al 70 % para lavar el botén de DNA?

Referencia consultada:

¢ Cuales son las aplicaciones de la extraccién de DNA?

Referencia consultada:

Discusion de resultados:

Redactar una conclusion general de la practica:

16



Sistema de evaluacion

Es requisito que todos los alumnos presenten su manual y un diagrama de flujo sencillo
elaborado de forma individual el dia de la sesion de laboratorio. Por otra parte, deberan
entregar la practica contestada una semana después de haber concluido las actividades. El
cumplimiento de estos factores se registrara en la lista de cotejo de la que dependera la
asignacion de una calificacion de la siguiente manera:

Actitudes: 20 %
Dominio tedrico: 40 %

Dominio préctico: 40 %

Lista de cotejo




Practica 2: Electroforesis horizontal de agarosa para acidos nucleicos

Introduccion

La electroforesis es una herramienta con gran importancia debido a que intervine en
la Ingenieria Genética 0 DNA recombinante con la implementacion y desarrollo de nuevas

técnicas para el analisis e identificacion del contenido genético (Fierro, 2014).

El principio de la electroforesis en gel de agarosa para acidos nucleicos consiste en la
migracion o desplazamiento de las moléculas a través de una matriz porosa en funcion de su
peso molecular por medio de un campo eléctrico. La agarosa es un polisacarido que se
obtiene de las algas marinas con las caracteristicas de ser gelatinoso y un compuesto no
toxico, es el mas utilizado en la electroforesis horizontal para &cidos nucleicos y la
concentracion recomendada de agarosa es de entre 0.5 a 2 % (Montalvo y Lugo, 2016;

Salazar, Sandoval y Armendariz, 2013).
Proposito especifico

Identificar y efectuar los fundamentos de electroforesis para acidos nucleicos aplicando la

técnica correcta.
Criterios de desempefio

> Previo a la practica deberéas leer el procedimiento y elaborar un diagrama de flujo.
> Durante la practica, seguirds las instrucciones descritas para preparar el gel de agarosa,
la carga del gel y corrimiento de electroforesis.

» Al finalizar la préctica, dejaras limpio y ordenado tu lugar de trabajo.
Resultados esperados

Seras competente para realizar la técnica de electroforesis horizontal de agarosa para acidos

nucleicos aplicando conocimientos tedricos y técnicos para su correcta ejecucion.
Desarrollo de la préactica
Esta actividad la realizaras formando un equipo de 5-6 personas.

Materiales necesarios para trabajar por equipo:
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Guantes

Muestra de DNA

Micropipetas

Puntas para micropipeta
Microtubos de 1.5 mL de volumen
Matraz

Probetas

Cinta masking comdn

Papel parafilm

Agua destilada

Frasco rotulado para almacenar Buffer TAE 1X utilizado
Reactivos:

Agarosa grado Biologia Molecular
Buffer TAE 1X

Buffer de carga

Bromuro de etidio

Marcador de peso molecular
Equipo necesario:

Balanza analitica

Microcentrifuga

Microondas

Camara horizontal de electroforesis y componentes (molde para hacer el gel, peine, cables
para conectar a la fuente de poder)
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Fuente de poder electroforesis
Fotodocumentador o ld&mpara ultravioleta (UV)
Por seguridad, considerar las siguientes recomendaciones:

» Uso obligatorio de guantes y equipo de proteccion.

» Extrema precaucion en el manejo de las sustancias quimicas, evitar el contacto en piel
Yy 0j0s.

> El bromuro de etidio debe manejarse de acuerdo a la hoja de datos de seguridad del

material(https://www.iquimica.unam.mx/images/igseguro/004_Manejo_de_bromur

0_de_etidio.pdf).

Aplicar el uso correcto de equipo de electroforesis.

Verificar que los equipos estén conectados a reguladores.

La absorcion de liquidos con micropipeta se debe llevar de manera lenta.

No se expulsan a la fuerza los liquidos en micropipetas.

vV Vv VY V VYV

En caso de derrame limpiar la zona.

La electroforesis horizontal de agarosa se realiza por medio de un sistema compuesto
por un gel montado en una solucién Buffer, una cdmara y una fuente de poder con la que se
aplica una corriente eléctrica que provoca la migracion de las muestras cargadas a través del
gel de agarosa. Los &cidos nucleicos son moléculas con cargas negativas, por ello al aplicar

corriente eléctrica estos migraran desde el polo negativo hacia el polo positivo.

La porosidad del gel dependera de la cantidad de agarosa que se utilice, una alta
concentracion formard poros muy pequefios por los que solo podran migrar moléculas
pequefias, mientras que una concentracion muy baja de agarosa formara poros muy grandes,

ocasionando que la capacidad para separar moléculas no sea buena.

Al preparar el gel de agarosa se afiade bromuro de etido, es utilizado como agente intercalante
que se interpone entre las bases, este permite observar con ayuda de luz UV la altura a la que
han corrido las bandas en el gel. El colorante de Buffer de carga permite visualizar el avance
de las muestras y asi detener la corriente eléctrica de manera eficiente. La velocidad de
migracion de las moléculas en el gel es inversamente proporcional a su tamafio, esto quiere

decir que las moléculas de mayor tamafio tardaran mas en migrar que las moléculas de menor
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peso. Para observar los resultados de la corrida es necesario colocar el gel en un

fotodocumentador o una lampara de luz UV que permita tomar fotografias (Salazar,
Sandoval, Armendariz, 2016).

Pasos a sequir:

Para la preparacion de gel de agarosa al 1.5 %

>

>

Medir con una probeta 50 mL de Buffer TAE 1X.

En seguida pesar en la balanza analitica 0.75g de agarosa de grado molecular y
colocarla en un matraz junto a los 50 mL del Buffer TAE 1X. Una vez agregados, es
necesario agitar de manera circular para incorporar la agarosa al Buffer y evitar la
formacion de grumos grandes.

Para continuar, se deberé colocar el matraz dentro de un microondas para fundir e
integrar los restos de agarosa que se encuentren en las paredes del matraz,
inicialmente se deberdn aplicar 20 segundos y posteriormente agitar de manera
circular con mucho cuidado. Este paso se repetira hasta lograr observar en contra luz
que el contenido en el matraz no contenga cristales de agarosa, evitando que la mezcla
Ilegue a hervir.

Una vez sean eliminados los cristales se dejara enfriar un poco la mezcla para agregar

el bromuro de etidio y asi evitar la evaporacion de este reactivo.

Nota: EI bromuro de etidio, es un quimico altamente cancerigeno que deberd manipularse

con mucho cuidado y NO debera agregarse cuando la preparacion se encuentre en el proceso

de evaporacion para evitar dafios en la salud.

>

Preparacién de la cdmara de electroforesis: sus componentes son base para el gel,
calibrador, peine, tapadera con conexiones a polos negativo y positivo, base de la
camara y fuente de poder.

Se debera localizar la base de la camara para colocar dentro el calibrador y pueda ser
equilibrada. Posterior se tomara la base donde se formara el gel y pondra cinta
masking en los costados de modo que permita contener la mezcla de agarosa. Una
vez armada la base se situara dentro de la camara y con ayuda del calibrador sera

equilibrada.
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>

Inmediatamente después de que la mezcla dentro del matraz disminuya el proceso de
evaporacion, se tomaran 2 pL de bromuro de etidio sin tocar las paredes del recipiente
y se colocaran dentro del matraz dejandolo caer en la agarosa, en seguida se agitara

con precaucion.

Nota: Los residuos de bromuro de etidio deben ser tratados de manera especial, por lo que

la punta utilizada debera separarse en una bolsa especial para su desecho.

>

Una vez que se encuentre perfectamente incorporado el bromuro de etidio en la
agarosa, se colocara de manera suave y sin generar burbujas toda la preparacion en la
base previamente armada y completamente equilibrada.

Después de agregar toda la preparacion, se colocara el peine que ayudara a crear los
pocillos, se dejara reposar de 15 a 20 minutos para que la agarosa gelifique y se
obtengan los pocillos.

Transcurrido el tiempo, el gel se encontrara solidificado y con un color blanco opaco.
Es necesario verificar que se encuentre frio de la parte inferior para retirar el peine y
las cintas con mucho cuidado de no romper los pocillos formados.

Se colocara de nuevo el gel respetando la direccion de los pocillos en el polo negativo
de la camara y se agregard de manera suave el Buffer TAE 1X hasta sumergir
completamente el gel montado, es necesario cuidar que se cubra completamente.

Es importante establecer de manera escrita la organizacion del gel: la posicion del
marcador molecular y de las muestras.

Posteriormente el marcador molecular y las muestras se pasaran por centrifugacion
para tener los componentes homogenizados en cada microtubo.

Para continuar, se utilizara papel parafilm donde se colocaran gotas de Buffer de
carga para cada muestra. Primero se colocard una gota de agua destilada en una
superficie limpia y después se sellara el papel parafilm para que éste no se mueva.
Después se situaran 2 pL de Buffer de carga para el marcador molecular y para las
muestras de DNA se pondran 4 pL de Buffer de carga en orden sobre el papel
parafilm.

Una vez colocado el Buffer de carga, se tomaran 5 pL de marcador de peso molecular

y se colocaréa sobre la gota de Buffer de carga y se deberd homogenizar con ayuda de
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la micropipeta. Después se debera tomar todo el contenido homogenizado y con
mucho cuidado se cargara en el pocillo correspondiente en el gel sin crear burbujas y
evitando la perforacion.

Para el caso de las muestras de DNA, se tomaran 10 puL de muestras y se colocaran
sobre la gota del Buffer de carga con ayuda de la micropipeta se homogeniza para
después cargar en el siguiente pocillo con mucho cuidado. Repetir el paso anterior
hasta cargar todas las muestras.

Después de cargar el gel, se procedera a tapar la camara de electroforesis cuidando
que los polos queden de manera correcta, polo negativo del lado de los pocillos y polo
positivo del lado contrario al igual que las conexiones a la fuente de poder. El
siguiente paso sera programar la fuente de poder a 100 volts y un tiempo 30 minutos,
de modo que permitira indicar la opcidon de “iniciar la corrida” y en automatico se

podra observar un burbujeo dentro de la camara.

Nota: Es importante verificar que la migracion se realice de manera correcta hacia el polo

positivo durante la corrida.

>

Luego del tiempo programado se apagara la fuente de poder y se retirara la tapa de la
camara con mucho cuidado. En seguida se tomara el gel con todo y la base para
colocarlo sobre un papel.

Y el Buffer TAE 1X contenido en la camara se debera guardar en un frasco
previamente rotulado con mucho cuidado de no salpicar y derramar, la cdmara de
electroforesis y la tapadera se deberdn enjuagar con agua destilada y dejar secar.
Finalmente, para la visualizacion de los fragmentos en el gel sera necesario su
exposicion a un transiluminador o lAmpara UV.

Limpiar el area de trabajo e instrumentos de laboratorio utilizados.

Dejar las micropipetas a su maxima capacidad.
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A continuacion, indicar las cargas que se colocaran en cada pocillo del gel de agarosa:

Ubicacion de las cargas

Y U gy B S S B -

[ [2] 50 G Cs] fe (=] [=]

Pocillo 1:

Pocillo 2:

Pocillo 3:

Pocillo 4:

Pocillo 5:

Pocillo 6:

Pocillo 7:

Pocillo 8:

Cuestionario:

¢ Cual es el fundamento de la técnica?

Referencia consultada:

¢Por qué la electroforesis se realiza en concentraciones bajas de sales?

Referencia consultada:
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¢Por qué se utiliza un marcador de peso molecular?

Referencia consultada:

¢QuEé es 'y por qué se utiliza el bromuro de etidio?

Referencia consultada:

¢ Cual es la funcién del Buffer TAE 1X?

Referencia consultada:

Explicar la migracién en funcién de la carga:

Referencia consultada:
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Indicar en el esquema del gel la posicion y el tamafio de los fragmentos generados:

Ubicacion de los fragmentos

1 2 3 a4 5 6 7 8 Pocillo 1:

Pocillo 2:

Pocillo 3:

Pocillo 4:

Pocillo 5:

Pocillo 6:

Pocillo 7:

Pocillo 8:

¢Cuales son las aplicaciones de esta técnica?

Referencia consultada:

Discusion de resultados:

Redactar una conclusion general de la préactica:
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Sistema de evaluacion

Es requisito que todos los alumnos presenten su manual y un diagrama de flujo sencillo
elaborado de forma individual el dia de la sesion de laboratorio. Por otra parte, deberan
entregar la practica contestada una semana después de haber concluido las actividades. El
cumplimiento de estos factores se registrara en la lista de cotejo de la que dependera la
asignacion de una calificacion de la siguiente manera:

Actitudes: 20 %
Dominio tedrico: 40 %

Dominio préactico: 40 %

Lista de cotejo




Préctica 3: Cuantificacion de DNA con NanoDrop ™

Introduccion

La cuantificacion de DNA es una técnica importante para conocer la concentracion y
pureza del acido nucleico que se extrajo para el uso en otras aplicaciones. Puede realizarse
por distintos métodos, los mas utilizados son la espectrofotometria y la fluorometria (Salazar,

Sandoval y Armendariz, 2013).

La espectrofotometria describe el fundamento de atravesar un haz de luz en una solucion con
el objetivo de medir la intensidad que es absorbida, esto permite obtener la concentracion en
una solucién de un compuesto en especifico. Los espectrofotometros son instrumentos
especializado que proyectan el haz de luz, dentro de los més conocidos se encuentra el
NanoDrop™ que contiene métodos programados que facilitan la cuantificacién (Burbano
Rosero et al., 2017; Garcia, 2013).

Proposito especifico

Identificar, interpretar y dominar la técnica de cuantificacion de DNA con NanodDrop™

aplicando principios béasicos teéricos.
Criterios de desempefio

> Previo a la practica deberéas leer el procedimiento y elaborar un diagrama de flujo.
> Durante la préactica, aplicaras conocimientos précticos de dilucion y célculos que
permitan establecer la concentracion y pureza de DNA.

» Al finalizar la préctica, dejaras limpio y ordenado tu lugar de trabajo.
Resultados esperados

Serds competente para realizar la cuantificacion DNA, aplicando la técnica e interpretacion

de datos correctamente.

Desarrollo de la préactica

Esta actividad la realizarés formando un equipo de 5-6 personas.
Materiales necesarios para trabajar por equipo:

Guantes.
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DNA

Micropipeta

Puntillas

Equipo necesario:

NanoDrop™

Computadora

Por seguridad, considerar las siguientes recomendaciones:

Aplicar el uso correcto de NanoDrop™,

Verificar que los equipos estén conectados a reguladores.

Evitar el contacto de sustancias quimicas en piel y ojos.

La absorcion de liquidos con micropipeta se debe llevar de manera lenta.

No se expulsan a la fuerza los liquidos en micropipetas.

YV Vv VY ¥V VY V

En caso de derrame limpiar la zona.

Se reconoce que el DNA absorbe la luz ultravioleta en una longitud de onda de 260 nm,
por lo que el andlisis de una solucion que contiene DNA debe ser a esa longitud de onda por
medio de un espectrofotémetro y medir la absorbancia tomando en cuenta que cuanta mas
luz absorbe, mayor contenido de acido nucleico en la solucién (Burbano Rosero et al., 2017;

Salazar, Sandoval y Armendariz, 2013).

Del mismo modo, es necesario realizar una serie de calculos siguiendo la ley de Beer Lambert

que permiten obtener los resultados de concentracion (Bermudez-Jiménez et al., 2021).

Se establecio la siguiente formula para el calculo de la concentracion de los &cidos nucleicos:
pg/ul de AN = OD a 260 nm x Dilucién x constante / 1 000

En donde:

OD a 260 nm: absorbancia del acido nucleico a 260 nm de longitud de onda.

Dilucién: se indica la dilucion que se realizo.
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Constante: proveniente del valor tedrico de OD para cada acido nucleico: 50 para el DNA

(Salazar, Sandoval y Armendariz, 2013).

El espectrofotometro NanoDrop™ es el tipo de lector de fotos que se utiliza para la
cuantificacion de muestra de acidos nucleicos con alta precision, el instrumento esta
controlado por una computadora que contiene un software especial para la cuantificacion. Es
necesario calibrar para su uso, esto se realiza mediante la muestra blanco colocando de 1 a

2L de agua destilada en la parte inferior del pedestal.

Es importante limpiar de manera consecutiva después de cada muestra, asi como al inicio y

al final de su uso.

Para el correcto manejo de NanoDrop™ es necesario consultar el modelo e instrucciones
especificas: manejo de software, tipos de muestras, componentes, limpieza y

recomendaciones (Thermo Fisherscientific and Biosystems, 2017).
Pasos a sequir:
Inicio rapido para uso de NanoDrop™

> De doble click en el icono del escritorio de NanoDrop y seleccione la aplicacion para
iniciar el equipo.

> La opcion “Ass to report” ofrece el guardado automatico de todas las mediciones
realizadas, por lo que debe asegurarse que esta opcidn se encuentre seleccionada en
el panel izquierdo y asi generar un registro automatico.

» Establezca un Blanco usando un Buffer o agua destilada. Pipetee 1-2 pL del Blanco
en la parte inferior del pedestal, baje el brazo del aparato con mucho cuidado y

presione la tecla de “Blank™.

Nota: Para la solucion Blanco puede utilizarse el mismo Buffer en el que esta
suspendida/disuelta la molécula de interés. También puede utilizarse agua destilada como

Blanco.

Nota: Es importante que el brazo del aparato sea bajado para todas las mediciones incluyendo

las realizadas con cubetas.
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» Enseguida introduzca el ID de la muestra en el campo apropiado que muestra la
interfaz. Posteriormente pipetee 1-2 pL de la muestra, baje el pedestal superior y
presione Measure.

Nota: Es recomendable usar una alicuota fresca de la muestra para cada medicion.

Nota: Es importante que el brazo del aparato sea bajado para todas las mediciones incluyendo

las realizadas con cubetas.
Después de una medicion.

» Limpie ambos pedestales de medicion usando un trapo de laboratorio seco y libre de
pelusa, para prevenir la contaminacion de las muestras y evite la acumulacion de
residuos. El instrumento esta listo para la proxima muestra.

» Cuando se usa la opcion de la cubeta, remueva la cubeta, enjuague bien y seque entre

cada muestra.
Ciclo de Blanco.

Es recomendable que una alicuota de Blanco sea medida como si fuera otra muestra. Esto
para confirmar que el instrumento esté trabajando correctamente y que cualquier muestra

seca en el fondo a partir de mediciones anteriores no represente un problema.
Para correr el ciclo de Blanco realice lo siguiente:

» Cargue una alicuota del Blanco al pedestal de medicion mas bajo y baje el brazo de
toma de muestra en la posicién baja.

> Presione la tecla de “Blank” para almacenar el blanco de referencia.

> Analice una réplica fresca del Blanco como si fuera una muestra y seleccione
Measure. El resultado tiene que ser un espectro que no varie mas de 0.04 A (10mm
de absorbancia equivalente).

» Limpie el Blanco de ambas superficies del pedestal de mediciones y repita el proceso
hasta que el espectro sea menor a 0.04 A (10 mm de absorbancia equivalente).

Nota: No es necesario un Blanco entre cada muestra, es recomendable que un nuevo Blanco

sea tomado cada 30 minutos cuando se miden muchas muestras.
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Limpieza del pedestal.
» Agregue de 3-5 pL de agua destilada en el fondo del pedestal.

Nota: Nunca use un bote que ejerza presion para aplicar agua desionizada o algin otro
liquido en la superficie del instrumento.

> Baje el brazo del pedestal superior para formar una columna liquida; deje reposar por
2-3 minutos.

> Seque ambos pedestales con un trapo de laboratorio seco y libre de pelusa.

> La limpieza final de ambas superficies de medicion con agua destilada es

recomendada después de realizar la Gltima medicion.

Nota: El uso de detergentes o alcohol isopropilico no es recomendado para la limpieza de las
superficies del equipo. Si se usa una solucion para descontaminar es importante el uso de 3-

5 uL de agua destilada

» Observar la curva y anotar los valores arrojados de las lecturas de cada muestra.
» Limpiar el area de trabajo e instrumentos de laboratorio utilizados.

> Dejar las micropipetas a su maxima capacidad.

Tabla de valores obtenidos
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Dibujar la curva de la muestra observada en la interfaz del equipo

Realice los calculos correspondientes para obtener la concentracion de DNA

Cuestionario:

¢ Cuales son los métodos de cuantificacion mas utilizados?

Referencia consultada:
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¢ Cuadl es el fundamento de la espectrofotometria?

Referencia consultada:

¢A qué longitud de onda es la absorcién méxima de los acidos nucleicos?

Referencia consultada:

¢Qué ocurre cuando la muestra presenta una mayor absorbancia?

Referencia consultada:

¢Qué factores intervienen para obtener una buena concentracion de DNA?

Referencia consultada:
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¢Qué es y para que se utiliza una muestra Blanco?

Referencia consultada:

¢Para qué sirve medir la concentracion de DNA?

Referencia consultada:

Discusion de resultados:

Redactar una conclusion general de la practica:
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Sistema de evaluacion

Es requisito que todos los alumnos presenten su manual y un diagrama de flujo sencillo
elaborado de forma individual el dia de la sesion de laboratorio. Por otra parte, deberan
entregar la practica contestada una semana después de haber concluido las actividades. El
cumplimiento de estos factores se registrard en la lista de cotejo de la que dependera la

asignacion de una calificacion de la siguiente manera:
Actitudes: 20 %
Dominio teorico: 40 %

Dominio préactico: 40 %

Lista de cotejo




Préctica 4: Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Introduccion

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés: Polymerase
Chain Reaction) es una técnica desarrollada por el doctor Kary Mullis en 1986, con el
objetivo de generar muchas copias de fragmentos especificos de DNA. En la actualidad
existen distintos protocolos actualizados y equipos automatizados que facilitan su ejecucion
(lwasa y Marshall, 2018).

La técnica de PCR convencional permite la obtencién de un gran nimero de copias de
fragmentos especificos de DNA en poco tiempo y de manera sencilla, el procedimiento
consiste en 3 pasos: desnaturalizacion, ciclos de hibridacion y extension o elongacion final;
estos se programan y realizan con determinadas caracteristicas en equipos denominados
termocicladores convencionales. La PCR es una herramienta muy utilizada por las diversas
aplicaciones que ofrece en varias disciplinas, como la Biologia Molecular, Ingenieria

Genética y la medicina (Jimenez y Espino, 2013; Vazquez Conde, 2018).
Propdsito especifico

Identificar y dominar la técnica de PCR convencional aplicando los fundamentos tedricos y

practicos.
Criterios de desempefio

» Previo a la préctica deberas leer el procedimiento y elaborar un diagrama de flujo.
» Durante la préactica, realizaras los procedimientos descritos para preparar la muestra 'y
termociclador para ejecutar la PCR convencional.

> Al finalizar la practica, dejaras limpio y ordenado tu lugar de trabajo.
Resultados esperados

Seras competente para realizar la PCR convencional, aplicando conocimientos tedricos y

técnicos para su correcta ejecucion.
Desarrollo de la préactica

Esta actividad la realizaras formando un equipo de 5-6 personas.
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Materiales necesarios para trabajar por equipo:

Guantes libres de talco

Muestra de DNA

Tubos para PCR

Micropipetas

Puntillas

Gradillas

Reactivos:

Etanol 70 %

KIT/ 200pbs: DONGSHENG BIOTECH

TAQ MIX. Incluye:

TAQ DNA POLIMERASA, DNTP’S, Mg2S04,

BUFFER y AZUL DE BROMOFENOL.

AGUA LIBRE DE NUCLEASAS.

Equipo necesario:

Termociclador convencional

Campana

Por seguridad, considerar las siguientes recomendaciones:

>

Evitar el contacto de sustancias quimicas en piel y ojos.

La absorcion de liquidos con micropipeta se debe llevar de manera lenta.
No se expulsan a la fuerza los liquidos de la micropipeta.

En caso de derrame limpiar la zona.

Aplicar el uso correcto de campana.

Aplicar el uso correcto de termociclador.
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La técnica de PCR provee la capacidad de amplificar secuencias especificas de DNA a
partir de cantidades muy pequefias de una manera rapida, se encuentra fundamentada en el
mecanismo de replicacion. El proceso de PCR convencional estd conformado por los

siguientes pasos:

El primer paso es la desnaturalizacion, para ello el DNA es expuesto a una temperatura de

90 °C ocasionando la separacion de la doble cadena.

El segundo paso es la hibridacion, pequefios segmentos de DNA Ilamados primers o
cebadores se unen de manera complementaria a una seccion especifica de la secuencia,
marcando el inicio de la secuencia a amplificar esto sucede a una temperatura de entre 50 a
60 °C.

Finalmente, el tercer paso es la elongacion, en este la enzima polimerasa agrega nucleétido
por nucle6tido de manera complementaria después de los cebadores, generando una copia

exacta del segmento a una temperatura de 70 °C.

Los ciclos se repiten hasta obtener el nimero de copias necesarias, la técnica de PCR es
generada en un termociclador que permite controlar la actividad enzimatica (Clark y
Pazdernik, 2009; Salazar, Sandoval y Armendariz, 2016).

Pasos a seguir:

» Parainiciar es necesario hacer una limpieza de la superficies y paredes de la campana
con etanol a 70 % y sanitas, evitando la parte superior para no ocasionar un dafio.

» Una vez limpia la campana, se colocaran dentro los materiales necesarios como son
las micropipetas, puntillas, gradilla, tubos y guantes. Enseguida se activa la luz UV
durante 20 minutos, esta ayudara a mantener estéril lacampana. Recodar que mientras
se encuentre encendida la luz UV es necesario retirarse del lugar debido a que esta
podria causar dafios en la salud.

» Pasados los 20 minutos se realizara la mezcla de la reaccion, es importante mencionar
que cada Kit de PCR contiene un instructivo que describe las especificaciones de los
reactivos y los volimenes que se deben agregar para la reaccion. Y de este modo

obtener las concentraciones necesarias.
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» Ajustar la micropipeta al volumen deseado (consultarlo en la hoja de instrucciones
del KIT 200pbs: DONGSHENG BIOTECH) para tomar del Master Mix vy se
colocara en un tubo para PCR.

» Enseguida se agregaran los primes, primero se tomara 1 pL del primer forward y se
colocara en el tubo que contiene la mezcla, después se agregara 1 pL del primer

reverse.

Nota: Se debera tener mucho cuidado de que las puntas que se utilizan para pipetear NO

toquen ninguna superficie. Si esto ocurre se debera desechar y utilizar una nueva puntilla.

» Para continuar, se ajustara la micropipeta a 5 puL para tomar de la muestra de DNA 'y

se colocara en el tubo con los componentes antes ya agregados.

Nota: Es importante que todos los reactivos y la muestra se mantengan a la temperatura

correspondiente antes y después de ser utilizados.

> Por ultimo, se agregaran 3.5 pL de agua de grado molecular para completar la
reaccion. Al colocar el volumen es importante mezclar con ayuda de la micropipeta
al absorber y expulsar varias veces el volumen de modo que permita la
homogenizacién de los componentes de la reaccion.

> Después de preparar la reaccion se conecta el termociclador convencional a un
regulador y posteriormente se enciende. En la parte superior se ubica el apartado de
los orificios donde se colocaran los tubos para PCR, una vez sean colocadas las
muestras en su posicion se cierra el equipo.

» El'monitor del termociclador presenta distintas funciones, una de ellas es elaborar un
programa en el equipo, de modo que este se encargue de seguir los pasos establecidos
una vez sea sefialada la funcién “correr programa”.

» Por lo que la programacién del equipo sera de la siguiente manera:

1. Desnaturalizacion inicial a una temperatura de 95 °C por 5 minutos.

2. Amplificacion con 30 ciclos, cada ciclo serd conformado por los procesos de
desnaturalizacion a una temperatura de 94 °C por 1 minuto, de alineamiento a una
temperatura de 55 °C durante 1 minuto y de elongacién a una temperatura de 72 °C
por 2 minutos.

3. Extension final, la cual se llevara a cabo a una temperatura de 72 °C por 5 minutos.
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» Unavez que el termociclador realice completamente la programacion establecida, los
productos pueden ser retirados para la realizacion de la electroforesis o el
almacenamiento en congelacion.

» Finalmente se apaga y desconecta el equipo de PCR.

» Limpiar el area de trabajo e instrumentos de laboratorio utilizados.

> Dejar las micropipetas a su maxima capacidad.
Cuestionario:

¢Cual es el fundamento de PCR?

Referencia consultada:

¢Qué diferencia existe entre la PCR convencional y la PCR en tiempo real?

Referencia consultada:

¢ Qué elementos quimicos son necesarios?

Referencia consultada:
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¢Cual es la funcion de la Polimerasa?

Referencia consultada:

Describir la funcién de los Primers Forward y Reverse:

Referencia consultada:

¢ Qué sucede en la fase de desnaturalizaciéon?

Referencia consultada:

¢ Qué sucede en la fase de alineacion?
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Referencia consultada:

¢ Qué sucede en la fase de elongacion?

Referencia consultada:

¢COmo se analiza el producto de amplificacion?

Referencia consultada:

Describir las aplicaciones de la PCR:

Referencia consultada:
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Discusion de resultados:

Redactar una conclusion general de la préactica:

Sistema de evaluacion

Es requisito que todos los alumnos presenten su manual y un diagrama de flujo sencillo
elaborado de forma individual el dia de la sesién de laboratorio. Por otra parte, deberan
entregar la practica contestada una semana después de haber concluido las actividades. El
cumplimiento de estos factores se registrard en la lista de cotejo de la que dependera la

asignacién de una calificacion de la siguiente manera:
Actitudes: 20 %
Dominio tedrico: 40 %

Dominio préactico: 40 %
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Lista de cotejo




Préctica 5: Enzimas de restriccion: Fragmentos de Restriccion de Longitud
Polimorfica (RFLP)

Introduccion

El descubrimiento de las enzimas de restriccion ha traido consigo una revolucion para
el campo de la Biologia Molecular y la Ingenieria Genética, ya que gracias a la
caracterizacion, aislamiento y regulacion de los diferentes tipos de enzimas han surgido
nuevas metodologias. Entre las que destacan la clonacion para la obtencion de DNA
recombinante, produccién de proteinas recombinantes, estudio de polimorfismos, mapas de

restriccion, generacion de organismos transgénicos y secuenciacion de genomas.

La innovacion de las enzimas de restriccion facilito el estudio de DNA, ahora es posible
seccionar moléculas grandes de DNA y separarlas en fragmentos para un mejor analisis y

aprovechamiento en la industria (Salazar, Sandoval y Armendariz, 2016).
Propdsito especifico

Identificar el uso de enzimas de restriccion en la técnica de RFLP aplicando fundamentos

tedricos y practicos.
Criterios de desempefio

» Previo a la préactica deberas leer el procedimiento y elaborar un diagrama de flujo.

» Durante la préactica, reconoceras el uso de enzimas de restriccion para el desarrollo de
la técnica de RFLP.

> Al finalizar la practica, dejaras limpio y ordenado tu lugar de trabajo.

Resultados esperados

Seras competente para la identificacion y aplicacion de enzimas de restriccion en la técnica

de RFLP, asi como la interpretacion de resultados.

46



Desarrollo de la préactica

Esta actividad la realizaras formando un equipo de 5-6 personas.
Materiales necesarios para trabajar por equipo:

Guantes

Productos de PCR (cepas de Saccharomyces cerevisiae)
Agua de grado molecular

Microtubos

Micropipetas

Puntillas

Reactivos:

Enzima de Restriccion Hha I, Hae 111 y Hinf I (Invitrogen)
Buffer de la Enzima

Equipo necesario:

Incubadora

Microcentrifuga

Por seguridad, considerar las siguientes recomendaciones:

> Evitar el contacto de sustancias quimicas en piel y 0jos.

> Laabsorcion de liquidos con micropipeta se debe llevar de manera lenta.

> No se expulsan a la fuerza los liquidos de la micropipeta.
» En caso de derrame limpiar la zona.

> Aplicar el uso correcto de los instrumentos de laboratorio.

La selectividad de las enzimas las vuelve de gran utilidad como herramientas

primordiales en la Ingenieria Genética, ya que cada enzima de restriccion contiene una

secuencia de reconocimiento particular por lo que son organizadas por tipos segun el sitio de

escision que presente. Entre sus usos mas comunes estan:
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Los Fragmentos de restriccion de longitud polimorfica (RFLP): ya que las enzimas de
restriccion cortan en lugares especificos, si un organismo tiene una mutacion genética en
alguno de los sitios de restriccion, las enzimas no cortaran ese lugar resultando en un patrén

de corte distinto, esto ayuda a observar diferencias entre individuos de una misma especie.

El método de PCR-RFLP es una técnica que esta compuesta por la combinacion de distintos
métodos moleculares basicos. Primero se debe realizar una amplificacion del gen de interés
mediante la PCR y posteriormente se realiza la digestion (o corte en fragmentos) del producto
amplificado por medio de enzimas de restriccion. Y finalmente se realiza una electroforesis
para la visualizacion de los fragmentos generados por las enzimas de restriccion (Clark y
Pazdernik, 2009; National Human Genome Research Institute y Pavan, 2020).

Pasos a sequir:

» Previamente se realiz6 una PCR con las cepas de Saccharomyces cerevisiae para la

obtencion de los productos.

Nota: Las condiciones necesarias para la PCR se encuentran descritas por Segura et al.
(2010).

> Una vez realizada la PCR los productos se utilizaran sin una purificacion adicional.
» Se tomaran alicuotas de 7 pL de los productos de PCR y se colocaran en un

microtubo. Para continuar agregar el volumen indicado de agua de grado molecular.
Nota: Todos los microtubos deberan estar previamente rotulados.

» Enseguida se tomaran 25 pL de la enzima de restriccion y se colocaran en el

microtubo.

Nota: Los reactivos se deberan homogeneizar y colocar en hielo para mantener las
temperaturas correctas. Los volimenes necesarios para la reaccion de las enzimas de

restriccion son diferentes segun el fabricante.

» Una vez que todos los componentes se encuentren en el microtubo, se llevara a la
microcentrifuga durante 5 segundos para integrar todos los componentes de la
reaccion.

> Una vez realizada la reaccion se incubara a 37 °C durante 2 horas.
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>

>

Transcurrido el tiempo de incubacién, los productos de restriccion se analizaran por
electroforesis horizontal en geles de agarosa al 3 %, con las siguientes condiciones:
con un marcador de peso molecular de 100 pb, la corrida serd a 120 V por 80 min, en
Buffer TAE 1X y aplicar bromuro de etidio para tefiir el gel.

Finalmente usar fotodocumentador para observar las bandas generadas.

Limpiar el area de trabajo e instrumentos de laboratorio utilizados.

Dejar las micropipetas a su maxima capacidad.

Cuestionario:

¢ Cuantos tipos de enzimas de restriccion hay?

Referencia consultada:

¢De donde son aisladas las enzimas de restriccion?

Referencia consultada:

Describir las aplicaciones de las enzimas de restriccion:
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Referencia consultada:

¢Cudles son las condiciones de almacenamiento y conservacién que deben de tener las

enzimas de restriccion?

Referencia consultada:

Mencionar 5 enzimas de restriccion de uso comun en aplicaciones biotecnoldgicas:

Enzima: Organismo de origen: Secuencia de reconocimiento:

Referencia consultada:
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Insertar una fotografia del gel con las bandas generadas por las enzimas de restriccion y

sefiala el peso de cada una

Discusion de resultados:

Redactar una conclusion general de la practica:
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Sistema de evaluacion

Es requisito que todos los alumnos presenten su manual y un diagrama de flujo sencillo
elaborado de forma individual el dia de la sesion de laboratorio. Por otra parte, deberan
entregar la practica contestada una semana después de haber concluido las actividades. El
cumplimiento de estos factores se registrara en la lista de cotejo de la que dependera la

asignacion de una calificacion de la siguiente manera:
Actitudes: 20 %
Dominio teorico: 40 %

Dominio préactico: 40 %

Lista de cotejo




Practica 6: Clonacion de DNA

Introduccion

La clonaciéon molecular o genética, se refiere al conjunto de técnicas utilizadas para
generar copias genéticamente idénticas de DNA, células u organismos con DNA
recombinante, esto se logra al aislar un fragmento de DNA, que a su vez es vinculado en un
vector que permita trasferir esta informacion a células huésped. Por lo que es necesario que
el vector contenga secuencias que permitan replicarse dentro de la célula huésped. Una vez
el segmento de DNA esté& dentro de una bacteria, se replica junto con el DNA bacteriano (o
viral). EI nimero de moléculas de DNA recombinante aumenta en proporcién al nimero de
células bacterianas (o viral) que se forman. De esta manera se forman millones de copias del

DNA en un periodo corto.

Esta tecnologia surgié a partir de la necesidad de obtener grandes cantidades de un gen, para
analizar la secuencia de nucleotidos, estudiar sus mutaciones, analizar su funcion y la
modificacion genética de un organismo para un beneficio (Iwasa y Marshall, 2018; Mader y
Windelspecht, 2019).

Propdsito especifico

Reconocer y desarrollar la etapa de ligacién que compone la clonacién de DNA, aplicando

los principios teoricos y practicos.
Criterios de desempefio

» Previo a la préactica deberas leer el procedimiento y elaborar un diagrama de flujo.
> Durante la practica, seguiras las instrucciones descritas para realizar la ligacion entre
el inserto y el vector para la clonacién de DNA.

» Al finalizar la préctica, dejaras limpio y ordenado tu lugar de trabajo.
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Resultados esperados

Seras competente para describir y realizar el procedimiento de clonacién molecular de

manera eficiente.

Desarrollo de la practica

Esta actividad la realizaras formando un equipo de 5-6 personas.

Materiales necesarios para trabajar por equipo:

Guantes

Vector

Inserto (DNA)

Micropipetas

Puntillas

Microtubos

Reactivos:

Buffer del kit

Enzima ligasa

Agua libre de nuleasas

Contenedor con hielo

Equipo necesario:

Incubadora

Por seguridad, considerar las siguientes recomendaciones:

>

Evitar el contacto de sustancias quimicas en piel y ojos.

La absorcion de liquidos con micropipeta se debe llevar de manera lenta.

No se expulsan a la fuerza los liquidos de la micropipeta.

En caso de derrame limpiar la zona.
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> Aplicar el uso correcto de centrifuga.

Para lograr el DNA recombinante es necesario la transformacion celular, es decir, que
el material genético se incorpore para que se replique, transcriba y traduzca aprovechando la

maquinaria enzimatica de la célula huésped. Para ello, se involucran los siguientes pasos:

Preparacion del vector de clonacion: Sera el vehiculo con el que se podréa regular el gen que

se desea clonar, existen varios tipos, entre ellos, los plasmidos.

Preparacion del inserto: Es el gen que se desea insertar en el vector de clonacién, este debe

ser aislado y purificado.

Ligacién: En este paso, se uniran el vector y el inserto gracias a la actividad de enzimas que

“ligan/pegan” los extremos de ambos.
Transformacién: El vector recombinante serd introducido a la célula del hospedero.

Seleccion: En esta etapa se deben escoger a las células que fueron transformadas de las que
no, para ello existen varias técnicas, por ejemplo, seleccion por color de colonias: azul y

blanco (Salazar, Sandoval y Armendériz, 2016).
Pasos a seguir:

Previamente, se eligioé un vector con caracteristicas especificas que ayuden en la clonacion
del DNA de interés.

Se realiz6 una digestion del inserto de interés con enzimas de restriccion especificas para la

obtencion de éste, tipo de enzimas son funcionales para el vector.

» Para comenzar con la clonacion es necesario calcular la cantidad apropiada del DNA

inserto esto se realiza de la siguiente manera:

(Concentracion en ng del vector)*(tamafio en kb del inserto)

= Relacién molar inserto: vector
(tamario en kb del vector)
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>

Se recomienda optimizar esta relacion molar inserto: vector desde 3:1 o bien 1:1,

posteriormente se deberd preparar la reaccién de ligacion.

Reaccion de ligacion

>
>

>

Nota:

Para iniciar, pipetear el volumen del inserto y afiadir en un microtubo.
Enseguida, también se afiadira al microtubo el vector.
Para continuar se deberan pipetear los volimenes de Buffer, enzima ligasa y agua libre

nucleasas que sefiala el instructivo del Kit.

Es importante mantener los reactivos en el contenedor con hielo, esto con el fin de

evitar modificacion en su efectividad.

Nota: Al colocar los voliumenes deseados se debera pipetear suavemente.

>

Posteriormente, la reaccion se debera incubar durante 1 hora a temperatura ambiente

o toda la noche a 4 °C.

Este es el procediendo que se debe realizar para lograr la ligacion entre el vector y el inserto,

los siguientes pasos son la transformacion y seleccion. A continuacion, para complementar

la practica se describen de manera tedrica algunas consideraciones importantes que se deben

tomar en cuenta para su realizacion.

Transformacion

En este procesd las bacterias competentes adquieren el DNA

>

Una consideracion importante es el cuidado de las bacterias competentes, que deberan
estar congeladas a una temperatura de -80 °C mientras no se usen.

La preparacion con la reaccion de ligacion y las células competentes se deberan hacer
de manera suave, para permitir la mezcla del plasmido con las células competentes.
Este procedimiento también incluye la realizacion de un choque térmico, es importante
realizarlo de manera adecuada para lograr un buen resultado.

Limpiar el area de trabajo e instrumentos de laboratorio utilizados.

Dejar las micropipetas a su maxima capacidad.

Cuestionario:
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¢ Cual es el fundamento de la clonacién?

Referencia consultada:

¢En cuantas etapas esta dividida la metodologia tradicional de la clonacion de DNA?

(explicar brevemente cada etapa)

Referencia consultada:

¢ Qué es un vector de clonacién?
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Referencia consultada:

¢ Cudles son los 3 componentes esenciales de un vector de clonacién?

Referencia consultada:;

¢ Cuales son los vectores de clonacion mas utilizados?

Referencia consultada:

Describe las caracteristicas de los Plasmidos y Bacteriéfagos o fagos:

Referencia consultada:
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¢Cuadl es la bacteria mas utilizada como hospedera del vector? ;Por qué?

Referencia consultada:

Describir las aplicaciones de la clonacion en la industria:

Referencia consultada:

Discusion de resultados:
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Redactar una conclusion general de la practica:

Sistema de evaluacion

Es requisito que todos los alumnos presenten su manual y un diagrama de flujo sencillo
elaborado de forma individual el dia de la sesién de laboratorio. Por otra parte, deberan
entregar la practica contestada una semana después de haber concluido las actividades. El
cumplimiento de estos factores se registrard en la lista de cotejo de la que dependera la

asignacion de una calificacion de la siguiente manera:
Actitudes: 20 %
Dominio teorico: 40 %

Dominio préactico: 40 %

Lista de cotejo




Practica 7: Preparacion de muestras para secuenciacion en lllumina®

Introduccion

La secuenciacion del DNA es una técnica utilizada para determinar el orden de los
nucledtidos en un segmento de DNA, tiene sus principios en la década de 1970 con métodos
manuales. En la actualidad se han desarrollado nuevos métodos tecnoldgicos que han
permitido su optimizacion. El uso de nuevas tecnologias de secuenciacion ofrece la ventaja
de secuenciar gran cantidad de segmentos de DNA de forma masiva y en paralelo, en un
menor tiempo y a un menor costo (Mader y Windelspecht, 2019; Rubio et al., 2020).

El método de secuenciacion por Illumina® es uno de los mas basicos y utilizados. El proceso
general estd compuesto por: la amplificacion de los fragmentos de DNA para la generacion
del claster y la deteccion de bases en la secuenciacion a través de etiquetas fluorescentes.
Esta tecnologia es aplicable para secuenciar el DNA de cualquier organismo, en regiones

especificas o en el genoma completo a través de distintos métodos.

La preparacion de bibliotecas es esencial para una secuenciacion correcta, por lo que, se han
desarrollado distintos Kits que permitan la preparacion de las bibliotecas de manera efectiva
(Rubio et al., 2020; illumina, 2021).

Propdsito especifico

Identificar los procedimientos de preparacion de muestras para la secuenciacion en
[llumina® aplicando los fundamentos.

Criterios de desempefio

» Previo a la préctica deberas leer el procedimiento y elaborar un diagrama de flujo.
» Durante la practica, realizards las instrucciones descritas para la preparacion de
muestras para el equipo de lllumina®.

» Al finalizar la préctica, dejaras limpio y ordenado tu lugar de trabajo.
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Resultados esperados

Seras competente para describir y realizar la preparacion de muestras para la secuenciacion

en lllumina®.

Desarrollo de la practica

Esta actividad la realizaras formando un equipo de 5-6 personas.
Materiales necesarios para trabajar por equipo:
Guantes

Muestra DNA

Micropipeta

Puntillas

Contenedor con hielo

Microtubos

Reactivos:

Master Mix de fragmentacion

Fragmentasa de dsDNA

EDTA

Equipo necesario:

Termociclador

Vortex

Microcentrifuga
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Por seguridad, considerar las siguientes recomendaciones:

> Evitar el contacto de sustancias quimicas en piel y 0jos.

» Laabsorcion de liquidos con micropipeta se debe llevar de manera lenta.
> No se expulsan a la fuerza los liquidos de la micropipeta.

> En caso de derrame limpiar la zona.

> Aplicar el uso correcto de los instrumentos de laboratorio.

El flujo de trabajo de secuenciacion de Illumina® se puede dividir en cuatro procesos
independientes: 1. Preparacion de bibliotecas, 2. Generacién de grupos, 3. Secuenciacion, 4.

Andlisis de datos.

En esta ocasidn se describira el proceso de preparacion de bibliotecas, el cual consiste en la
obtencidn de fragmentos cortos de DNA con un tamafio adecuado y la adicion de adaptadores
con sitios de union a la celda de flujo y del cebador de secuenciacion. Dicho proceso puede
realizarse por medio de la sonicacion o bien, de manera enzimatica. Una vez fragmentado el

DNA, se seleccionan aquellas hebras de un rango de tamafio especifico.

El proceso de preparacion de bibliotecas suele incluir estos pasos: establecer el tipo de
muestra ARN o DNA gendmico, fragmentacién, adaptadores y biblioteca de secuenciacion
(illumina, 2021; Jauk, 2019).

Pasos a seguir:

» Para la preparacion de bibliotecas es importante seleccionar un Kit de preparacion de
bibliotecas apropiado para la aplicacién deseada.
» Precaliente el termociclador a 37 °C.

» A continuacion, prepare el Master Mix de fragmentacion.
Nota: Mantenga todos los reactivos en hielo.

Asegurese de que la enzima se mezcle bien en vortex antes de su uso.
Pipetee el volumen requerido de fragmentasa de dsDNA.
Agregue la fragmentasa de dsDNA a su muestra de DNA.

Regrese el tubo de reaccion en hielo.

vV VvV VY V V

Pipetee el volumen requerido de Buffer de reaccion de fragmentasa 10x v2.
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Agregue el Buffer de reaccion de fragmentasa 10x v2 a su muestra de DNA.
Mezcle la preparacion del Master Mix de fragmentacidn en vortex y centrifugue.
Trabajar sobre hielo o sobre un bloque frio.

vV V V V¥V

Agregue 4 pL de Master Mix de fragmentacion en cada microtubo, aplique vortex y
centrifugar.

Devuelva el tubo de reaccion en hielo o en un bloque frio.

Coloque las muestras en el termociclador e incube a 37 °C durante 30 minutos.
Retirar las muestras del termociclador e inmediatamente colocar de nuevo en hielo.

Agregue 5 pL EDTA en la Mix para detener la reaccion.

vV Vv Y V V

Proceda inmediatamente a la purificacion posterior a la fragmentacion.
Nota: Los volumenes necesarios dependeran a la Kit que se eligio.

Nota: Los métodos de cuantificacion de bibliotecas pueden variar segln el Kit de preparacion

de bibliotecas seleccionado.

> Limpiar el area de trabajo e instrumentos de laboratorio utilizados.

> Dejar las micropipetas a su maxima capacidad.
Cuestionario

¢Qué es la Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS)?

Referencia consultada:

¢ Cuéles son los beneficios de la secuenciacion de DNA con Illumina®?

64




Referencia consultada:

Describir de manera breve los siguientes métodos de secuenciacion de DNA con illuminae:

1. Secuenciacion del genoma completo 2. Secuenciacion de metilacion 3. Secuenciacion

dirigida 4. Secuenciacién de chips 5. Secuenciacion microbiana

Referencia consultada:

¢ Cuales son los beneficios y aplicaciones de la secuenciacion agricola?

Referencia consultada:
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Describir los componentes de los fragmentos para la generacién de librerias:

Referencia consultada:

¢Cual es el tamafio de los fragmentos recomendado para la generacion de librerias en la

secuenciacion con illumina®? Explicar ¢Por que?

Referencia consultada:

Discusion de resultados:

Redactar una conclusion general de la practica:
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Sistema de evaluacion

Es requisito que todos los alumnos presenten su manual y un diagrama de flujo sencillo
elaborado de forma individual el dia de la sesion de laboratorio. Por otra parte, deberan
entregar la practica contestada una semana después de haber concluido las actividades. El
cumplimiento de estos factores se registrara en la lista de cotejo de la que dependera la
asignacion de una calificacion de la siguiente manera:

Actitudes: 20 %
Dominio tedrico: 40 %

Dominio préctico: 40 %

Lista de cotejo




Practica 8: Técnica de Western Blot

Introduccion

La transferencia Western es una técnica utilizada para la deteccion y caracterizacion
de proteinas. La aplicacion de esta metodologia ofrece resultados semicuantitativos y
cuantitativos de la proteina a partir de muestras biologicas simples o complejas. Su
fundamento se basa en la separacion de proteinas de acuerdo a su carga y peso molecular en
geles y su posterior transferencia a una membrana sélida en la que un anticuerpo especifico

detecte la proteina de interés.

La técnica de Western Blot esta compuesta por los siguientes pasos generales: preparacion
de muestras, separacion por tamafio en gel de poliacrilamida de SDS, transferencia a un
soporte solido, marcacion de la proteina diana utilizando un anticuerpo y analisis de las

bandas generadas (Heda et al., 2020; Mishra, Tiwari y Gomes, 2017).

Para lograr resultados correctos y reproducibilidad de la técnica, es importante aplicar cada
paso de manera adecuada, por lo que, en la presenta préctica se describira el método de

preparacion de muestras.
Proposito especifico

Identificar y desarrollar el proceso de preparacion de muestra de proteinas para la técnica de
Western Blot.

Criterios de desempefio

> Previo a la practica deberéas leer el procedimiento y elaborar un diagrama de flujo.
» Durante la practica, realizaras el procedimiento quimico para una correcta preparacion
de muestra para la técnica Western Blot.

» Al finalizar la préctica, dejaras limpio y ordenado tu lugar de trabajo.
Resultados esperados

Seras competente para realizar la preparacion de muestras para la técnica de Western Blot,

aplicando conocimientos teoricos y técnicos para su correcta ejecucion.

Desarrollo de la préactica
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Esta actividad la realizaras formando un equipo de 5-6 personas.
Materiales necesarios para trabajar por equipo:

Buffer de lisis

Buffer de muestra: SDS y beta-mercaptoetanol o ditiotreitol
Coctel inhibidor de fosfatasa y proteasa

Equipo necesario:

Centrifuga

Contenedor con hielo

Por seguridad, considerar las siguientes recomendaciones:

> Evitar el contacto de sustancias quimicas en piel y 0jos.

> Laabsorcion de liquidos con micropipeta se debe llevar de manera lenta.
> No se expulsan a la fuerza los liquidos de la micropipeta.

> En caso de derrame limpiar la zona.

> Aplicar el uso correcto de los instrumentos de laboratorio.

La preparacion eficaz de la muestra es un paso que no es tomado con relevancia en la
técnica de transferencias de Western provocando resultados erréneos y fallas en la
reproducibilidad del método. Por lo que, una eficiente extraccion y purificacion de proteinas
es primordial para evitar este tipo de errores.

Dentro de los factores que se deben considerar para la preparacion de muestra se encuentra
el seleccionar un método de homogenizacion adecuado que permita la liberacion del
contenido intracelular mediante la rotura de las membranas celulares, asi como elegir un
Buffer de lisis éptimo para facilitar la adecuada solubilizacion de proteinas y prevenir la
degradacion. Una vez que se prepare el lisado y la homogenizacion de la muestra, se podra

realizar la separacion segun su tamario por electroforesis en gel de poliacrilamida SDS.

Es importante sefialar que una vez que se tenga preparada la muestra de proteinas, ésta se

debera conservar en temperaturas optimas hasta su uso y someterse a la menor manipulacion
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posible para minimizar la degradacion de proteinas (Bass et al., 2017; Mishra, Tiwari y
Gomes, 2017).

Pasos a seguir:
Preparacion de muestra por método quimico

Nota: La eleccion del método de preparacion quimico o fisico dependera del tipo de muestra
de partida, la localizacion subcelular de la proteina y de las condiciones Optimas que requiera

el anticuerpo.

» Tomar el volumen deseado de la muestra de partida y colocar en un microtubo
previamente rotulado.
> Enseguida pipetear el volumen de Buffer de lisis y agregar al microtubo con la

muestra.

Nota: La eleccion del Buffer de lisis, depende en parte de la localizacion de la proteina de
interés dentro de la célula: citoplasmatica, unida a la membrana, dentro de organulos

celulares, etc.

» Centrifugar a 4 °C teniendo en cuenta que la fuerza de centrifugacién y el tiempo
varian en funcion del tipo de muestra.
» Colocar los tubos en hielo y recolectar el sobrenadante en microtubos previamente

enfriados y rotulados, descartando el pellet.

Nota: es importante mantener siempre la muestra a una temperatura 4 °C para evitar la

degradacion de proteinas.
Preparacion de la muestra para carga en gel:
> Proteinas desnaturalizadas

Nota: Con el objetivo de que los anticuerpos tengan una mayor afinidad se realiza la

desnaturalizacion de la proteina.

» Tomar el volumen deseado de Buffer de carga y agregar a la muestra. Posteriormente,
colocar la mezcla a una temperatura 100 °C durante 5 minutos.

» Limpiar el area de trabajo e instrumentos de laboratorio utilizados.

70



» Dejar las micropipetas a su maxima capacidad.
Cuestionario

¢ Cual es el fundamento técnico de Western Blot?

Referencia consultada:

Describir de manera breve el proceso de la técnica de Western Blot:

Referencia consultada:

¢Por qué es importante la preparacion de muestra en la técnica de Western Blot?
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Referencia consultada:

¢Por qué la preparacion de muestra se debe realizar en una temperatura de 4 °C?

Referencia consultada:

¢Por qué en algunos casos la muestra de proteina se debe desnaturalizar?

Referencia consultada:

Describir las aplicaciones de la técnica de Western Blot:
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Referencia consultada:

Discusion de resultados:

Redactar una conclusion general de la practica:

Sistema de evaluacion:

Es requisito que todos los alumnos presenten su manual y un diagrama de flujo sencillo
elaborado de forma individual el dia de la sesién de laboratorio. Por otra parte, deberan
entregar la practica contestada una semana después de haber concluido las actividades. El
cumplimiento de estos factores se registrard en la lista de cotejo de la que dependera la

asignacion de una calificacion de la siguiente manera:
Actitudes: 20 %

Dominio tedrico: 40 %

Dominio préactico: 40 %
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Lista de cotejo
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