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Introduccion al laboratorio:

En el desarrollo de las practicas se busca la familiarizacion metodoldgica con las técnicas basicas
utilizadas en la Biologia Celular y Molecular. Por seguridad para los usuarios, los materiales y equipos se
mantendran en el laboratorio.

La evaluacion de las practicas se realizard con los siguientes criterios
- Asistencia (menos del 80%, no tiene derecho a la evaluacion ordinaria)

- Reporte resumido que contenga el titulo de la practica, una breve introduccién (uno o dos parrafos),
antecedentes (informacidn tedrica de la practica en uno o dos parrafos), objetivo, descripcion de
materiales y métodos, resultados (uno o dos parrafos), discusidn (recuerde en esta seccién se compara
la informacion de lo esperado de acuerdo a la informacién tedrica contra lo obtenido), conclusidon (sdlo
se resalta el conocimiento obtenido con la practica). Finalmente una autoevaluacién con base en los
criterios que se describen en la siguiente liga.

CRITERIOS DE AUTOEVALUACION EN EL DESARROLLO DE HABILIDADES PRACTICAS

Este reporte se entregara mediante la plataforma Blackboard

Entrega de la libreta de laboratorio (en dos ocasiones en el semestre, a mediados de septiembre y al
final del curso el 29 o 30 de noviembre, segun corresponda). La libreta de laboratorio se evaluara de
acuerdo a los criterios que se describen en la siguiente liga.

http://peces.ens.uabc.mx/bcym/practica/libreta.html
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Reglamento de Laboratorio

—
Consideraciones generales
El trabajo en los laboratorios relacionados con las areas de Ecologia Molecular y Biotecnologia, estan

asociados con diferentes tipos de riesgos, que los podemos categorizar en:
Peligros para las personas que trabajan en el laboratorio.

Peligros para la salud de otras personas, asi como riesgos para el ambiente, producidos por las
actividades que se realizan.

Riegos en el manejo de los materiales y equipos utilizados.

Por lo tanto es necesario tener una serie de precauciones para garantizar la reproducibilidad de los
resultados.

NORMAS DE TRABAJO

Es Obligatorio
o En el laboratorio utilizar en todo momento: bata, guantes y zapato cerrado.
o Lavarse las manos antes y después del trabajo en el laboratorio.

o Mantener en funcionamiento el aire acondicionado a la temperatura indicada por el encargado del
laboratorio (esto tiene como objetivo mantener en buenas condiciones el equipo de trabajo en
condiciones de temperatura extrema).

o Mantener limpia el area de trabajo y material que se utilice.

o Siutiliza equipos, materiales de uso delicado y reactivos, es responsabilidad del usuario leer
manuales o consultar sobre su funcionamiento.

o Muchos de los reactivos que se emplean son sensibles a la luz o temperatura y peligrosos para la
salud humana (mutagénicos o carcinogénicos), por lo que se debe estudiar las fichas técnicas donde se
sefalan las propiedades quimicas y fisicas de los mismos asi como su manejo y los riesgos para la salud.
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o Cuidar los reactivos y trabajar con alicuotas independientes.
o Respetar las bitdcoras, los cronogramas de actividades y los registros de uso de los aparatos.

o Notificar cualquier desperfecto del equipo e informar al responsable del laboratorio cuando los
reactivos estan por terminarse.

o Mantener en buen estado los reactivos, soluciones y los espacios de trabajo asignados.

o Todo el material debera ser lavado con jabdén enzimatico, posteriormente debera enjuagarse con
abundante agua destilada.

o Etiguete las muestras, reactivos y soluciones adecuadamente, indicando la siguiente informacidn:
Muestras

Nombre del responsable

Fecha

Origen y detalle del contenido de la muestra
Soluciones

Nombre del responsable

Fecha

Nombre de la solucién, indicando los componentes y la concentracion
Reactivos

Fecha en que se recibié y fecha de apertura

En caso de que pierda la etiqueta original, rotular el reactivo.

DE LOS CONGELADORES Y REFRIGERADORES SE ELIMINARA TODO LO QUE NO CUMPLA LA
REGLAMENTACION

Es responsabilidad de cada uno de los usuarios el disponer adecuadamente los desechos tdxicos,
mediante la asignacion de contenedores especificos.
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Nota: es importante esterilizar el material bioldgicamente peligroso (bacterias modificadas, sustancias),
antes de depositarlos en sus respectivos contenedores.

Esta prohibido

o Sacar fuera del laboratorio, equipo y materiales (Unicamente podran salir con autorizacion del
responsable del laboratorio).

o Elacceso a personas no autorizadas.
o Comery Fumar dentro del laboratorio.
o Utilizar articulos personales (celulares, computadoras, etc.) con guantes.

El laboratorio es un lugar de trabajo, si es requerido platicar se recomienda ocupar los espacios
externos al laboratorio.

En caso de duda contactar a la persona responsable del laboratorio.

El trabajo operativo en estos laboratorios implica costos, tanto en tiempo como en recursos, por lo que
se recomienda utilizar el sentido comun en todas sus acciones.

COMPORTAMIENTO

En los laboratorios relacionados con la Ecologia Molecular y la Biotecnologia, generalmente se
comparten equipos y recursos, ademas de largos tiempos de compaiiia, por lo que también es
importante considerar los aspectos relacionados con la actitud, particularmente la disposicién al trabajo
en equipo, el respeto a los colegas y finalmente el buen humor.

La limpieza y el orden en el espacio de trabajo auxilian para obtener buenos resultados al disminuir los
riesgos de contaminacion de los articulos que utilizamos y de nosotros mismos, ademas permiten un
mejor ambiente de trabajo. Si hay orden en el laboratorio y en el espacio de trabajo, también lo hay en
las ideas.
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Disposiciones para académicos, alumnos y colaboradores del laboratorio de
Biologia Molecular,

La normatividad federal vigente en materia de seguridad, obliga a los usuarios del laboratorio seguir las
siguientes recomendaciones:

1. Todas las gavetas deben de estar disponibles para cualquier inspeccidn que se realice. Si alguien
desea mantener sus reactivos o materiales bajo candado, debera mantener disponible una copia de la
llave con el encargado del laboratorio.

2. Todos los reactivos deben estar colocados en charolas de contencién.

3. De todos los reactivos debera estar disponible la hoja de seguridad, en espafiol.
4, Los residuos del laboratorio quedan clasificados en las siguientes categorias:

a. Residuos bioldgico infecciosos

i Punzo cortantes como navajas
ii. Guantes
iii. Desechos de disecciones o residuos animales y vegetales
iv. Desechos de cultivo microbioldgicos
b. Residuos liquidos
i Mezcla de solventes

ii. Contaminados con bromuro de etidio

c. Residuos sélidos contaminados con bromuro de etidio
d. Basura general
5. Los desechos se colocaran en recipientes especificos para su acumulacién, posteriormente

se pasaran al almacén general de la Facultad de Ciencias. En bitdcoras especificas se anotaran las
cantidades generadas.

a. Residuos bioldgico infecciosos
i. Punzo cortantes como navajas:
1. Los desechos se colocaran en el bote rojo ubicado en la mesa del laboratorio
2. En la bitdcora se anotara la cantidad aproximada que mensualmente deposite por responsable

ii. Guantes (no contaminados con Bromuro de etidio):
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1. Los desechos se colocaran en el bote con bolsa roja ubicada al frente del laboratorio

2. En la bitacora el encargado del laboratorio anotara la cantidad aproximada que semanalmente se
deposite

3. La bolsa roja no debe llenarse a mas del 80 % de su capacidad. En caso de llenarse por favor

cerrar y colocar la siguiente.
4. NO DEBEN DE TIRARSE GUANTES NO CONTAMINADOS EN NINGUN OTRO RECIPIENTE
iii. Desechos de disecciones o residuos animales y vegetales

1. El responsable de la generacién del desecho determinara su mejor destino. Si corresponde a la
bolsa roja (bioldgico infecciosos), favor de anotar en la bitacora.

iv. Desechos de cultivo microbiolégicos

1. El responsable de la generacién del desecho determinara su mejor destino. Si corresponde a la
bolsa roja (bioldgico infecciosos), favor de anotar en la bitacora.

b. Residuos liquidos (no contaminados con bromuro de etidio)
i. Mezcla de liquidos no contaminados con bromuro de etidio

1. Los desechos se colocaran temporalmente en los frascos cubiertos con papel aluminio que estdn
sobre las mesas, después en el frasco de galdn color dmbar, el cual esta etiquetado y ubicado en la
gaveta debajo de la campana de extraccién de vapores al final del laboratorio

2. En la bitacora se anotara la cantidad aproximada que mensualmente se deposite por responsable
ii. Contaminados con bromuro de etidio

1. Los desechos se colocaran temporalmente en el frasco de galén color ambar, el cual esta
etiquetado y ubicado en cuarto oscuro, en la gaveta debajo de la tarja

2. En la bitacora se anotara la cantidad aproximada que mensualmente se deposite por responsable
c. Residuos sélidos contaminados con bromuro de etidio
i Geles
1. Los desechos se colocaran en el bote etiquetado, ubicado en el cuarto oscuro
2. En la bitdcora ubicada en el cajén superior del lado izquierdo, se anotara la cantidad aproximada

gue semanalmente se deposite
ii. Plasticos, papel y cartén

1. Los desechos se colocaran en el bote etiquetado, ubicado en el cuarto oscuro
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2. En la bitdcora ubicada en el cajén superior del lado izquierdo, se anotara la cantidad aproximada
gue semanalmente se deposite

d. Basura general. NO DEBERA CONTENER NINGUNO DE LOS RESIDUOS ANTES INDICADOS. El

conserje asignado al laboratorio la recogera periédicamente
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Libreta de Laboratorio
PREVIO A LA PRACTICA DEBE OBTENER INFORMACION TEORICA DEL TEMA Y ESCRIBIRLO EN LA LIBRETA

Toda la descripcidn del proceso que involucra la generacién de datos en el laboratorio debe estar
anotada en la libreta de laboratorio o bitdcora. Es una herramienta obligada que garantiza la
reproduccidn de los experimentos y respalda nuestra investigacién al registrar las actividades e ideas,
errores y aciertos.

La libreta debera ser de pasta dura, hojas enumeradas y cosidas (evite cuadernos engargolados). Toda
anotacion debe ser escrita con tinta.

Con base a criterios internacionales se establecen las siguientes recomendaciones:
La libreta debera ser Unica; exclusivamente se usara en el laboratorio.

Etiquete correctamente la libreta con sus datos personales, titulo del curso o proyecto, nombre del
profesor o tutor.

De preferencia dejar las dos primeras paginas como indice.
Anote todo lo que realice en laboratorio en forma cronolégica, con informacidn clara y entendible.

Indique lo que sucedié en cada ocasién que trabaje en el laboratorio, incluyendo la informacién
tedrica, variaciones de los protocolos y la justificacidon correspondiente, evitando anotar datos en hojas
sueltas.

No utilice corrector, ni sobrescriba, en su caso cruce con una linea las palabras o frases escritas
erréneamente.

En cada pdgina se recomienda anotar: titulo de la actividad o experimento, fecha, nUmero de
pagina y en lo posible los archivos electrénicos generados y asociados a los experimentos realizados.

. No arranque las hojas. No se admite la bitdcora si no tiene continuidad en su enumeracion.
Anote todos los cdlculos que realice.

Cronolégicamente, pegue las fotos, graficas y otros documentos o comprobantes que se generen de
su trabajo en el laboratorio.

Resuma sus resultados, analicelos y contrastelos, finalmente sintetice sus conclusiones.
Se sugiere utilizar la Ultima pdgina para incluir una tabla de abreviaturas y cédigos utilizados.
Las penultimas paginas serdn para anotar las formulas de los reactivos que se utilicen.

Anote el listado de todos los materiales y equipos utilizados

Describa los métodos seguidos
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no se olvide es clave
relatar los resultados
Discuta las actividades realizadas asi como los resultados obtenidos, explicitando sus sugerencias

Sintetice sus conclusiones

Nota: para mas informacion de la libreta de laboratorio se recomienda la siguiente bibliografia: Kanare,
H. M: 1985. Writing the Laboratory Notebook. Washington D.C.: American Chemical

Society. http://www.ruf.rice.edu/~bioslabs/tools/notebook/notebook.html http://www.chem.tamu.edu
/class/majors/syllabusmaterials/laboratorynotebook.htm
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PRACTICA #1

Titulo: Introduccion al trabajo de laboratorio

INTRODUCCION: a investigar por el estudiante
Informacidn relacionada con el marco de referencia:
¢Cudles son las principales recomendaciones para trabajar en laboratorios de Biologia?

¢Cudles son las caracteristicas que diferencian a los laboratorios de zoologia, botanica, quimica y
biologia molecular?

OBJETIVO: Introducir al trabajo en el laboratorio de Biologia Molecular.

MATERIAL:

BATA PARA LABORATORIO

METODOLOGIA:

1. En forma tedrica se revisaran aspectos generales del laboratorio, asi como el reglamento y las
recomendaciones para el manejo de los desechos?

2. Recorrido en el laboratorio, con el fin de identificar las diferentes areas de trabajo asi como los
principales equipos.

3. Revision del manejo de la libreta de laboratorio.
Recomendaciones para plasmar los resultados y su analisis:
1. Resuma la informacién tedrica y contrdstela con el marco de referencia que obtuvo.

2. Esquematice la distribuciéon de las areas del laboratorio, identifique los recipientes para desechos
y analice los cuidados que debe tener en cada area.

3. Prepare su libreta de laboratorio, contraste con la informacién que recomiendan diversos autores
para llevar la libreta de laboratorio y explique su valor utilitario.

4, Procure emitir recomendaciones para mejorar los diferentes aspectos sefialados en la sesion.
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Libreta de laboratorio

Como reporte de practicas se entregara individualmente en una libreta de laboratorio, asi como el
resumen que debera enviar por la plataforma Blackboard.

14 Nombre del professor Dr. Faustino Camarena Rosales



Biologia Celular y Molecular

PRACTICA #2

Titulo: Uso de microscopio compuesto

INTRODUCCION: a investigar por el estudiante
Informacién relacionada con el marco de referencia:

¢Cudles son los tipos de microscopio Utiles en la actividad relacionada con la biologia celular y
molecular?

¢Cudles son las principales caracteristicas de los microscopios compuestos?
Copie un esquema de un microscopio compuesto

¢Cudles son las principales recomendaciones para el uso del microscopio?

OBJETIVO: Reconocer de estructuras y formas celulares partir de observaciones en microscopio
compuesto y su contraste con esquemas o descripciones escritas, de células y tejidos, tanto animales
como vegetales.

MATERIAL:
Materiales
5 Portaobjetos y 5 cubreobjetos
Azul de metileno
Estuche de diseccidn
Caja Petri
Muestras celulares
Equipos

Microscopios compuestos
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Oculares —

_—Cabezal

Revolver- . Brazo

Objetivos —_
——— Desplazamiento platina

) Macrométrico
Platina
i Micrométrico
Foco
~—Condensador

Base

S

METODOLOGIA:

El microscopio es un instrumento delicado. Debido a esto debe recordar las siguientes instrucciones
basicas:

a) Coloque el microscopio en una posicion comoda sobre la mesa. Tomelo siempre del brazo. Si desea
cambiar la posicién del instrumento levantelo y NO lo arrastre por la mesa.

b) Es conveniente verificar la limpieza de los lentes antes de comenzar a realizar observaciones.

c) Encienda la lampara, baje el condensador y abra el diafragma completamente. Recuerde, la
observacion se realiza mas eficientemente con iluminacién Koheler.

Realizacion de la observacion

a) Aleje el objetivo de la platina y coloque la lente de aumento menor (4x).

b) Seleccione la preparacidon que desea observar, revisela para asegurarse que esta se encuentra limpia.
c) Abra la pinza del carro, coloque la preparacion con el cubreobjetos hacia arriba y cierre el carro.

d) Ajuste la posicidn del carro de modo que la region a observar quede justo en el orificio de la platina.

e) Usando el macrométrico acerque la lente a la preparacién. Cuando logre un foco aproximado utilice el
micrométrico (girelo lentamente) para el ajuste de precision.
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f) Si desea cambiar el aumento, gire el revélver y seleccione el nuevo objetivo a utilizar. Debiera bastar
un pequeno ajuste del micrométrico para llegar a foco, si fuera necesario reajuste la iluminacién usando
el condensador.

Si requiere usar el lente de inmersidn (100x en los microscopios de la FC) NUNCA lo use como objetivo
seco, puede rayarlo.

Uso del objetivo de inmersién

a) La preparacion debe estar enfocada a 40X (objetivo a seco), gire el revélver de modo que el objetivo
de inmersidon quede en una posicidn intermedia (40X y 100X).

b) Coloque una gota de aceite de inmersion sobre el cubre objeto.
c) Lleve el objetivo de inmersidn al eje dptico.

d) Utilizando el tornillo micrométrico lleve el objeto a foco, si lo requiere modifique la cantidad de luz
del condensador.

e) Cuando finalice la observacion baje la platina, retire la preparacién. Limpie tanto el objetivo como la
preparacidon con un paino humedecido con Xilol.

Al finalizar las observaciones el microscopio y las preparaciones deben quedar limpios. Gire el revélver y
deje la lupa como lente de observaciéon. Apague la [ldmpara y enrolle el cordén en el pie del microscopio.

Recomendaciones para plasmar los resultados y su analisis

Debe seguir una estructura, que puede variar segun el observador, pero que debe ser sistematica y
ordenada. Se sugiere que considere en sus observaciones el siguiente esquema:

a) Objetivo: referido al porque se realiza la observacidn (Ej. observacidn de nucleo)

b) Material: es el érgano o tejido del que se obtuvo la preparacidn (Ej. rindn de rata)

c) Método: se refiere a la técnica histoldgica usada para elaborar la preparacion (a
fresco o permanente) y a la tincion utilizada. ( Ej. Preparacion a fresco de células)

d) Aumento: la amplificacidn del objeto observado y depende del ocular y del objetivo.
Aumento = aumento del objetivo x aumento del ocular

e) Observaciones: considere describir la forma celular; relacidn con otros elementos presentes, tamafio
celular; forma, nUmero y posicion del nucleo y algunas caracteristicas del citoplasma

f) Esquematice y coloree lo observado
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Tincion Gram
I. Coloque la muestra sobre el porta objetos y distribuyala.

2. Fije la muestra por secado, pasandolo sobre un mechero. El paso del portaobjetos sobre la llama del
mechero debe ser rdpido, repita hasta que este seca la muestra. La temperatura del porta debe ser la
gue soporta el dorso de la mano sin quemarla

2. Coloque unas gotas del colorante violeta de genciana, cubriendo la extension; el tiempo de actuacién
del colorante es de dos minutos.

3. Lave con agua destilada para arrastrar el colorante.
4. Ponga solucion de lugol durante un minuto.
5. Lave nuevamente con agua destilada.

6. Decolore con unas gotas de alcohol de 96°, que debe actuar de 30 segundos a un minuto, para
arrastrar el colorante que queda libre.

7. Lave cuidadosamente con agua destilada.

8. Agregue unas gotas de safranina durante un minuto.
9. Lave con agua destilada.

10. Seque al aire.

11. Agregue aceite de inmersidn y observe a 100X

Las bacterias Gram positivas aparecen en visién microscdpica teiidas de un color morado intenso, por la
violeta de genciana.

Las bacterias Gram negativas, aparecen en visidon microscépica tefiidas de un color sonrosado débil, por
la safranina.

a) Se arranca del suelo una planta de leguminosa con sus raices. En las raicillas finas se veran unos
nddulos en forma de pequefias verrugas. Con las pinzas se desprende un nédulo. Se lava para quitarle la
arena. El nédulo se parte con el bisturi sobre un portaobjetos agregando una gota de agua. Se quitan los
residuos del nédulo, secando la preparacién a la llama del mechero, se coloca el portaobjetos en el
soporte de tinciones y se tifie segun la técnica de Gram.

b) Con la aguja de diseccion se toma una pequefia porcion de yogurt. Se disuelve en una gota de aguay
se hace una extensidn sobre el portaobjetos. Se lava 1a preparacién, dejando caer con un cuentagotas
unas gotas de la mezcla alcohol-cloroformo para arrastrar las gotas de grasa del yogurt y se deja secar al
aire. Se coloca el portaobjetos en el soporte de tinciones y se tifie segun la técnica de Gram.
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c) Disuelva en una gota de agua sobre un portaobjetos, una pequefia porcién de sarro dentario tomada

con la aguja y con esto se hace una extensién o frotis que se seca a la llama del mechero. Se coloca el
portaobjetos en el soporte de tinciones y se tifie segun la técnica de Gram.

Rhizobium leguminosarum: Nédulos de leguminosas: trébol, soya, alfalfa. Gram negativas
Acetobacter aceti: Telita que se forma sobre el vinagre. Gram negativa.

Lactobacilus vulgaris: Yogurt. Gram positiva

Informe de resultados

Los resultados de una tincidon de Gram se reportan como sigue:

- Forma bacteriana

- Coloracién

- Agrupacidn bacteriana (escasa, media, abundante)

- En muestras de esputo, excretas, saliva o "pus" se considera la respuesta leucocitaria y su tipo
(polimorfonuclear o monocitos) asi como el conteo de células epitealiales a 10X.

La flora bacteriana observada por tincién de Gram se informa por género, forma o agrupacion, pero
nunca por especie, ya que la identificacién solo se puede lograr mediante pruebas bioquimicas

Tincion de Hematoxilina- Eosina (HE)
1. Obtenciéon una gota de sangre.

2. Realizacion del frotis sanguineo. Se hace colocando una pequeia gota de sangre sobre un extremo del
porta, con el lado de otro porta, en un movimiento uniforme, extiende la gota sobre el primer porta.
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3. Secar el frotis al aire.

4. Fijar del frotis con alcohol absoluto (echar alcohol sobre la muestra hasta cubrirla totalmente, dejar
que el alcohol se evapore totalmente).

5. Tincion con hematoxilina (Echar el colorante sobre la muestra hasta cubrirla totalmente, esperar
exactamente 15 minutos, echando mas colorante si éste se evaporara).

6. Lavar abundantemente con agua para que el colorante sobrante desaparezca y deje de actuar.

7. Tincidon con eosina (echar el colorante sobre la muestra y dejar actuar durante 1 minuto
exactamente).

8. Lavar abundantemente con agua para que el colorante sobrante se elimine y no siga actuando.
9. Secar al aire.

10. Observar al microscopio comenzando con pocos aumentos.

ILUMINACION KOHELER

El Dr. Koehler, desarrollé un nuevo sistema de iluminacién, que alin hoy en dia se maneja
y lleva su nombre, agregando un diafragma de campo luminoso posterior a la emisién de
luz emitida por un bombillo de bajo poder, y centrando la mayor intensidad de luz
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exactamente cubriendo el didmetro de cada lente frontal de cada objetivo en su apertura
numeérica especifica, para de esta manera, poder aprovechar al 100% la luz emitida por la
fuente emisora.

Metodologia: _

1.-Llevar el espécimen a foco utilizando el objetivo 10X.

2.-Cerrar completamente el diafragma del condensador.

3.-Cerrar completamente el diafragma de campo.

4.-Con el control de altura del condensador llevar el condensador hasta arriba.

5.-Bajar el condensador poco a poco hasta observar una figura geométrica (octagono) bien definida con
el reborde ligeramente azulado.

6.-Con los tornillos de centrado del condensador colocar el octdgono al centro del campo de
observacién.

7.-Abrir el diafragma de campo hasta que una de las aristas toque el borde del campo de observaciény
repetir el centrado hasta que todas las aristas toquen el borde del campo de observacién al mismo
tiempo.

8.-Cambie al objetivo 40X.
9.-Abrir el diafragma del condensador a la apertura numérica marcada por el objetivo.

10.-Observando con un solo ojo (derecho) mover el mando micrométrico hasta obtener el mejor punto
de enfoque.

11.-Observando con el otro ojo (izquierdo) sin tocar el micrométrico gire la dioptria hasta obtener el
mejor punto de enfoque.

12.- Cambie al objetivo 10X.
13.- Abrir el diafragma del condensador a la apertura numérica marcada por el objetivo.

14.- Si el espécimen continua en foco, los ajustes se hicieron correctamente, de lo contrario repita
desde el punto 8 hasta lograr el correcto ajuste.
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PRACTICA #3

Titulo: Osmosis y difusion

INTRODUCCION: a investigar por el estudiante
Informacién relacionada con el marco de referencia:

éexplique los procesos de transporte pasivo, correspondiente a la osmosis y la difusidn.

OBJETIVO: Demostrar los procesos pasivos de transporte de moléculas, de difusién y osmosis.

MATERIAL:
METODOLOGIA:
Materiales
Vasos de precipitado o recipientes
Pipeteador
Pipetasde 10y 5 mL
Estuche de diseccidn
Cuchillo
Portaobjetos y cubreobjetos
Aproximadamente 100 gr de azlcar
Aproximadamente 100 gr de sal
1 zanahoria
2 huevos frescos
Equipos
1 microscopio compuesto
Metodologia:

1. Demostracion de la difusion
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a. Coloque agua destilada en un recipiente (mida el volumen)
b. Agregue 5 gotas de azul de metileno

c. Describalo que sucede cada 15 minutos

Cubo de
azucar

Moléculas
de azucar

2. Demostracién de la osmosis, prueba A, en zanahoria
a. Corte un trozo de la zanahoria
b. Horade de tal forma que se forme un recipiente.

c. Llene la cavidad con azlcar o sal
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d. Coloque el trozo en un recipiente con agua, de tal forma que la parte externa este en contacto con
liquido

e. Describa lo que sucede después de 2 horas

3. Demostracién de la osmosis, prueba B, en zanahoria
a. Corte un trozo de zanahoria y horadelo.

b. Agregue 1 mL de agua destilada

c. Coloque el trozo en un recipiente con solucién hipersalina o hiper azucarada, de tal forma que la parte
externa este en contacto con el liquido

d. Describa lo que sucede después de 2 horas
4. Demostracion de la osmosis con un huevo.

a. Rompa con sumo cuidado la cascara de un huevo, en el extremo mads cénico, dejando una pequeiia
perforacion.

b. Por el otro extremo del huevo rompa la cdscara, sin dafar la membrana
c. Llene la cavidad con agua destilada

d. Coloque el huevo de tal forma que la parte externa este en contacto con liquido hipersalino o hiper
azucarado

e. Describa lo que sucede después de 2 horas

5. Demostracion de la osmosis con bolsa de didlisis

a. Cierre uno de los extremos de un tubo de dialisis, amarrando fuertemente un hilo.
b. Llene el interior con una determinada concentracién de sal o azUcar

c. Coldquelo de tal forma que la parte externa este en contacto con liquido que contenga una
diferente concentracién.
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6. Demostracién de la osmosis en células

a. Vegetales a escala macroscépica. Coloque un trozo de tejido vegetal en diferentes concentracion de
sal 0 azlcar y anote las caracteristicas del tejido cada 30 minutos

b. Células vegetales a escala microscopica. Coloque tres finos tejidos (como el de la cebolla) en
portaobjetos. Agregue a cada gota de un liquido con una diferente concentracion de sal o azlcary
observe al microscopio. Esquematice sus observaciones.
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c. Células animales a escala microscépica. Coloque tres gotas de sangre en portaobjetos. Agregue a cada
gota de un liquido con una diferente concentracién de sal o azUcar y observe al microscopio.
Esquematice sus observaciones.

%

Recomendaciones para plasmar los resultados y su analisis

En cada inciso se realizan recomendaciones para plasmar resultados. Analice los resultados con respecto
a lo esperado de acuerdo a la bibliografia.
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PRACTICA #4

Titulo: Separacion de organelos (Centrifugacion)

INTRODUCCION: a investigar por el estudiante

OBJETIVO: Aplicar técnicas de centrifugacién diferencial y de gradiente, para la separacién de organelos
y estructuras celulares.

MATERIAL:
Materiales
Tubos eppendorf
homogeneizador
Amortiguador TEK (Tris-HCI 50 mM pH 7.5; EDTA 10 mM y KCl al 1.5%)
Sacarosa
Tubos de centrifuga
Equipos
Centrifuga eppendorf
Centrifuga refrigerada

Mini fuga

METODOLOGIA:

Extraccién de mitocondrias, a partir de tejidos ricos en mitocondrias, utilizando al menos de 3 a5 gr. de
tejido rico en mitocondrias (higado, cerebro o génadas maduras).

1. Con un homogeneizador de aspas o vidrio, se homogeneiza el tejido (3 a 5 gr., rico en
mitocondrias) en dos volumenes de TEK (Tris-HCI 50 mM pH 7.5; EDTA 10 mM y KCl al 1.5%). Durante el
homogeneizado mantenga la muestra en hielo y evite la formacion de espuma (caracteristica de un
exceso de molido).

2. Centrifugue a 500 xg, por 10 min. a 4 C.

3. Subyaciendo a la muestra agregue lentamente un volumen de TEK-15% sacarosa.
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4, Centrifugue (1,500 xg por 10 min. a 49C) y obtenga el precipitado (obscuro- nucleos) y el
sobrenadante (claro- mitocondrias).

5. Repita el paso 2y 3.

6. Para concentrar el precipitado o el sobrenadante, por separado (no los revuelva), centrifugue a
14,000 x g durante 1:30 hora a 4 2 Cy elimine el sobrenadante.

7. Resuspenda el precipitado con 10 ml de TEK y repita la centrifugacién a 14,000 xg por 30
minutos.

8. En caso de que el sobrenadante este turbio o con pigmentos, repita el paso 6.

9. Resuspenda el precipitado con TEK (mitocondrias en 0.9 ml por cada 5 gr. de tejido inicial) y

conserve en ultracongelador, correctamente etiquetado, posteriormente para observar los organelos en
microscopio, tifia con verde de malaquita, y para extraer ADN, utilice cualquiera de los protocolos.

CELULA HIPOTETICA Mano
patecida s un hepatacite 3
_Ribosemas ‘ ‘ Homageneizacion
Resieule ® (generalmente en solucion

endoplasmico

de sacarosa)

Mitocondria r i
ragmentos ~-O
" Lasowoma de reticulo , s Q .
“Nueleo endoplasenico ’ .
Células rotas (generalmente . .
con wn “homegeneizador’ ) ) . o
I'vq-r-l:»’o \
o

e membranas
Masmaticas HOMOGENEIZADO

Membrana
plasmatics

Petovienma

Recomendaciones para plasmar los resultados y su analisis
Describa en cada protocolo lo que sucede en cada paso.

Analice cada uno de los pasos, con base en la informacidn tedrica de la practica, es decir interprete lo
gue se hace en cada paso.

Con base en el andlisis, describa puntualmente lo que aprendié.
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PRACTICA #5

Titulo: Uso de micropipeteador automatico

INTRODUCCION: a i Informacién relacionada con el marco de referencia:
¢COmo se pipetea una sustancia?
¢qué son los pipeteadores automaticos y cual es el principio de su funcionamiento?
OBIJETIVO: Identificar las habilidades requeridas para el manejo del micropipeteador automatico
MATERIAL:
Material requerido:
Puntas de pipeteador automatico
Pipeteas pasteur
Pipetas de diferentes medidas
Equipos
Minifuga
Pipeteadores automaticos

Pistones para pipetas

METODOLOGIA:
Ejercicio a:

- Deposite los siguientes volimenes (en microlitros):

Solucién | Sol. 1l Sol. 1l
Tubo

(agua) (aceite) (alcohol)
1 40 15
2 40 40
3 40 10 10

30 Nombre del professor Dr. Faustino Camarena Rosales



Biologia Celular y Molecular

- Centrifugue
- Extraiga las fases y anote los volimenes recuperados.
Ejercicio b:

- Deposite en un trozo de papel aluminio los siguientes volimenes:

Solucién | Sol. Il Sol. IV
Muestra

(agua) (aceite) (colorante)
1 4 — 2
2 4 4 2

- Homogeneice y solo coloque el agua con el colorante en el pozo del gel, en la muestra 2, tenga cuidado
de no agregar aceite

Ejercicio c:

- Deposite los siguientes volimenes en un tubo (en microlitros):

Solucién | Sol. 1l Sol. 1l
Tubo

(agua) (aceite) (alcohol)
1 0.5 0.5 -
2 0.5 --- 0.5
3 0.3 0.3 0.4

- Centrifugue y extraiga el volumen completo, que en los tres ejercicios debe ser de 1 microlitro
Ejercicio d:

Para cada pipeteador:

1.- En una balanza coloque un recipiente (acorde a los volumenes que posteriormente se manejaran)

2.- Acorde al pipeteador, tome el menor volumen posible de agua destilada y coloque en el recipiente
gue tiene en la balanza, anote el resultado.

3.- En eventos independientes, tome al menos 4 volumen diferentes de agua destilada y coléquelo en el
recipiente que tiene en la balanza, anote el resultado.

4.- Grafique el resultado para cada pipeteador, anotando el nimero de inventario del equipo.
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Con pipetas de gran volumen (mayor del mL)

Para las siguientes sesiones practicas también se requiere un dominio de las técnicas de pipeteo de
grandes volumenes, por lo que se plantean solo recomendaciones especificas:

Nunca se aspire con la boca.
No moje los pistones con los reactivos.
Ejercicio e- Pipeta Pasteur:

- Deposite los siguientes volimenes aproximados:

Tubo sol. | Sol. Il
1 5 ml 5 ml
2 0.5 ml 5 ml

- Centrifugue y Recoja las fases
Ejercicio d- Pipeta:

- Deposite los siguientes volumenes.

Tubo sol. | Sol. Il
1 5 ml 8 mi
2 0.5 ml 2 ml

- Centrifugue y Recoja las fases
Recomendaciones para plasmar los resultados y su analisis

Analice cada uno de los pasos, con base en la informacidn tedrica de la practica, es decir interprete lo
gue se hace en cada paso.

Con base en el andlisis, describa puntualmente lo que aprendié.
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PRACTICA #6

Titulo: Fermentacion

INTRODUCCION: a investigar por el estudiante
OBJETIVO:
Demostrar los efectos de los procesos de fermentacion y fotosintesis.

Describir la estructura de una célula de levadura indicando la localizacién de las reacciones metabdlicas
involucradas en la glicélisis y fermentacién.

MATERIAL:
Materiales

Tubos de centrifuga 8

Gradilla

Pipetas

Equipos

Hornoa 37 C

METODOLOGIA:

1.- Fermentacidn de levadura

Experimento

1. Marque en una curva del tubo en forma de "S", una escala, utilizando un marcador y una regla.

2. En una gradilla, una pipeta con agua destilada, tres tubos de ensayo, tres pipetas graduadas de 2 ml,
tres pipetas Pasteur con bulbo y trozos de parafilm. Marque los tubos 1, 2, 3 y llénelos del siguiente
modo:

Tubo 1 =1 ml de sacarosa (2% p/v)+ 1 ml de suspension de levadura.
Tubo 2 =1 ml de galactosa (2% p/v)+ 1 ml de suspensidn de levadura.

Tubo 3 =1 ml de agua + 1 ml de suspensién de levadura.
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2. Mezcle las soluciones. En cada tubo coloque el tapdn horadado al cual previamente le coloco el tubo
en forma de "S", en la curva lejana del tubo coloque unas gotas de colorante. El tapén debe quedar bien
sellado con parafilm.

El gas producido se acumulara en el extremo cerrado del tubo "s". Registre el nivel del gas cada minuto
por alrededor de 20 min. Anote los datos una la tabla.

Examinando Células de Levadura

1.- Usando una pipeta Pasteur, transferir varias gotas del cultivo de levaduras a un portaobjetos.
Agregar una gota de rojo neutro y colocar el cubreobjetos. Usar aumento (40 X) para observar la
levadura.

2.- Bajo condiciones dptimas, las levaduras se multiplican por gemacién, que involucra un proceso en el
citoplasma con un subsiguiente desprendimiento de una nueva célula. Busque en su preparado, células
con yemas.

3.- ¢Las levaduras son procariotas o eucariotas?

4.- $En qué partes de la célula de levadura ocurre la glucélisis?

¢El tipo de carbohidrato fermentado afecta la tasa formacién de gas?
¢Que tipo de carbohidrato sustentd la tasa mas rapida de fermentacién?
¢Qué molécula es desdoblada en la reaccién que produce el CO2?

¢Por qué es ventajoso para un organismo realizar fermentacién?

Agua y/o
colorante

JLevadura + Un azucar

Recomendaciones para plasmar los resultados y su analisis
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Describa en cada protocolo lo que sucede en cada paso.

Analice cada uno de los pasos, con base en la informacién tedrica de la practica, es decir interprete lo
gue se hace en cada paso.

Con base en el andlisis, describa puntualmente lo que aprendié.
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PRACTICA #7

Titulo: Observacion de células en mitosis

INTRODUCCION: a investigar por el estudiante
Informacién relacionada con el marco de referencia:

Revise los estadios de la mitosis, esquematicelos y resuma las caracteristicas de cada estadio.

OBJETIVO: Utilizando como herramienta el microscopio, reconocer morfolégicamente células que se
encuentren en los diferentes estadios de divisidn celular.

MATERIAL:

Materiales
Estuche de diseccidn
Cubreojetos
Portaobjetos
Vaso de precipitado de 50 ml
Navaja

Equipos
Microscopio compuesto

Termoplato

METODOLOGIA:

Una semana antes de la sesién, escoja una cebolla fresca de 5 a 7 cm de didmetro. Quite las raices y
fibras secas de la base del bulbo.

1. Inserte 3 palillos de forma que la cebolla se pueda suspender en un vaso o recipiente con agua,
de tal forma que las raices toquen continuamente el agua.

2. Procedimiento de tincidn:
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a. Elija de la cebolla una o varias raices completa. La regién de mayor interés es la apical
(zona de crecimiento).

b. Con la hoja de afeitar de un solo filo corte la mitad inferior de la punta de una raiz.
Pdngala en un vaso pequeno y cubrala con colorante de acetocarmin. Caliente paulatinamente el vaso
con el colorante de 3 a 5 minutos, evitando que el liquido hierva.

C. Corte la parte mas intensamente tefiida de la punta de la raiz y coléquela en un
portaobjetos, agregdndole una gota de acetocarmin. Corte la raiz en pequefios trozos y cubrala con un
portaobjetos. Coloque papel absorbente sobre la preparacion y con el borrador de un lapiz presione
firmemente, para convertir el material en una capa delgada, evitando resbale el cubreobjetos. Limpie el
exceso de colorante con papel.

d. Localice en la preparacion a las células que presenten estructuras filamentosas tefiidas
mas intensamente.

e. Localice y esquematice una célula que se encuentre en: a) Interfase. b) Profase. c)
Metafase. d) Anafase. e) Telofase. Preste especial atencion en la forma y disposicidon de los cromosomas.
Considerando que la mayoria de la células que se observen estardn en interfase, se recomienda ser
persistente en la busqueda de los diferentes estadios de la mitosis.

Recomendaciones para plasmar los resultados y su analisis

Analice cada uno de los pasos, con base en la informacién tedrica de la practica, es decir interprete lo
gue se hace en cada paso. Esquematice lo observado en el microscopio. Con base en el andlisis, describa
puntualmente lo que aprendid.
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PRACTICA #8

Titulo: Meiosis

INTRODUCCION: a investigar por el estudiante

OBJETIVO: Identificar células en diferentes estadios meidticos

MATERIAL:

Material requerido:
Materiales

Muestras de esperma

tubos cdénicos de centrifuga de 15 mL

pipetas Pasteur con bulbo.

pipetas graduadas de 5 mL

caja de Petri

Porta y cubre objetos

Estuche de diseccidn

Soluciéon Wright

Fijador "buffer"

Aceite de inmersion

---- NOTA: liga para ver como se ven los espermatozoides de las ratas -----

Preparaciones permanentes de diferentes tejidos gaméticos
Equipos
Microscopio

METODOLOGIA:

NOTA IMPORTANTE PARA LA PRACTICA SE TENDRAN DISPONIBLES LAMINILLAS DE GONADAS DE

DIFERENTES TIPOS DE ORGANISMOS
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NO SERA NECESARIO SACRIFICAR A UN ORGANISMO

POR OTRO LADO, SERA MUY INTERESANTA CONTAR CON DONADORES DE ESPERMA PARA OBSERVAR
LOS ESPERMAS EN VIVO

Tincion Wright
Preparacion de laminillas

1. Con una pipeta Pasteur tomar una muestra de esperma y colocar una gota en un extremo de un
portaobjetos.

2. Con el extremo de un segundo portaobjetos distribuir la muestra de manera homogénea a manera
de frotis, repartiendo lo mejor posible la muestra.

3. Agregar 3 gotas de solucién Wright y cubriendo el portaobjetos en el interior de una caja Petri.
4. Esperar 5 minutos

5. Agregar 3 gotas del fijador "bufer".

6. Esperar 7 minutos.

7. Lavar con agua destilada.

8. Secar al aire.

9. Observar al microscopio

Observacion de laminillas

1. En cada una de las laminillas procure reconocer los diferentes tipos de gametos. Utilice el microscopio
a 100x.

Recomendaciones para plasmar los resultados y su analisis

Esquematice sus observaciones e interprete lo observado .
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PRACTICA #9

Titulo: Extraccion de ADN

INTRODUCCION:
Generalidades

El primer paso de los métodos moleculares, aplicados a los estudios poblacionales es la extraccidn del
ADN. En la extraccion de acidos nucleicos, existen cinco etapas principales: 1) conservacion de tejidos, 2)
homogenizaciéon de tejidos, 3) degradacion y eliminacién de compuestos organicos diferentes al ADN o
ARN, 4) precipitacidon de los acidos nucleicos y 5) resuspensidn y conservacion.

Conservacion

Para la conservacion de tejidos existen diversas alternativas, las cuales son utilizadas de acuerdo a las
condiciones especificas de trabajo. La técnica de mayor eficacia es la de crio-conservacién en nitrégeno
liquido, pero lamentablemente es la que presenta una mayor dificultad en su aplicacidn, ya que son
requeridos recipientes especiales y facilidades para la adquisicién del nitrégeno liquido.

Una alternativa facil de aplicar en cualquier lugar de México, es la combinacién entre el uso de “Hielo
seco” (didxido de carbono comprimido), para el transporte de muestras hasta el laboratorio y la
conservacién en ultracongelador a temperaturas menores de -70 °C. Con el hielo seco también se
pueden congelar rdpidamente las muestras, ya que al ponerlo en contacto con alcohol o éter, disminuye
notablemente la temperatura y para proteccién de las muestras solo se requieren utilizar bolsas de
plastico. En trabajo de campo, se recomienda poner en una bolsa de pldstico a la muestra, la cual se
introduce en otra bolsa, a la que se le agrega el hielo seco y el alcohol, resultando una reaccién
inmediata que literalmente congela a la muestra.

Otras alternativas, incluyen el uso de etanol, con el que se deshidrata rdpidamente la muestra, o
soluciones hipersalinas con DMSO al 20% y en casos especiales la deshidratacion con el sol asi como con
otros agentes castrantes de la humedad.

Homogenizacién
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Para facilitar la degradacion de los tejidos, sin dafiar los acidos nucleicos, podemos combinar el uso de
métodos fisicos con los quimicos. El mds eficiente de los métodos fisicos, involucra la congelacion de la
muestra y su posterior macerado en un mortero precongelado. La congelacién mds recomendable se
logra con nitrogeno liquido y como método alternativo, con el uso de “hielo seco” y etanol. Debido a las
dificultades operativas de estas técnicas, es posible utilizar homogenizadores de vidrio (Potter Elvehjen)
y lo mas comun, es el macerado con una navaja sobre una superficie sélida, como podria ser un
portaobjetos. Posteriormente se aplican métodos de homogenizado quimico, con detergentes (para
desnaturalizar los lipidos) y enzimas que facilitan la degradacion de las proteinas (como proteinasa K).
Con soluciones amortiguadoras se mantienen las condiciones salinas (con KCI 1 mM) y de pH neutro en
la muestra (Tris-HCI, 0.25mM, pH 7.8 a 8.0). Adicionalmente se agrega EDTA (0.02 a 1.0 mM), como
agente castrante de los iones magnesio y calcio, requeridos para la accidn de las exonucleasas que
degradan los acidos nucleicos. Para garantizar una adecuada reaccién, los tejidos macerados, se
colocan en tubos de 1.5 ml, con el amortiguador (TES, TEK o TEN), el detergente (cominmente SDS al
0.2 % u otros detergentes no idnicos como el IGEPAL) y proteinasa K, posteriormente se tapan
herméticamente y se mantienen en agitacién constante, con temperaturas desde la ambiental (TA)
hasta los 65 °C. Cabe aclarar que el tiempo de digestion quimica, varia dependiendo de la naturaleza del
tejido y la técnica de conservacion, ocupandose desde una hasta veinticuatro horas. Los tiemposy
cantidades de reactivos se deben estandarizar, buscando evitar la sobre digestién por efecto de las
exonucleasas. Otros agentes utilizados en el homogenizado quimico son la albumina (al 0.5% para
remover acidos y fosfolipidos), sorbitol o manitol (balance idnico), carbonato de sodio (controlar la
concentracion de sales), sacarosa (mantener la densidad del medio).

Degradacién y eliminacién de compuestos organicos
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Para la degradacién de los compuestos organicos, generalmente se utiliza fenol estabilizado, cloroformo
estabilizado con alcohol isoamilico o cloroformo. Dependiendo de la técnica de conservacién asi como
de las condiciones vy tipo de tejido, se elige la técnica mas adecuada. Para la eliminacion de los
compuestos, en cada paso se utilizan técnicas de centrifugacion, con velocidades superiores a 10,000 xg
con tiempos superiores a los 5 minutos.

Precipitacidn de los acidos nucleicos

Después de la eliminacién de los compuestos organicos, en soluciéon quedan los acidos nucleicos, debido
a su alto gradiente de sedimentacion en agua (o en el amortiguador). Para precipitarlos, a la solucion se
le incrementa notablemente la salinidad (con acetato o cloruro de sodio) y se le agrega alcohol y
posteriormente es centrifugado en velocidades superiores a 10,000 xg por mas de 10 minutos.

Cabe aclarar, que cominmente son utilizados dos tipos de alcohol, el etanol y el isopropanol. Con
etanol, se necesita facilitar la precipitacidn utilizando temperaturas bajas por largos periodos (la noche a
-20°C o una hora a-70 °C). En algunos casos, pueden requerirse sucesivos lavados con alcohol, para
eliminar las sales.

Una vez formado el precipitado (el cual puede no observarse a simple vista), se elimina el alcohol, por
centrifugacion, decantacién y evaporacion. El precipitado de los acidos nucleicos, en caso de que se
observe, pasara de un color blanquecino, cuando esta himedo, a uno semi transparente, cuando estd
totalmente seco. Es importante eliminar totalmente el alcohol y las sales, ya que pueden interferir con
las reacciones posteriores.

Resuspensidn y conservacion

Para la resuspensidn, es prudente considerar el uso que se le dara al ADN. En el caso de requerir la
muestra por unos cuantos dias, para PCR (reaccién de polimerasas en cadena, por sus siglas en ingles), el
precipitado obtenido previamente puede resuspenderse en agua que preferentemente haya sido
destilada, desionizada, nanopurificada y esterilizada (H20eddue).
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Para un aplicacién general se conserva en TE y en algunos casos es recomendable agregarle enzimas que
degraden el ARN, como la ARNasa. La posterior conservacién se realiza a bajas temperaturas, como la de
-20 °C cuando se utilizara en las siguientes semanas, o a -80 °C para mantenerla por meses o incluso
anos.

Los protocolos especificos para la extraccion del ADN dependerdn de las muestras y costos de extraccidn
permisibles (en tiempo y esfuerzo), que van desde unos cuantos pesos hasta decenas de pesos. En el
primer caso, con costos muy bajos, encontramos las técnicas de extraccién fendlica o de cloroformo que
requieren al menos unas 4 horas de dedicacidn.

En el mercado existen juegos comerciales, con un costo de alrededor de 3 a 6 veces el equivalente al de
una extraccién convencional, pero que requieren generalmente una hora de trabajo en laboratorio y
generalmente con una mayor garantia de reproducibilidad.

OBIJETIVO:

Aplicar técnicas para la extraccion de ADN, buscando promover el uso de equipos para el manejo de
reactivos a micro escala, asi como la aplicacién de técnicas fisicas y quimicas para la separacion de
biomoléculas.

MATERIAL:
Materiales
Puntas
Tubos
Diversos reactivos
Equipos
Pipeteadores

Centrifugas

METODOLOGIA:

1. Homogeneizar el tejido (40 a 200 mg) con 613l de solucidn de lisis ( 10mM Tris; 400 mM NaCl; 2
mM Na2*EDTA) 30uL SDS (al 20% en TEN -solucidén de lisis-) y 7 pl de proteinasa K (20 pug /ml). La mezcla
se homogeneiza y se mantiene en agitacidon constante de 5 a 24 horas. Nota: es importante verificar la
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adecuada agitaciéon durante la primer hora, regla empirica, recuerde que con bajo tiempo de digestidn
hay poca separacién de ADN, contrastantemente un tiempo prolongado puede incrementar el tiempo
de exposicidn a las Dnasas, del mismo tejido, y en consecuencia también hay poca obtencidon de ADN.
Un tiempo generalmente adecuado es de 12 a 14 horas (overnight).

2. Al tubo se le agregan 375 ul de NaCl 6M (previamente filtrado). Para lograr una adecuada
homogeneizacidn puede utilizar el Vortex durante 10 segundos, y se centrifuga en TA (temperatura
ambiente) por 15 min. a 14,000 xg.

3. Pasar a un tubo limpio los 780 pl de la fase superior, se le agregan 750 ul de Cloroformo, y
después de homogeneizar completamente (con vortex 10 segundos), se centrifuga a 10,000 rpm por 10
min.

4, Posteriormente se toman aproximadamente 750 ul del sobrenadante, evitando tomar o tocar la
interfase que contiene proteinas. Considere que es preferible tomar menos liquido, pero no
contaminado.

5. Al sobrenadante se le agregan 750 pl de Isopropanol, se homogeneiza. Es recomendable dejar
reposar el tubo en posicidn vertical, durante unos 30 min a TA o en refrigerador, para facilitar la
precipitacion del ADN.

6. Las muestras son centrifugadas a 10,000 rpm por 15 min, TA.

7. El sobrenadante es retirado cuidadosamente, procurando no perturbar el fondo del tubo, en
donde esta depositado el ADN.

8. Para secar el precipitado (pellet), se deja el tubo abierto a 37 C, durante media hora o se coloca
en un sistema de vacio.

9. Finalmente el pellet seco, se resuspende con 100 ul de TE. Para conservar la muestra se guarda
en congelacion a —20 C (durante meses) o a —807?C (durante afos).

Recomendaciones para plasmar los resultados y su analisis
Anote las modificaciones del protocolo
¢qué sucede en cada paso del protocolo de extraccién de ADN?

racionalice la causa de utilizar cada reactivo, interprete y contraste contra lo que usted observo en la
sesion.
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PRACTICA #10

Titulo: Extraccion de ADN método de fenol

INTRODUCCION: a investigar por el estudiante
Cuales son los principios basicos para la extracciéon de ADN

Que otros protocolos son comunes para la extracciéon de ADN

OBIJETIVO:

Aplicar técnicas para la extraccion de ADN, buscando promover el uso de equipos para el manejo de
reactivos a microescala, asi como la aplicacidén de técnicas fisicas y quimicas para la separacion de
biomoléculas.

MATERIAL:
Materiales
Puntas
Tubos
Diversos reactivos
Equipos
Pipeteadores

Centrifugas

METODOLOGIA:
1. Se cortan muy finamente 40 a 200 mg de tejido, evitando las escamas y huesos.
2. La muestra se homogeneiza utilizando uno de los métodos mecanicos.

3. En un tubo con tapa se agregan 400 ul del amortiguador STE (Tris-HCL M pH; EDTA M y NaCl M),
40 ml de SDS al 20% y 40 ml de proteinasa K. - Se deja en agitacion suave por 1 hora (Proteinasa K de la
compaiiia sigma), a temperatura ambiente.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Agregar 400 ul de fenol estabilizado, agitdndose hasta la formacién de la emulsidn.
Centrifugar a 12,000 x g por 10 minutos a temperatura ambiente (TA).
Se recoge la fase acuosa.
Agregar 400m | de Cloroformo- Alcohol isoamilico (24: 1; v:v), agitandose suavemente.
Centrifugar a 12,000 x g por 10 minutos.
Se recoge el sobrenadante.
Agregar 1/8 del volumen de acetato de sodio 3 0 4M.
Agregar 2 volumenes de Isopropanol (1 ml) y dejar en reposo 15 min a TA.
Centrifugar a 12,000 x g por 10 minutos.
Se tira el liquido suavemente, sin perturbar el precipitado.
Agregar 400m | de Isopropanol 70%, sin agitar.
Centrifugar a 12,000 x g por 10 minutos.
Se elimina el liquido suavemente, sin perturbar el precipitado.
Secar el precipitado a 372C, de 30 minutos a 1 hora, o 8 horas a temperatura ambiente.
Agregar 200m | de TE.

Conservar a -202C, hasta su posterior uso.

Recomendaciones para plasmar los resultados y su analisis

Anote lo que sucede en cada paso y las modificaciones del protocolo

¢qué sucede en cada paso del protocolo de extraccién de ADN?

racionalice la causa de utilizar cada reactivo, interprete y contraste contra lo que usted observo en la

sesion
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PRACTICA #11

Titulo: Electroforesis

INTRODUCCION:
Generalidades de la electroforesis

La electroforesis es el movimiento de particulas eléctricamente cargadas a través de un gas o liquido
como resultado de un campo eléctrico formado entre unos electrodos sumergidos en el medio. En
nuestro caso, la técnica se aplica para la separacion por tamafio de los fragmentos en los acidos
nucleicos. Por efecto de la corriente eléctrica directa, las moléculas se mueven a través de una matriz
inerte (de polimetros de agarosa o acrilamida), que se encuentra en un amortiguador, todo estos

durante un tiempo determinado.

Considerando las caracteristicas de las muestras, son diversas las variables que intervienen en la
electroforesis y que es necesario controlar. Las principales a considerar son: caracteristicas de la
muestra, corriente eléctrica (Volts, Watts y Amperes), amortiguador, matriz (tipo y concentracién) y
otros reactivos.- al final de la pagina, se presenta una mayor explicacién.

Descripcion de la electroforesis

La electroforesis es el movimiento de particulas eléctricamente cargadas a través de un gas o liquido
como resultado de un campo eléctrico formado entre unos electrodos sumergidos en el medio. En
nuestro caso, la técnica se aplica para la separacion por tamafio de los fragmentos en los acidos
nucleicos. Por efecto de la corriente eléctrica directa, las moléculas se mueven a través de una matriz
inerte (de polimetros de agarosa o acrilamida), que se encuentra en un amortiguador, todo estos
durante un tiempo determinado.
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Considerando las caracteristicas de las muestras, son diversas las variables que intervienen en la
electroforesis y que es necesario controlar. Las principales a considerar son: caracteristicas de la
muestra, corriente eléctrica (Volts, Watts y Amperes), amortiguador, matriz (tipo y concentracién) y
otros reactivos.

Caracteristicas de la muestra

Previo a la realizacién de una electroforesis, se debe tener una idea de el tamafio de los fragmentos,
para tomar adecuadas decisiones en las variables a controlar. La informacién requerida es minima y
puede ser subjetiva, separando los tamanos de las moléculas en tres categorias simples:

Tamanos grandes, fragmentos mayores de 2,000 pares de bases (pb)
Tamafios medianos, de entre 500 y 5,000 pb

Tamafios pequeiios, menores de 1,000 pb

Corriente eléctrica

Las tres variables a considerar son Volts, Watts y Amperes. Estas se relacionan directamente, la
molécula serd arrastrada por la fuerza del voltaje. El wattaje, esta relacionado con la resistencia del
medio y la intensidad de corriente, el efecto de valores altos producira calor.

Los acidos nucleicos son atraidos hacia el polo positivo o anodo (generalmente sefialado con el color
rojo), debido a configuracion que deja expuestos a los grupos fosfato, particularmente a los 4tomos de
oxigeno. Por tal motivo en la matriz electroforética la muestra se coloca proximal al polo negativo o
catodo (con el color negro).

En las técnicas con acidos nucleicos generalmente solo nos ocupamos de regular el voltaje y evitamos
los efectos del calor, utilizando voltajes alrededor de 5 V/cm. Como regla empirica, utilizamos mayores
voltajes cuando deseamos separar moléculas grandes y menores voltajes para moléculas de tamafio
pequefio.

48 Nombre del professor Dr. Faustino Camarena Rosales



Biologia Celular y Molecular

En resumen, los voltajes utilizados de acuerdo al tamafio de fragmento esperado, son los siguientes:

Voltaje Fragmento
5V/cm 1-30Kb
4.5 0.5-10
3-4 <2

Nota: es posible utilizar voltajes mayores hasta de 10 V/cm, dependiendo de las necesidades
experimentales.

Cuando se utiliza una gran resistencia en el medio (por ejemplo, por alta concentracion en la matriz,
altos voltajes, cambio en el amortiguador), para contrarrestar el calentamiento podemos introducir la
charola de electroforesis en el refrigerador o utilizamos un sistema de enfriamiento para el
amortiguador, y lo bombeamos a través de la charola.

Amortiguador

Los amortiguadores deben reunir varias caracteristicas, entre las que se incluyen: a) adecuada
conductividad, b) estables a diferentes temperaturas, c) pH neutro que facilite el arrastre de las
moléculas sin desnaturalizarlas y d) capacidad de castrar iones magnesio y calcio, los cuales pueden ser
cofactores para la accidn de las exonucleasas.

En forma convencional se utilizan los amortiguadores denominados TBE (Tris-borato-edta) y TAE (tris-
acetato-edta). El primero favorece la electroforesis de moléculas chicas a medianas, en cambio el
segundo para moléculas grandes a medianas. El amortiguador, en las electroforesis de agarosa, cubre
totalmente a la matriz inerte, pero es deseable que no exceda la superficie en mas de 4 mm, ya que se
pueden producir algunas aberraciones

Al igual que los reactivos de uso cotidiano, los amortiguadores se preparan mas concentrados que la
solucién de uso, brindando una mayor durabilidad a TA. En el caso del TBE, se prepara en una
concentracién 5X y se usa a 0.5X, en el caso del TAE de 50X y se usa a 1 X. El EDTA disodico utilizado,
puede requerir mucho tiempo en su preparacion, por lo que tipicamente se prepara una solucién 10X,
garantizando que las soluciones queden cristalinas. Sin este cuidado, cuando se mezclan los
componentes del amortiguador concentrado se obtiene una solucidn lechosa, con una rdpida
precipitaciéon de sus componentes.

Matriz

La matriz para la electroforesis se elabora con un polimero con las siguientes caracteristicas: 1) no debe
modificar a las moléculas de las muestras, 2) permita un eficiente paso de la corriente, 3) se pueda
regular el tamafio del poro para favorecer el paso de las moléculas de acuerdo a su tamafio y 4) debe ser
de facil preparacion y manipulacién.
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Los polimeros utilizados mds comUnmente son la agarosa y la acrilamida. La primera, es de uso rutinario
en una concentraciéon de 0.8% y funciona mas eficientemente con moléculas de medianas a grandes,
pero si se incrementa la concentracion o si se agregan aditivos, permite la visualizacién de moléculas
pequefias, inclusive a nivel de unidades o decenas de bases.

La matriz de acrilamida, utilizada en electroforesis verticales, permite una mas eficiente regulacién del
tamafio de los poros que se forman entre los polimeros y se puede obtener una mayor resolucién, por lo
gue es posible diferenciar tamanos de moléculas que difieren de solo una base. El proceso de
preparacion de la acrilamida es mds laborioso y requiere cuidados especiales en su preparacion. Es
comunmente preferido el uso de agarosa y se reserva el uso de la acrilamida para verificar el tamafio de
bandas en muestras problemdticas o para tomar las fotografias para las publicaciones.

En forma empirica se ha establecido el uso de concentraciones altas (de 1 al 4%) para estudiar moléculas
chicas, contrastantemente, las concentraciones menores del 0.8% y hasta el 0.4%, se utilizan para
moléculas grandes. En concentraciones altas, para contrarrestar el efecto de la resistencia traducida en
calor se utilizan bajos voltajes (menores de 5 V/cm hasta 2.5 V/cm), y en concentraciones rutinarias del
0.8 % o menores, es posible elevar el voltaje (hasta 10 V/cm), a pesar de que se puede generar una
aberracién debida a la velocidad de arrastre de las moléculas.

Las concentraciones recomendadas dependiendo del tamafio del fragmento esperado, son las

siguientes:

Agarosa Fragmento
0.5% 1-30 Kb
0.7 0.8-12
1.0 0.5-10
1.5 0.2-3

Concentracion de agarosa Imagen exagerada del efecto del cambio de concentracién

Normal Pozo l . l . l ._
B R B | O

11 1 E1I

Imagen exagerada del efecto del cambio de concentracién
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Otros reactivos.

Considerando que las electroforesis horizontales son submarinas, para evitar o al menos disminuir la
difusion de la muestra, se homogeniza con una solucidn hiperdensa de sacarosa (de hasta 4 M), a la que
se le agrega azul de bromofenol, que ademas tifie a la muestra, permite verificar el avance de la
electroforesis, debido a que avanza a una velocidad similar a la de moléculas de unos 500 pares de
bases.

Dependiendo del experimento que se realice, a la solucion hiper-densa de azul de bromofenol, se le
pueden agregar otros reactivos, como urea que permite mantener parcial o totalmente
desnaturalizados a los acidos nucleicos asi como para desnaturalizar a las enzimas que se utilicen (como
las endonucleasas) o que estén en el medio (como las exonucleasas, DNasas y RNasas).

Finalmente, para visualizar los fragmentos de los acidos nucleicos, tipicamente
se utiliza Bromuro de Etidio, el cual se intercala entre las bases y fluorece con la
luz ultravioleta Este reactivo es mutagénico y peligroso para la salud humana en
bajas concentraciones, pero se puede manipular con cuidados bdsicos y resulta
relativamente econémico.

Para incorporar el bromuro en los acidos nucleicos, se utilizan dos estrategias: 1)
se agrega en el gel durante su preparacion o 2) se “bafia” el gel en una solucién
de agua con bromuro, durante 5 a 10 minutos y se enjuaga el excedente. Cuando
se trabaja con bromuro de etidio incorporado al gel, se agrega justo antes de la
polimerizacién de la agarosa, por lo que se sugiere utilizar guantes en los
siguientes pasos.

Es importante aclarar, que el bromuro de etidio es atraido hacia el polo negativo
(al contrario que los acidos nucleicos), lo cual se debe tomar en cuenta para
establecer la estrategia de tincién mds adecuada, ya que si se busca teifiir
fragmentos muy pequenos, el bromuro puede rebasarlos y en consecuencia no
se logren visualizar.
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OBJETIVO: Aplicar técnicas de electroforesis para la visualizacion de ADN, buscando promover el uso de
equipos para el manejo de reactivos a microescala, asi como la aplicacion de técnicas fisicas para la
separacion de biomoléculas, por tamafios relativos.

MATERIAL:

Materiales
Puntas
Azul de bromofenol
Agarosa
Bromuro de etidio
Muestras

Equipos
Pipeteadores
Camara de electroforesis

Transiluminador
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Cédmara fotografica

METODOLOGIA:

CUIDADO EN LA PRACTICA SE UTILIZA BROMURO DE ETIDIO — MUTAGENICO, TERATOGENICO,
CARCINOGENICO

Generalidades de la electroforesis

La electroforesis es el movimiento de particulas eléctricamente cargadas a través de un gas o liquido
como resultado de un campo eléctrico formado entre unos electrodos sumergidos en el medio. En
nuestro caso, la técnica se aplica para la separacion por tamafio de los fragmentos en los acidos
nucleicos. Por efecto de la corriente eléctrica directa, las moléculas se mueven a través de una matriz
inerte (de polimetros de agarosa o acrilamida), que se encuentra en un amortiguador, todo estos
durante un tiempo determinado.

Considerando las caracteristicas de las muestras, son diversas las variables que intervienen en la
electroforesis y que es necesario controlar. Las principales a considerar son: caracteristicas de la
muestra, corriente eléctrica (Volts, Watts y Amperes), amortiguador, matriz (tipo y concentracién) y
otros reactivos.

Protocolo

Preparacion agarosa en horno de microondas

Para verificar el producto de las extracciones de ADN en el curso, se recomienda la aplicacién de una
electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %. Considerando que se trabaja con bromuro de etidio
incorporado al gel, se recomienda utilizar guantes en todos los siguientes pasos.

- En la preparacion del gel para las camaras de electroforesis chicas (minisub), coloque en un matraz
Erlenmeyer 0.24 gr. de agar y agregue 20 ml del amortiguador TAE 1x.

- Coloque el matraz en el horno de micro-ondas con el maximo poder hasta la ebullicidn, retire y
homogeneice, repitiendo hasta que la solucidén sea cristalina. Como método alternativo, coloque el
matraz en un termoplato con la mdxima temperatura y agitacidon constante, hasta que inicie la
ebullicion.

- Agregue 10 ml de amortiguador TAE 1xy 1.5 m | de bromuro de etidium. Agite hasta la
homogeneizacidn del agar.

- Retire el matraz del termoplato y espere hasta que alcance aproximadamente los 30 °C.

- Transfiera el agar a la charola de electroforesis y coloque los correspondientes peines.
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- Después de 30 minutos, con el agar solidificado, retire con cuidado los peines, jaldndolos hacia arriba,
en forma recta.

- Coloque la charola en la cdmara de electroforesis.

- Agregue a la camara 300 ml de amortiguador TAE 1x (hasta que se cubran los pozos con el
amortiguador).

- En un tubo de centrifuga o sobre parafilm, coloque 8 m | de la muestra*.
- Agregue 2 p | de Azul de bromofenol y agua destilada para llevar el volumen finala 10 pI.

- Con el pipeteador automatico homogeneice la muestra y transfiérala a uno de los pozos del gel de
agar. Tenga cuidado de no rasgar los pozos o el gel.

- Repita los tres ultimos pasos para el resto de las muestras dejando al menos un pozo para colocar la
escalera del fago lambda digerido con Hindlll, segun las instrucciones del fabricante.

- Revise las conexiones, que los pozos estén el polo negativo y encienda la fuente de poder
programando el voltaje constante entre 2 y 5 V/cm (aproximadamente 80 V, por 1 hora). Con el menor
voltaje se obtiene una mejor resolucién de bandas, especialmente con fragmentos chicos.

- Permita que avance la electroforesis hasta que el azul de bromofenol recorra 2/3 de la distancia del
gel.

- Apague la fuente de poder y retire cuidadosamente el gel.
-Visualicé el resultado de la electroforesis en un transiluminador U.V.

Nota: recuerde que la luz U.V. puede producir efectos inmediatos. Cuando visualice verifique que esta
usted adecuadamente protegido.

Nota: * La cantidad de muestra que se agregue variara dependiendo de la concentracién de ADN. En la
visualizacién cuando se agrega un exceso de ADN se observan aberraciones dendriticas en la muestra,
por el contrario si se agrega una baja concentracion (menos de 5 ng) no se observara el ADN.

Cuantificacion de ADN
Para la cuantificacién del ADN, existen dos métodos indirectos que permiten estimar la concentracién
del ADN en las muestras, por visualizacidon y mediante espectrofotdmetro.

Estimacién de la concentracién de ADN por visualizacidon.

El método indirecto mas recomendable para la determinacidn de la concentraciéon de ADN en una
muestra es mediante la visualizacidn de un gel de electroforesis en el cual se colocan muestras con
concentraciones conocidas.
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El procedimiento requiere la preparacion de una cdmara de electroforesis, colocando cada una de las
muestras que se desea evaluar en pozos individuales y dejando al menos 10 pozos libres.

Posteriormente se inicia la electroforesis con 6 v/cm y diez minutos antes de que concluya la corrida, se
detiene la fuente de poder, se destapa la cdmara de electroforesis, sembrando muestras de
concentraciones conocidas.

Finalmente se cierra la cdmara de electroforesis, se enciende nuevamente la fuente de poder, dejando
gue corra durante 10 minutos, se visualiza el producto con U.V. y se toma una fotografia.

En este método la estimaciodn se realiza contrastando intensidades de luz entre las muestras, lo cual se
realiza visualmente o con el auxilio de alglin programa computacional que contraste intensidades de
color.

5 nanogramos

10 nanogramos

Adecuadg
para
PCR

15 nanogramos

25 nanogramos

50 nanogramos

150 nanogramos

100 nanogramos

500 nanogramos
No Adecuado

I
1,000 nanogramos ?gaCaR

1,500 nanogramos

Nota: Se sembré 1 microlitro de muestra

Estimacidon mediante espectofotémetro.

En este método se utiliza un espectofotémetro que mida la absorbancia a 260 nm y 280 nm. En un
equipo automatizado se sigue el siguiente protocolo.

- Encienda el espectrofotémetro al menos 15 minutos antes de iniciar las lecturas.
Preparacion del blanco.

- Agregue 10 m | de TE-RNasa (o la solucidn que utilizé para resuspender el ADN de la muestra
problema) y 990 m | de Agua .ddue, en una celda, asegurandose de la perfecta homogeneizacién.
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- Coloque la celda en la posicién 1 del espectrofotémetro.
Preparacion de las muestras.

- Agregue 10 m | de la muestra problema y 990 m | de Agua .ddue, en otra celda, asegurdndose de la
perfecta homogeneizacion.

Lectura.

Para la lectura solo se tiene que responder con el teclado del equipo las preguntas que aparecen en
pantalla. El equipo permite evaluar la concentracidn de proteinas (limpieza de la muestra), presencia de
ARN y concentracion de oligos (ADN degradado).

Es importante aclarar que la relaciéon A260/A280nm no es lineal, por lo que puede llevar a lecturas
erréneas, recomenddndose solo como método complementario de evaluacidn.

Recomendaciones para plasmar los resultados y su analisis

Analice el trabajo realizado y los resultados. Se recomienda fotografiar e imprimir los resultados, para
pegar la foto en la libreta. Interprete todo lo que se observa en el gel.
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PRACTICA #12

Titulo: Uso de endonucleasas

INTRODUCCION: a investigar por el estudiante
OBJETIVO:
Identificar las habilidades y cuidados para el trabajo en campana de flujo laminar

En esta sesidn se busca mostrar un ejemplo de analisis de restriccién de ADN, utilizando diferentes
endonucleasas.

MATERIAL:

Materiales
Muestra de ADN
Endonucleasa
Agua ddue
Puntas
Tubos

Equipos
Campana de Flujo laminar

Pipeteadores

METODOLOGIA:

El protocolo general involucra el tomar muestras de ADN, agregarle endonucleasas, incubar las muestras
a 379C y verificar los productos de la digestion mediante una electroforesis en agarosa.

Es importante sefialar que la actividad de las endonucleasas puede afectarse dramaticamente con su
inadecuada manipulacidn, por lo que es importante en todo momento mantener la endonucleasa en
hielo o0 a -202C hasta su uso.

Para la digestién se utilizardn endonucleasas del tipo Il, posiblemente alguna de las siguientes: Eco R,
HindlIl o EcoRV Como muestra de ADN se manejara al fago lambda, para el cual los patrones de
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restriccion estdan ampliamente reportados en la literatura. Para los calculos siga el ejemplo que a
continuacién se presenta:

Ejemplo

Volumen Reactivo

1puL Muestra

0.2 uL Endonucleasa (calcule en base al nimero de unidades, al
menos con 2 a 5 unidades por reaccidn, es necesario
calcular)

1ul Amortiguador (si se requiere a 1 x)

6 uL Agua.dd o TE (se determina con base al Volumen Total)

10 uL Total Producto esperado

Finalmente se realiza la electroforesis
Producto esperado:

Carril 1 ADN sin digerir Carriles 2-4 ADN cortado con endonucleasas
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Recomendaciones para plasmar los resultados y su analisis
Revise como se realizo el trabajo en la campana de flujo laminar.

Contraste los resultados contra lo esperado de acuerdo a la bibliografia
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PRACTICA #13

Titulo: PCR inespecifico

INTRODUCCION:
PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa tiene tres pasos que se repiten ciclicamente, 1)
desnaturalizacidn de los acidos nucleicos, 2) alineacidn de un cebador iniciador (Bprimer@), y 3)
polimerizacién, por efecto de una polimerasa termo resistente, en un medio rico de nucleétidos libres
(dNTPs). En un ciclo, a partir de una molécula se obtienen dos, en el segundo ciclo de dos se obtienen
cuatro y siguiendo una progresion geométrica en 30 ciclos se tendrian 1, 073, 741, 755 copias. Para una
eficiente reaccion del PCR, se busca controlar numerosas variables, de las cuales las principales son: 1)
Muestra de los acidos nucleicos, 2) Condiciones quimicas de la reaccidén y 3) condiciones fisicas

Muestra de los Acidos nucleicos

Generalmente los problemas en los resultados del PCR, estadn relacionados con la cantidad y calidad de
acidos nucleicos. En cuanto a la cantidad, regularmente se sugiere utilizar de 15 a 50 ng, no obstante,
para la amplificacion de fragmentos de ADN mitocondrial, a partir de muestras de ADN total, se amplia
el rango de 15 a 200 ng, prefiriéndose los valores altos. Fuera de estos rangos es necesario utilizar
técnicas complementarias o el uso de aditivos en la mezcla de reaccién, lo que puede elevar
sustancialmente los costos. En cuanto a la calidad, es preferible utilizar productos del tipo C1 (una banda
clara y nitida, sin barrido, ver en interpretacion de la electroforesis), aunque en muestras de ADN con
barrido ligero (C2 y C3), se pueden obtener resultados adecuados. En muestras degradadas,
generalmente se requiere utilizar técnicas complementarias

Condiciones quimicas de la reaccién

En la mezcla de reaccién se utilizan diversos componentes, ademas del ADN que sirve de molde. Los
componentes de una reaccion tipica, incluyen un cebador Bhacia adelantel (Bforward® o F), uno Bhacia
atrasl (Breversel o R), mezcla de los dNTPs (deoxinucleotidos), polimerasa termoresistente (Taq
polimerasa), iones magnesio (en forma de cloruro de Magnesio), amortiguador y agua destilada,
desionizada, ultrapurificada y esterilizada (H20RBddue). Adicionalmente, dependiendo del tipo de
termociclador podria utilizarse aceite mineral. La concentracién de los cebadores F y R, ha sido
ampliamente estandarizada, recomenddndose utilizar de 0.5 a 1 ul de una solucidn con concentracién
de 20 uM, para una reaccion de volumen total de 25 pL. La solucién madre (BEstock®), se prepara en una
concentracién de 50 a 100 uM, para garantizar una mejor conservacion de los cebadores. El disefio de
los cebadores es basico para entender los resultados de una reacciéon de PCR. Es recomendable es uso
de cebadores especificos, que tengan aproximadamente la misma proporcién de C-G con respecto a A-T,
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evitando la formacion de pasadores (dobleces del cebador durante la reaccién) o la formacién de
dimeros simples o pareados (unidn de bases complentarias) por unidn entre el mismo cebador o entre
los cebadores. Los dNTPs se agregan en exceso para cubrir adecuadamente las demandas de la
reacciéon. En una reaccién de 25 pL, es comun utilizar 2 pL de una concentracién de 2.5mM. Agregar una
mayor cantidad implica un desperdicio de los nucledtidos, ademads de que pueden interferir en la
reaccién. La primer polimerasa termo resistente utilizada fue a Taq polimerasa, de la cual se utilizan de
0.25 a 1 unidad por reaccion, no obstante, en la actualidad existen al menos 10 polimerasas de uso en
las reacciones de PCR, de las cuales las mas comerciales son las obtenidas de Pyrococcus furiosus (Pfu),
Thermococcus litoralis (Vent o Tli). Generalmente de la solucidon madre, se utilizan de 0.5 hasta 2 puL por
reaccion. El magnesio es requerido para una adecuada funcién de la polimerasa y se recomienda una
concentraciéon de 1.65 mM por reaccidn. En casos especiales, se puede utilizar hasta 4mM, aunque con
el riesgo de disminuir la especificidad en la accién de la polimerasa. La preparacion de la solucion madre
de 25 0 50 mM, es laboriosa y requiere de filtrado y esterilizacién de los reactivos, las que pueden ser
muy dificiles de lograr en un laboratorio general, por lo que se recomienda adquirirla de proveedores
especializados. El pH y el balance idnico, se logra con el uso de un amortiguador termo resistente, con
tris-HCI (pH8.4) y cloruro de potasio. Cabe aclarar que en la reaccién debido a los cambios de
temperatura el pH variara desde aproximadamente 7 hasta 10. La preparacién es sumamente
complicada, por lo que se sugiere adquirirlas de una compaiiia especializada. Finalmente para el agua,
es posible obtenerla de un ultrapurificador y esterilizarla, manteniéndola en el drea de trabajo de

PCR. Para lograr una mayor eficiencia en la reaccién es posible agregar diversos aditivos, como
formamida, DMSO o Tween 20 (se recomienda revisar la pagina de internet: http://www.staff.uni-
mainz.de/lieb/additiva.html), los cuales son utilizados generalmente de forma

empirica. Comercialmente se encuentran disponibles juegos de mezclas para PCR, como PCR-super
mixer, en los cuales incluyen total o parcialmente los reactivos requeridos, de tal forma que solo se
requiere agregar la muestra a amplificar. Lamentablemente en estos juegos, la polimerasa puede perder
actividad después de unas semanas o meses y tipicamente recomiendan su uso antes de que se
cumplan los seis meses de preparacién. En los casos que se exceda el tiempo de conservacion, suele ser
requerido suplementar la mezcla con polimerasa fresca. En sintesis la mezcla de reaccidn tipica incluye
los siguientes componentes y concentraciones:

Concentracion final
Reactivo
dNTPRS 0.2 mM (rango de 0.05 a .25 mM)
Iniciador F 0.4 mM (rango de 0.2 a1 mM)
Iniciador R 0.4 mM (rango de 0.2 a1 mM)
Tag-Polimerasa 0.2U (rangode0.2a1U)
Cloruro de magnesio (MgCI2) 1.65 mM (rango 1.5 a 4 mM)
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ADN (molde o templete) 152200 ng

Amortiguador (Tris-HCI 10 a 220 mM 1.1X
BpH 8.4-y 50 a 55 mM de KCI), solucién
madre a 10 X

Agua (H20 ddue) Volumen necesario para la reaccién

En los primeros termocicladores no se contaban con mecanismos para mantener la temperatura
homogénea en todo el interior de los tubos de reaccién, por lo que se agrega de uno a dos volimenes
de aceite mineral, previamente esterilizado y conservado en el area de trabajo de PCR.

Condiciones fisicas

~30addclos
94°C

70a72°C

Temperatura
de Alineacion

Temperatura

Temperatura
inicial

4°C =

Tiempo

Un ciclo regular requiere de cuatro etapas: 1) desnaturalizacion inicial, 2) ciclos de desnaturalizacion,
alineacidn y polimerizacién, 3) polimerizacion final y 4) conservacion. La desnaturalizacion inicial, se
puede lograr eficientemente con 94 °C durante 5 minutos. Si existe la sospecha de que las muestras no
estan completamente purificadas (sospecha de proteinas), se puede elevar la temperatura inicial hasta
los 96 °C durante 2 minutos y después a 94 °C por los 3 minutos restantes. Para algunos PCR, como el de
RAPDs, puede ser recomendable omitir la desnaturalizacién inicial. La polimerasa puede perder
efectividad durante la desnaturalizacidn inicial, por lo que algunos fabricantes recomiendan agregarla
después de esta desnaturalizacion inicial. Los ciclos, comprenden una desnaturalizacién inicial de 94 °C
por 30 segundos, la alineacion a la temperatura de alineacién promedio o de fusion (TM por sus siglas
en ingles) por 30 segundos y la polimerizacion a 72 °C por 1 minuto por cada mil pares de bases. La
temperatura de alineacidn promedio, se toma a partir de los datos del fabricante de los cebadores o se
calcula con la siguiente ecuacidon empirica: Calculo de TM (método de G-C) Por ejemplo para la
secuencia: ttcccc ggt ctt gtaaacc N=10 #GC=10 %GC=52% Tm=2°C * (A+T) + 4°C *
(G+C)==2*(9) + 4 (10) = 58°C correccion 58-5= 53°C Nota: Se define TM (Temperatura de fusidn)
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como la temperatura a la cual el 50 % de los acidos nucleicos se mantiene disociado o desnaturalizado
El nimero de ciclos esta limitado por la eficiencia de la polimerasa, estableciéndose un rango de entre
25 a 40 ciclos. Una mayor cantidad de ciclos puede producir bandas fantasmas u otras aberraciones en
los productos del PCR. Las variantes en los ciclos son diversas de acuerdo a las condiciones obtenidas en
la estandarizacion. Las principales variaciones son: Incrementar en uno a dos segundos por ciclo el
tiempo de la polimerizacidn, cuando se obtienen barridos o con baja eficiencia. Variar la pendiente de
cambio entre temperaturas, principalmente entre la alineacién y polimerizacién, cuando hay baja
eficiencia en la reaccién y en la electroforesis se observan los oligos. Realizar 5 a 6 ciclos iniciales, con 1
a 4 grados arriba de la temperatura de alineacién, cuando la reaccién es sumamente especifica para un
fragmento y las falsas alineaciones generan resultados erréneos. Realizar de 5 a 6 ciclos iniciales, con 1 a
4 grados abajo de la temperatura de alineaciéon, cuando se obtiene baja eficiencia. La polimerizacién
final se realiza a 72 *C por 10 minutos, posteriormente se programa al termociclador en un tiempo de
espera a 4 *Cy se conservan los productos en refrigerador. El aceite mineral generalmente no produce
problemas en la manipulacién de los productos del PCR, no obstante puede ser necesario eliminarlo,
para lo cual se puede introducir el tubo a -70 °C y una vez solidificada la muestra, se puede retirar
facilmente el aceite por decantacién, o deposita el contenido del tubo en un pedazo de parafilm de
donde se recoge posteriormente el producto de PCR.

Otros cuidados

Considerando la gran sensibilidad de la reaccién de PCR, en un analisis, se deben extremar los cuidados
en:

Proteger de cualquier fuente de contaminacidn, tanto a los materiales como a los reactivos.
Trabajar con guantes limpios, la proteccion pertinente y en una campana de flujo laminar tipo 1 o Il.
Hacer reproducibles todas las variables posibles alrededor de los experimentos.

En la extraccién de ADN, se debe eliminar los otros compuestos organicos presentes en la muestra
(residuos de fluidos organicos), asi como los residuos de los reactivos utilizados en la reaccién (SDS,
fenol, cloroformo, alcohol y el exceso de sales).

En un estudio, mantener el mismo paquete de materiales y reactivos, ya que el cambio de uno de ellos
puede requerir una nueva estandarizacion.

Nota final: La ropa requerida para efectuar un PCR, busca proteger al maximo a la muestray a los
reactivos de cualquier contaminacion e incluye accesorios como cubre bocas y gorra de laboratorio.

OBIJETIVO:

Probar las habilidades requeridas para efectuar una reacciéon de PCR
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MATERIAL:
Materiales

Puntas de 10 pL

Puntas de 200 pL

Tubos para PCR

Reactivos para PCR
Equipos

Campana de Flujo laminar

Juego de pipeteadores

Termociclador

METODOLOGIA:

La reaccidn en cadena de las polimerasas, es la replicacidn artificial del ADN, la cual depende de

condiciones fisicas y quimicas.

En cuanto a las condiciones fisicas, consideramos el incremento de temperatura para desnaturalizar

parcialmente el ADN, después una rapida disminucién para que se efectle una alineacién de un cebador

("primer") y se forme una molécula hibrida (ADN molde con el cebador). Finalmente con un ligero

incremento de la temperatura para que las polimerasas (extraidas de una bacteria termafila) puedan

actuar eficientemente. Estos cambios de temperatura se repiten en treinta o cuarenta ciclos.

Las condiciones para la amplificacidn son las siguientes.

Tedrico

Usado en practica

Desnaturalizacidn inicial 952C por 2°45"

Ciclos 30

Desnaturalizacion 942C por 30"

Alineacién 362C por 30"

Polimerizacién 722C por 30"

Extensiodn final 722C por 10 minutos
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Conservacion 62C Indefinido.

Gréfica:
30 a 40 ciclos
94°C
T
S
- 70a72°C
)
]
~ Temperatura
v . .
O de Alineaciony
5
[
Temperatura
inicial
4°C —
Tiempo

La reaccidn en cadena de las polimerasas inespecifica, actualmente se utiliza para verificar otros
protocolos o para realizar barridos rapidos del ADN. Por su facilidad demostrativa se presenta en esta

sesion.

De las condiciones quimicas, la reaccién debe contener al menos lo siguiente:

Reactivo Concentracidn esperada volumen requerido
ADN molde 15 a 50 nanogramos
Cebador RAPD 0.1 a 1 micromolar
200 micromolar de cada dNTP
dNTP
(dGTP, dCTP, dATP, dTTP)
Tag polimerasa 0.2 a 1 unidades
Cloruro de Magnesio 1.5 a 3 molar
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Amortiguador 1.1X

Agua ddue

Aditivos variable

Total 25 microlitros

En un tubo termotransparente se agregan los reactivos necesarios. En el caso de la practica que
realizaremos deberd llevar a un volumen final de 25 microlitros. Posteriormente se homogeneizan los
reactivos, se precipitan por centrifugacién y en caso de requerirse, se agregan 50 microlitros de aceite
mineral para evitar la evaporacién durante el experimento. Finalmente los tubos, debidamente
etiquetados se colocan en el termociclador (aparato para controlar las condiciones fisicas de la
reaccion).

Posteriormente se realiza la electroforesis correspondiente.
Recomendaciones para plasmar los resultados y su analisis

Describa el trabajo realizado en la campana, analice lo realizado (qué reactivos utilizo?, porque?...).
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PRACTICA #14

Titulo: PCR especifico

INTRODUCCION: a investigar por el estudiante
Informacién relacionada con el marco de referencia:

Identifique las caracteristicas del PCR, asi como el valor utilitario del este tipo de reacciones.

OBJETIVO: Probar las habilidades requeridas para efectuar una reaccion de PCR especifico

MATERIAL:
Materiales

Puntas de 10 uL

Puntas de 200 pL

Tubos para PCR

Juego de Reactivos para PCR
Equipos

Campana de Flujo laminar

Juego de pipeteadores

Termociclador

METODOLOGIA:
Para efectuar el ejercicio amplificacion se utilizard un cebador universal

En cuanto a las condiciones fisicas, consideramos la desnaturalizacidn, alineacién y polimerizacién en
treinta ciclos.

Las condiciones para la amplificacidn son las siguientes.

Desnaturalizacidn inicial 952C por 2°45"
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Ciclos 30

Desnaturalizacion 942C por 30"
Alineacién 502C por 30"
Polimerizacién 722C por 30"
Extensidn final 722C por 10 minutos

Conservacion 62C Indefinido.

30 a 40 ciclos
94°C

70a72°C

Temperatura
de Alineaciony

Temperatura

Temperatura
inicial

4°C

Tiempo

De las condiciones quimicas, la reaccién se realizara con un paquete comercial, por lo que se debe

agregar solo lo siguiente:

Reactivo Concentracidn esperada volumen requerido
ADN molde 15 a 50 nanogramos 1 microlitro
Cebador 1 (forward) 0.1 a 0.5 micromolar 1 microlitro
Cebador 2 (reverse) 0.1 a 0.5 micromolar 1 microlitro

Reactivo comercial

Agua ddue

Total

25 microlitros
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En un tubo termotransparente se agregan los reactivos necesarios. En el caso de la practica que
realizaremos deberd llevar a un volumen final de 25 microlitros. Posteriormente se homogeneizan los
reactivos, se precipitan por centrifugacién y en caso de requerirse, se agregan 50 microlitros de aceite
mineral para evitar la evaporacién durante el experimento. Finalmente los tubos, debidamente
etiquetados se colocan en el termociclador (aparato para controlar las condiciones fisicas de la
reaccion).

Recomendaciones para plasmar los resultados y su analisis

Describa el trabajo realizado en la campana, analice lo realizado (qué reactivos utilizo?, porque?...).
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