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INTRODUCCION

En la actualidad la biologia molecular se considera como una ciencia fundamental, dindmica,
interdisciplinaria e internacional, con un gran impacto sobre la sociedad y en continuo crecimiento.
Es una de las ciencias mas utilizadas en el campo de la investigacion y uno de los pilares activos
mas promisorios para el desarrollo del conocimiento.

Debido a su relevancia, es necesario que profesionales con perfiles relacionados a las ciencias
bioldgicas, biomédicas, agropecuarias y afines, conozcan y manejen los conceptos basicos de
algunas de sus herramientas encaminadas a la innovacidon de nuevas formas de diagnostico,
prevencién, tratamiento, biorremediacién y desarrollo tecnolégico aplicado al mejoramiento de la
calidad de vida y el desarrollo sostenible de los ecosistemas.

En este contexto, el manual pretende brindarles a los estudiantes los fundamentos para comprender
y entender desde una dindmica practica, los procesos vitales de los seres vivos en funcion de las
caracteristicas de su estructura molecular.

Adicionalmente, otro aspecto sobresaliente a ser considerado con la aplicacion de este manual en
las practicas académicas, es el desarrollo de competencias cientificas, enfocadas a la adquisicion de
habilidades cognitivas basicas (observacién, descripcion, comparacion, toma de datos, revision
bibliografica, etc.), habilidades procedimentales (capacidad para seguir un procedimiento, toma de
muestras, recoleccién de datos, apropiacion tecnoloégica para el desarrollo de problemas),
habilidades metacognitivas, y habilidades investigativas, todas ellas de suma importancia en la
formacidn cientifica de nuestros profesionales.

Este mddulo esta dirigido a todos los estudiantes que en sus programas de pregrado contemplan
un componente biolégico, que desean adquirir y poner en practica algunas de las técnicas mas
sencillas y de amplio uso en la biologia molecular, protocolos que han sido acoplados y ajustados y
que pueden ser implementados en los laboratorios de docencia universitaria.

Con la finalidad de lograr una lectura dinamica, el documento ha sido organizado en varios items:
Introduccién baésica, objetivos, materiales, procedimiento a r|ealizarse, cuestionario y referencias
bibliograficas. Complementariamente, la parte final de cada practica contempla la preparaciéon de
las soluciones correspondientes.

Esperamos con esta primera parte enfocada a ADN, apasionarlos por una de las ciencias mas

fascinantes y multidisciplinarias, desde la cual se pueden resolver infinidad de problemas y alcanzar
desafios cientificos y tecnoldgicos.

Los autores
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) CAPITULO |
SEGURIDAD, DISPOSICION DE RESIDUOS SOLIDOS Y RECONOCIMIENTO DEL
LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR

1.1 SEGURIDAD EN EL LABORATORIO

El correcto manejo y eliminacion de material descartable y de residuos patogénicos se debe realizar
segun las normas legales vigentes y de acuerdo al manual de procedimientos de seguridad e
higiene establecido en los laboratorios de biologia molecular. Estas normas de seguridad son
equivalentes a las que rigen a los laboratorios clinicos en lo que se refiere a manejo y
descontaminacion, ast como también a los cuidados orientados a preservar la integridad de los
operadores y el medio ambiente.

Para efectos de evitar contaminaciones con material genético que alterarian los resultados
obtenidos con una determinada metodologia, se pauta una circulaciéon unidireccional para el
procesamiento, evitando los fendmenos de transferencia y contaminacién cruzada.

Durante el trabajo experimental en Biologia molecular se utilizan reactivos potencialmente
peligrosos y equipos de mucho cuidado; asi mismo, se debe garantizar el bienestar de los usuarios
del laboratorio, por ello es necesario adoptar las normas de bioseguridad que se describen a
continuacién:

1. Para trabajo en laboratorio se deben utilizar prendas de vestir adecuadas, preferiblemente
que permitan aislar el 100 % de nuestro cuerpo y asi evitar accidentes por derramamiento
de reactivos o el uso inadecuado del material del laboratorio.

2. Los anillos, manillas y demas accesorios que interfieran con el trabajo en laboratorio deben
retirarse antes de iniciar el procedimiento.

3. Debe usarse zapatos adecuados, completamente cerrados y con suela antideslizante.

4. Las personas con cabello largo deben recogerlo; preferiblemente se debe usar gorro
descartable.

5. Las batas de laboratorio deben ser de manga larga y deben abotonarse completamente
para la proteccion contra contaminacion o accidentes por la manipulacion inadecuada de
reactivos. Ast mismo, la bata debe quitarse al salir del laboratorio para evitar transferencia
de contaminantes en las areas normalmente limpias o la introduccidon de contaminantes
desde otras areas al espacio asignado para biologia molecular.

6. Se debe realizar un lavado de manos al comenzar y al finalizar los procedimientos, antes de
dejar el laboratorio y en cualquier momento después de la manipulacion de materiales
sospechosos de contaminacion.

7. Se recomienda el uso de gafas y mascaras de proteccidn para evitar el impacto de objetos,
sustancias perjudiciales y luz ultravioleta.

8. Las sustancias deben ser pipeteadas con micropipeta, peras, pipeteadores; nunca debe
hacerse con la boca.

9. Eluso de guantes es exclusivo para la manipulacién del material y reactivos utilizados en el
procedimiento; se debe evitar abrir puertas, contestar celulares, tocar teclados de
computadores o tablets, tocarse la cara y salir del laboratorio con los guantes puestos.

10. Las mujeres en estado de embarazo deben informar de su situacién a la persona que esté
dirigiendo el laboratorio, puesto que deberan evitar exponerse a vibraciones, radiaciones,
reactivos peligrosos y la manipulacién inadecuada del material bioldgico que se dispone
para la realizacion del procedimiento.

11. Las areas de trabajo deberan ser desinfectadas antes y después de ejecutar el trabajo en
laboratorio; asi mismo, al finalizar la practica se dejara organizado el sitio de trabajo.

12. La manipulacién de reactivos, materiales y equipos durante el desarrollo del procedimiento
debera realizarse de manera correcta bajo la asesoria y supervisién del profesional a cargo y
en ningun caso se debe manipular algo si no se esta seguro de su funcionamiento.
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13. Para la manipulacién de patdgenos se debe estipular el uso obligatorio de una cabina de
flujo laminar vertical tipo Il, la cual serd desinfectada haciendo uso de alcohol 70 % con
posterior exposicién de 15 minutos con luz ultravioleta; después de su uso se debe
proceder de la misma manera, se debe tratar con alcohol 70 % y nuevamente quince
minutos con U.V. Cada proceso de utilizacidén de luz ultravioleta debe registrarse en el
documento de uso de la cabina, el cual debe estar en lugar visible totalizando hasta ese
momento el tiempo de actividad de las lamparas, es recomendable que después de 200
horas de uso, se sustituyan por unas nuevas.

14. Se debe usar campana de extraccién cuando exista posible manipulacion de reactivos
peligrosos o solventes organicos.

15. Es prohibido comer, beber, fumar, almacenar alimentos y usar cosméticos en el laboratorio.

16. En general se debe mantener un comportamiento adecuado dentro del laboratorio y
cualquier anomalia, debe informarse a la persona responsable de la practica.

1.2 DISPOSICION DE RESIDUOS

1.2.1 Disposicion de residuos peligrosos

Un residuo peligroso es aquel desecho que por sus caracteristicas corrosivas, reactivas, explosivas,
toxicas, inflamables, infecciosas o radiactivas puede causar riesgos, dafos o efectos no deseados,
directos o indirectos, a la salud humana y el ambiente. Asi mismo, se considerara residuo peligroso
a los empaques, envases y embalajes que estuvieron en contacto con ellos (Congreso de la
Republica. Ley 1252 de noviembre de 2008. Articulo 3).

La Resolucién 1362 del 2 de agosto de 2007 expedida por el antes denominado, Ministerio de
Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, hoy Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible,
reglamentd el registro de Generadores de Residuos o Desechos Peligrosos [GRDP] con base en lo
estipulado en el articulo 27 del decreto 4741 del 30 de diciembre de 2005, de acuerdo con los
estandares para el acopio de datos, procesamiento, transmisién y difusion de la informacién que
establecié el Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales [IDEAM] para tal fin
(Resolucién 043 de 2007). Por su parte, una vez el IDEAM recibe en el Sistema de Informacion
Ambiental la informacién transmitida por parte de las autoridades ambientales, debe poner a
disposicion del publico en su pagina Web las salidas de informaciéon nacionales consolidadas
referentes a las cantidades anuales de residuos o desechos peligrosos generados por actividad
productiva, por corriente o tipo de residuos, por tipo de residuos almacenados, aprovechados,
tratados y dispuestos y demaés indicadores que considere de interés.

Corporacién
Auténoma
Regional

Corporacién Autoridades

de Desarrollo IDEAM <—  Ambientales <+ — m

Sostenible Urbanas

Sistema de
Informacion
Ambiental de
Colombia

- Establecimientos generadores de residuos o
mn mn desechos pelgrosos

Figura 1. Flujo de informacién sobre generacién y manejo de residuos peligrosos en Colombia-
Registro de generadores de residuos o desechos peligrosos. Fuente: Modificado por los autores de
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IDEAM, Informe Nacional sobre Generacion y Manejo de Residuos o Desechos Peligrosos en
Colombia, afio 2011. Bogotsa, D. C., 2012.

Como se observa en la Figura 1, el proceso de captura de informacién inicia con una auto-
declaracion via Web realizada por parte de los GRDP a través del Registro de Generadores de
Residuos o Desechos Peligrosos, en la que reportan los tipos y cantidades de residuos peligrosos
generados en sus establecimientos, y el manejo que dieron a cada una de éstos, posterior a su
generacion.

En la Figura 2 se presenta el proceso adelantado para la inscripcidn, diligenciamiento y
actualizacion de la informacion en el [GRDP], ast como las actividades adelantadas tanto por las
autoridades ambientales del pais, a nivel regional y nacional, respectivamente.

GENERADOR AUTORIDAD AMBIENTAL
Solicitud de inscripcion al registro —
RESPEL ¢

Creacion de la empresa y el

establecimiento Soporte técnico y

administracién del registro

Diligenciamiento del registro RESPEL Remisién de usuario fia al

oy 9 Iy y contrasefa a

por parte de cada establecimiento < solicitante RESPEL

Cierre del registro y envio de la Revision de la calidad de la
informacién a la A.A. informacion
Transmision de la informacién al — Consolidacion y analisis de la
IDEAM informaciéon
L1 Actualizacién de la informacién < [

Figura 2. Procedimiento para el registro de generadores de residuos o desechos peligrosos. IDEAM,
Informe Nacional sobre Generacién y Manejo de Residuos o Desechos Peligrosos en Colombia, afio
2011. Bogota, D. C., 2012. Fuente: Modificado por los autores.

1.2.1.1 Residuos biologicos. La definicidén de residuos bioldgicos peligrosos es cualquier material
gue esté o haya estado en contacto con animales o productos de origen animal. Esto incluye todos
los residuos asociados a las caracteristicas microbioldgicas (bacterias y virus) y cualquier elemento
que ha estado en contacto con las enzimas y ADN recombinante. Por lo tanto, la mayoria de las
puntas y los tubos utilizados en procedimientos de biologia molecular son peligrosos; por
consiguiente, todos los materiales liquidos y sélidos contaminados o infectados deben ser
esterilizados en autoclave durante 40 minutos antes de su disposicién final o reutilizacion.

1.2.1.2 Residuos organicos. Los residuos organicos como el fenol, cloroformo y alcohol isoamilico
no deben ser descartados en los lavamanos; se deben almacenar en recipientes reforzados y
entregados al servicio de recoleccion especializada.

1.2.1.3 Bromuro de etidio. El bromuro de etidio es un agente intercalante cominmente empleado
para tefir acidos nucleicos en diversas técnicas moleculares y citogenéticas; es un mutdgeno
conocido y posiblemente también actie como carcindgeno y teratdgeno. A altas concentraciones el
bromuro de etidio es irritante para los ojos, la piel las membranas mucosas y las vias aéreas
superiores. La manipulacién de todo material contaminado con este reactivo debe realizarse con
guantes de nitrilo, ya que los guantes de latex son mas susceptibles a ser permeados. Los
laboratorios de biologia molecular tradicionalmente emplean tanto soluciones concentradas de
bromuro de etidio (solucion stock 10 mg/mL), asi como soluciones diluidas (buffers de
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electroforesis a 0.5 ug/mL). Los geles de agarosa, toallas de papel y guantes contaminados, al igual
que el carboén activado empleados para descontaminar los buffers deben ser colocados en bolsas
de residuos toxicos al término de su uso.

+ En realidad, este procedimiento Unicamente elimina el bromuro de etidio
presente en el buffer. El carbon activado retiene el bromuro de etidio en
estado tdxico, por lo cual es necesario eliminarlo apropiadamente para
evitar la liberacion de este agente al medio ambiente.

Condiciones previas a tenerse en cuenta en la manipulacién de bromuro

+*
*

Mantener el envase del reactivo cerrado y en refrigeracién (entre 2 °Cy 8 °C).

La manipulacién de este reactivo debe hacerse en un area acondicionada para este fin
(paredes y pisos lisos, lavatorios de acero cromado, mesas de trabajo fijos preferentemente
de material inerte y resistente a la corrosion, bolsas amarillas para desecho de residuos
especiales, recipientes rigidos para descartar residuos punzocortantes, sistema de
descontaminacién de bromuro de etidio, espatulas de plastico, papel toalla en
dispensadores de plastico, entre otros).

Manipular el reactivo dentro de una campana extractora de gases quimicos, considerando
las recomendaciones de la ficha de seguridad y las medidas de bioseguridad
correspondientes (respirador para vapores quimicos, gafas de seguridad, guantes de caucho
de nitrilo, bata de laboratorio manga larga).

El material usado en el area de trabajo con bromuro de etidio no debe salir del area sin
haber recibido tratamiento previo.

Tratamiento de la solucion de trabajo conteniendo bromuro de etidio

+

Armar el sistema de descontaminaciéon de bromuro de etidio, que consiste en un embudo
de plastico de aproximadamente 30 cm de didmetro cuyo interior contiene dos capas de
papel filtro simple seguido de una doble capa de gasa.

Conectar el embudo a un recipiente de plastico para almacenar la solucién filtrada.

Sobre este revestimiento colocar el carbon activado (se recomienda 100 mg de carbon
activado por cada 100 mL de solucion).

Agregar la solucion de trabajo conteniendo el bromuro de etidio en el sistema de
descontaminacién. Nota: Utilizar el mismo carbén activado hasta verificar que pierda
la capacidad de inactivar al bromuro de etidio.

Evaluacién de la capacidad de inactivacion del carbon activado

*

*
*
+*

Tomar un volumen de 5 pL de la solucion filtrada y mezclar con 5 pL de ADN > 100 ng/pL.
Evaluar la fluorescencia de la mezcla sobre un transiluminador.

Usar un control de fluorescencia consistente en 5 uL de ADN > 100 ng/pL mezclado con 5
uL de solucién de trabajo de bromuro de etidio sin inactivar.

La presencia de fluorescencia en la solucién filtrada indica que el carbén activado no esta
inactivando al bromuro de etidio y deber ser cambiado por uno nuevo.

Limpieza del area de trabajo

+

- =& #

Usar en todo momento equipos de proteccidn personal (bata de laboratorio manga larga,
gafas, guantes gruesos, mascarilla y botas).

Lavar cinco veces las superficies con pafios humedecidos con solucion de
descontaminacion.

Utilizar un pafo diferente cada vez que se realice el lavado.

Remojar por aproximadamente una hora cada uno de los pafios utilizados durante el paso
anterior, en un recipiente conteniendo solucién de descontaminacién (Anexo A).

Neutralizar la solucion de descontaminacidn con bicarbonato de sodio, verificar que el pH
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+ Verificar la presencia de bromuro de etidio en los pafios y en las superficies utilizando una
ldmpara de luz ultravioleta.

Eliminacion de los residuos

+ Eliminar la solucién filtrada de bromuro de etidio por el desagte.

* El carbén activado utilizado para el filtrado debe ser segregado como residuo peligroso
para su incineracion en bolsas amarillas para desechos de residuos especiales.

% Eliminar todo el material contaminado con bromuro de etidio (guantes, geles de agarosa,
geles de poliacrilamida, papel filtro, puntas de plastico, etc.) en los recipientes y bolsas
acondicionadas segun PRT-CNSP005 para manejo, transporte y eliminacién de residuos.

# Eliminar la solucién de descontaminacidén neutralizada por el desagle y los pafios utilizados
en los recipientes y bolsas acondicionadas segin manejo, transporte y eliminacion de
residuos.

Consideraciones finales
# Al finalizar el trabajo lavarse la cara y las manos con abundante agua.
+ En caso de accidentes seguir las pautas para primeros auxilios descritos en las fichas de
seguridad del reactivo.
+ Las soluciones solubles en agua no peligrosas pueden ser descartadas directamente en el
lavamanos.

Anexo A. Preparacion de la solucién de descontaminacion

+ Reactivos: Nitrito de sodio (NaNO,). Acido hipofosforoso (H3POy).

#+ Procedimiento: Disolver en un frasco de vidrio 4,2 g de NaNO; en 20 mL de H3PO; a 50 %
y aforar a 300 mL con agua destilada. Verificar el pH el cual debe ser de 1,8. El volumen a
preparar depende del tamano de la superficie a descontaminar.

Cuestionario

=

;Qué riesgos se pueden presentar al desarrollar un procedimiento en el laboratorio?

2. ;Cudles son las sustancias quimicas de interés relacionadas con la generacion de residuos o
desechos peligrosos en Colombia?

3. ;Cudl es el aprovechamiento o valorizacion de residuos peligrosos en Colombia?

4. ;Cudl es el procedimiento que realiza tu institucién para la disposicién final de los residuos
obtenidos de los diferentes procedimientos de laboratorio?

5. ;Consulta cuales empresas de recoleccion de residuos existen en tu ciudad y en el pais y

que tipo de residuos recolectan?
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£ Pinzon, F, Hoyos, M., Ramirez, J.,, IDEAM-Subdireccién De Estudios Ambientales. (2012).
Informe Nacional sobre Generacién y Manejo de Residuos o desechos peligrosos en
Colombia. Bogota, D.C. 62 pag. ISBN: 978-958-8067-59-9.

+ Plan de gestiéon integral de residuos peligrosos. (2007). Universidad Nacional de
Colombia.
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% Puerta, C. y Uruefa, C. (2005). Practicas de Biologia Molecular. Editorial Pontificia
Universidad Javeriana. Coleccion Biblioteca del Profesional. 100p.

4%+ Republica de Colombia. Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial. Decreto
4741 de 2005. Por el cual se reglamenta parcialmente la prevencién y el manejo de los
residuos o desechos peligrosos generados en el marco de la gestidn integral.
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1.3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL-MANEJO DE LA MICROPIPETA

Para garantizar los resultados esperados en los procedimientos de biologia molecular se necesita
cantidades exactas de reactivos, y por ello una de las practicas introductorias es el uso y manejo de
la micropipeta. Este instrumento sensible nos permite transferir volumenes pequefios de liquidos;
los rangos de trabajo mas frecuente son: (0.1-1 pL, 0.5-10 pL, 10-100 pL, 20-200 uL, 100-1000 pL,
1000-5000 pL, entre otros); esto depende del tipo de micropipeta y muchas veces de la casa
comercial (Figura 3).

SIEMPRE utilice las micropipetas Unicamente en el rango de volumenes
para el que ha sido fabricada; colocar volumenes por encima o debajo de
éste, la descalibrara.

De igual manera, se debe evitar que la muestra cargada en la punta de la
micropipeta, entre en contacto con el filtro que se encuentra en el cono
de acoplamiento; es por ello que durante su manejo, se debe mantener
la micropipeta lo mas vertical posible.

Finalmente, cuando se termine de usarla, asegurarse de dejarla en su
maximo volumen, seguin corresponda al rango propio de la micropipeta.

IMPORTANTE: Para garantizar un correcto trabajo de medicién de volumenes, es necesario
seleccionar la micropipeta adecuada; el operario debe revisar que el volumen exhibido en la
ventana corresponda al realmente requerido.

Objetivos

+ Capacitar al estudiante en el correcto uso de la micropipeta.
+ Identificar las partes de las micropipetas como elementos indispensables para trabajar en
biologia molecular.

Materiales

Micropipetas y puntas de diversos volumenes
Cajas de petri o barquillos para pesaje
Balanza analitica

Agua

Glicerol

Frascos de descarte

Libreta de notas

Esfero

Calculadora

Jabon antibacterial

Papel toalla

R o SIS S S

Procedimiento

1. Identificacion de las partes de la micropipeta
a. lIdentificar las partes de la micropipeta ayudandose de los detalles de la figura 3.
b. Observar las diferencias entre la micropipeta a usar y la mostrada en la figura.

2. Llenado de la pipeta
a. Colocar una punta segun corresponda (Figura 4-1,2)
b. Colocar el pulgar sobre el mando o émbolo de pipeteado.
c. Explorar los puntos de resistencia; para esto, oprimir el émbolo hasta el primer punto de
resistencia "alto” o "tope" (Figura 4 posicién B). Si continda presionando encontrara el
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punto donde el émbolo ya no se mueve hacia abajo; este corresponde al segundo punto de
resistencia “alto” o "tope" (Figura 4 posicion C).

d. Toma de muestra: oprimir el émbolo hasta el primer tope y colocar la punta dentro del
liquido hasta una profundidad menor a 1 mm. De una manera lenta y controlada, disminuya
la presion del émbolo para permitir que se desplace hacia arriba. No suelte el émbolo
abruptamente, al permitirlo causard que el liquido pueda salpicar dentro de la punta
produciendo volumenes inexactos y generando contaminacién de la micropipeta. Una vez
el émbolo se haya desplazado hasta arriba mantenga la micropipeta en el liquido durante
un segundo, esto evita que se aspire aire en la parte final.

B — | (
E D& C
[ = i( | oq
[—
-
F
e b BVt
O.1puLal1oOplL 10uLa100pulL 100 uLa 1000 u L

Figura 3. Partes de la micropipeta de trabajo en laboratorio de biologia molecular. Se muestran las
partes, ast como las puntas para la medicién de diferentes volumenes. A.- Boton de control, B.-
Tuerca de conexidn, C.- Junta de tefldn, D.- Anillo de goma (O-ring), E.- Cafa, F.- Expulsor de la
punta. G. Ventana. Fuente: Disefiado por los autores.

3. Expulsion de la muestra

a. Llevar la micropipeta al tubo de disposiciédn final (polipropileno de 1.5 mL) (Figura 4).

b. Se apoya la punta en la pared inferior del tubo.

c.  Oprimir el émbolo hasta el primer tope y luego hasta el segundo tope. Haga este
procedimiento a una velocidad moderada, hacerlo muy rapido ocasionard que queden
gotas de muestra en la punta. Si observa cuidadosamente, entonces notara que al oprimir
hasta el segundo alto se expele todo el liquido de la punta.

d. Cuando se utilice la micropipeta en soluciones de alta viscosidad se debe tener mayor
cuidado, ya que se es mas susceptible a transferir volumenes inexactos.

4. Verificacién de calibracién de la Micropipeta

Comprobar la calibracién de la micropipeta es un procedimiento simple que puede ahorrar tiempo
considerable, trabajo y reactivos. En esta practica aprenderd a usar la micropipeta de tamafios
diversos, medir su exactitud, precision y calibracion.

Para cada micropipeta se debe revisar el porcentaje de exactitud (E%) y el coeficiente de variacién
(CV%) en todo el rango usando al menos dos volumenes diferentes, por ejemplo: para la
micropipeta P1000 revisar los volumenes de 300 pL y 1000 pL. Para P200 revisar los volumenes de
60 y 200 pL. Para P10 revisar 3y 10 pL.
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Posicion

A 1 2
B
C

Figura 4. Instrucciones para el manejo de una Micropipeta. Se muestran las etapas del uso
adecuado de la micropipeta. Fuente: Disefiado por los autores.

Pasos a seguir:

a. Seleccionar la micropipeta y las puntas adecuadas.

b. Colocar la tapa de la caja de petri en la balanza y tarar a cero.

c. Tomar el volumen de agua destilada con la micropipeta y dispénselo en la tapa de la caja
de petri. Registre el peso del agua. La densidad del agua es 1 g/mL a 25 °C, por lo tanto, un
volumen de 1 mL corresponde aproximadamente a una masa de 1 g, 300 puL a 0.3 g, 200 plL
a0.2qg,60uLa0.06g,10puLa0.01gy3uLa0.003g.

d. Repita el procedimiento cinco veces para cada volumen.

e. Repetir el procedimiento, pero usar glicerol. La densidad del glicerol es de 1,2656 g/mL a
25 °C.

f.  Calcular la masa esperada para cada volumen.

5. Calculo de la exactitud (E%) y del coeficiente de variacion (CV%)

Valor medio
X=ZXi/n
Donde: Xi= pesadas, n= nimero de pesadas

Volumen medio
V=X.Z
Donde: X= valor medio, Z= factor z (1/densidad)

| Valor del control a 21.5 ° C (Z = 1.0032)

‘ Exactitud (E%)= ((V-Vnominal) / Vnominal) *100)

Desviacion estandar
S=Z.Vv(Z Xi-X)2/(n-1))

Coeficiente de Variacion
CV= (S*100) / V
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Tabla 1. Limites de tolerancia para micropipeta

Volumen (pL) E% nominal CV %
nominal
5-10 1 0.8
20-50 0.7 04
100-1000 0.5 0.2
'RREL
Cuestionario

1. ;Qué volumenes puedes operar con las micropipetas disponibles en la practica?
2. ;Qué cuidados debes tener cuando manipulas la micropipeta?
3. ;Qué precauciones debes tomar para evitar la descalibracién de la micropipeta?

Referencias bibliograficas

+ Franco, A, Gonzalez-Campo, C, Mufoz, C. (2014). Guia para el manejo de micropipetas
manuales. Oficina de Planeacién y Desarrollo Institucional. Area de Calidad y Mejoramiento.
Universidad del Valle.

#+ Organizacién Panamericana de la Salud. (2005). Manual de mantenimiento para equipo de
laboratorio. Tecnologia y Prestacién de Servicios de Salud (THS). Medicamentos Esenciales,
Vacunas y Tecnologias en Salud (EV). Washington, D.C. ISBN 92 75 32590 1.

% Sambrook, J., Fritsch, E., Maniatis, T. (1989). Molecular cloning: a laboratory manual. 2ed.
New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press.

% Zarate, P, Jiménez, C, Badillo, J., Garibay, C., Oliver, M. (2009). Manual del laboratorio de
Biotecnologia Molecular. Instituto Politécnico Nacional. Unidad Profesional Interdisciplinaria
de Biotecnologia. Departamento de Bioprocesos. Academia de Biotecnologia. México, D.F.
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_ CAPITULO I
EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

2.1 EXTRACCION DE ADN
(Modificado de Puerta, C. y Uruefia, C. 2005)

Los protocolos de extraccion de acidos nucleicos permiten separar esta biomolécula de otros
compuestos provenientes de la célula o del ambiente del cual se tomaron las muestras.

Es de recalcar que dependiendo del tipo de muestra que requiera ser tratada para la extraccion de
ADN, se deben ajustar o modificar los protocolos, de tal forma de lograr buena calidad y cantidad
del respectivo acido nucleico.

Un procedimiento basico para la extraccidon de ADN se puede dividir en 5 pasos, algunos de los
cuales se realizan simultdaneamente dependiendo del protocolo a usar.

1. Ruptura de las células
Los métodos de lisis mas utilizados emplean:

a. Detergentes: se utilizan basicamente para extraer ADN de parasitos, células en cultivo y
tejido, siendo el dodecil sulfato de sodio (SDS), Nonidet-P40 (NP40) y sarkosil unos de los
mas usados para la ruptura de la membrana celular.

b. Enzimas: se utilizan especialmente para la extraccidon de ADN bacteriano total o plasmidico,
siendo la lisozima la enzima de eleccidn. La lisozima actla desestabilizando la pared celular
de las bacterias rompiendo las uniones glucosidicas entre los polisacaridos N-
acetilglucosamina (NAG) y el acido N-acetilmuramico (NAM).

c. Agentes desnaturantes: se utilizan para extraer ADN de diferentes tipos celulares y tejidos,
siendo el cloruro de guanidina uno de los mas empleados.

2. Eliminacion de proteinas

Se lleva a cabo mediante el uso de enzimas proteoliticas tales como la proteinasa K. Algunos
protocolos de extraccién realizan la lisis con detergentes como el SDS en presencia de la proteinasa
K en un solo paso. Adicionalmente, la digestidn se acompafa del uso de la sal disddica del acido
etilén-diamino-tetra-acético (EDTA) para inhibir la accion de las DNAsas.

Alternativamente, para organismos ricos en glicoproteinas como las micobacterias y tripanosomas,
entre otros, después de la digestion se realiza un tratamiento con el detergente catidénico bromuro
de hexadecil-trimetil-amonio (CTAB) en presencia de NaCl 0.7 M, con el fin de eliminar las
glicoproteinas y obtener un ADN mas puro.

3. Eliminacion de ARN
Se realiza mediante digestién de ARN con RNAsas como la ribonucleasa A de pancreas bovino. Este
paso en algunos protocolos se lleva a cabo en la etapa final de la extraccion del ADN.

4. Desproteinizacion

La desproteinizacién se lleva a cabo con solventes organicos tales como el fenol y el cloroformo, los
cuales tienen la propiedad de desnaturalizar las proteinas. El fenol debe ser bi-destilado,
equilibrado y protegido contra la oxidacidon mediante la adicion de 8-hidroxiquinolina. Por su parte,
al cloroformo se le adiciona alcohol isoamilico en proporcién 24:1 volumen a volumen (v: v) con el
fin de prevenir la produccidon de espuma y facilitar la separacion de las fases acuosas y orgéanicas.
Estos solventes se utilizan en una relacién 1:1 (v: v) de la muestra que se pretende limpiar,
guedando las proteinas desnaturalizadas en la interfase y el ADN en la fase acuosa. Generalmente,
se recomienda realizar una extraccion con fenol, seguida de una extraccion con fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico y finalmente, una ultima extraccién con cloroformo-alcohol isoamilico para
limpiar toda traza de fenol.
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5. Concentracion del ADN

Se logra mediante precipitacion con etanol en presencia de cationes monovalentes a
concentraciones de 0.1 a 0.5 M. El etanol en la presencia de estos cationes induce un cambio
estructural en el ADN que causa la agregacion y precipitacion del mismo. Adicionalmente, con este
tratamiento se remueven los residuos de fenol y cloroformo, del paso anterior. Entre las sales mas
utilizadas se encuentran el acetato de sodio, acetato de potasio, acetato de amonio y cloruro de

litio.

Objetivos

Objetivo General

+

Extraer acidos nucleicos de diferentes muestras por métodos fisico-quimicos.

Objetivos especificos

+
+

+

Conocer la metodologia basica para la extraccion de acidos nucleicos.

Adquirir destreza en la manipulacion de diversas muestras bioldgicas para la extraccidn de
acidos nucleicos.

Determinar la integridad de los acidos nucleicos por electroforesis en gel de agarosa.

Referencias bibliograficas

+

+

- = & #

Aras S., Duran, A, Yenilmez, G. (2003). Isolation of DNA for RAPD analysis from dry leaf
material of some Hesperis L. specimens. Plant Molecular Biology. 21: 461 — 461.

Avise, J. (2004). Molecular markers, natural history and evolution. Sinauer Associates, Inc.
Publishers. Massachusetts, EE.UU.

Dundass, N., Leos, N., Mitui, P., Revell, B, Rogers, B. (2008). Comparison of automated
nucleic acid extraction methods with manual extraction. Journal of Molecular diagnostics.
10: 311-316.

Fraga, J., Rodriguez, O., Fuentes, M., Castex, A., Fernandez-Calienes, A. (2004). Comparacion
entre 5 métodos para la extraccién de ADN de triatomineos: su utilizacién en la técnica de
ADN polimérfico amplificado al azar. Rev. Cubana de Med. Tropl. 56: 208-13.

Hudson, M. (2008). Sequencing breakthroughs for genomic ecology and evolutionary
biology. Molecular Ecology Resources. 8:3-17.

Puerta, C. y Uruefa, C. (2005). Practicas de Biologia Molecular. Editorial Pontificia
Universidad Javeriana. Coleccion Biblioteca del Profesional. 100p.

Sambrook, J., Fritsch, E., Maniatis, T. (1989). Molecular cloning: a laboratory manual. 2ed.
New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Sambrook, J. and Russell, D. W. (2001). Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 32 ed. Ed
Cold Spring Harbor Laboratories. Nueva York. USA. 2001. 2344 pags.
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2.1.1 Protocolo para extraccion de ADN genémico bacteriano por el método de CTAB
Escala minima

Los métodos de laboratorio tradicionales para identificar bacterias incluyen las pruebas de
diferenciacién por tinciones como la tincidon de Gram, el crecimiento en cultivos enriquecidos o
diferenciales y el uso de kits de pruebas bioquimicas (Xua et al, 2004). No obstante, actualmente se
dispone de una serie de técnicas que permiten la caracterizacidon e identificacion de especies
utilizando marcadores moleculares como, por ejemplo, RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms), FISH (Fluorescente In Situ Hybridization), RAPD-PCR (Random Amplified
Polymorphic DNA-PCR), Microarrays, y la secuenciacion de genes ribosomales (16S rRNA) entre
otros (Baruzzi et al, 2006; Trevors et al, 2004). Un paso fundamental para continuar con la
aplicacion de cualquiera de estas técnicas es la obtencidén de un ADN bacteriano de buena calidad.
El método de CTAB, es uno de los mejores para obtener un DNA en calidad y cantidad apto para
una gran variedad de marcadores moleculares, incluyendo los anteriormente mencionados.

Objetivos

Objetivo General
+ Conocer el fundamento de la metodologia basada en el uso de CTAB para la extraccién de
ADN bacteriano.

Objetivos especificos
+ Extraer ADN bacteriano de buena calidad por el método de CTAB escala minima.
# Adquirir destreza en la manipulacién de equipos y reactivos en las practicas de laboratorio.

Materiales

Incubadora

pHmetro

Centrifuga

Vortex

Micropipetas de diversos volumenes

Balanza analitica

Plancha de calentamiento

Estufa de secado o desecador

Cémara de electroforesis

Fuente de poder

Hielo picado o cajitas refrigerantes

Bafio seroldgico a 37 °C

Bafio seroldgico a 65 °C

Fotodocumentador o transiluminador

Puntas nuevas y estériles de diferentes volumenes

Tubos eppendorf (3 por grupo)

Tubo falcon de 15 mL (1 por grupo)

Medios de cultivo: 1 tubo por grupo con 10 mL de caldo TSB o LB
Reactivos: (SDS 10 %, NaCl 5 M, CTAB, cloroformo-alcohol isoamilico 24:1, alcohol
isopropilico 99 %, etanol 70 %, tampdn TE 1X, tampdn TAE 1X, agarosa)
Enzimas: (Proteinasa K 20 mg/mL, RNAsa 20 mg/mL)

Agua grado molecular

Méscara y gorro de proteccion

Guantes de nitrilo libres de talco

Frascos de descarte para material contaminado

Libreta de notas

Lapiz marcador (de preferencia sharpie)

Flotadores para incubacién en bafio seroldgico

Jabén antibacterial

R o SRS S S R ko SR S S SR R R S S S S S T
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+
+

Papel toalla
Desinfectante para area de trabajo

Procedimiento

1.

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.
19.

20.

21.

Obtener un cultivo bacteriano en 10 mL de caldo tripticasa de soya (TSB) o Luria Bertani (LB)
(Triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L) e incubar por 18 horas a 35°C.
Transferir el contenido a un tubo falcon de 15 mL y centrifugar por 5 minutos a 10.000 rpm.
Descartar el sobrenadante y resuspender la biomasa en 567 pL de solucién tampén TE.
Adicionar 30 pL de SDS a 10% y 9 uL de proteinasa K a una concentracién de 20 mg/mL
preparada en agua milli-Q. Homogenizar con cuidado e incubar por 1h a 37 °C en bafio
maria.

Adicionar 100 pL de NaCl 5 M, agitar en vortex y adicionar 80 uL de CTAB precalentado a
65°C. Agitar nuevamente e incubar en bafio maria por 20 minutos a 65 °C.

Retirar del bafio maria y dejar enfriar a temperatura ambiente.

Adicionar igual volumen (~700 pL) de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y homogeneizar
completamente en vortex aproximadamente durante 10 segundos.

Centrifugar por 25 minutos a 10.000 rpm y a temperatura ambiente (24 °C).

Transferir la fase acuosa (superior) a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.

. Adicionar 0.5 pL de RNAsa A preparada a una concentracion de 20 mg/mL e incubar por 1

hora a 37°C.

Adicionar igual volumen (~600 pL) de cloroformo y homogenizar completamente en vortex.
Centrifugar por 15 minutos a 10.000 rpm (24 °C).

Transferir la fase acuosa (superior) a otro tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.

Adicionar 0.6 volumenes (~300 L) de alcohol isopropilico frio.

Precipitar el ADN agitando el tubo lentamente y por inversion.

Centrifugar por 5 minutos a 10.000 rpm a 24 °C y descartar el sobrenadante.

Adicionar 200 pL de etanol 70 % frio, centrifugar por 5 minutos a 10.000 rpm a 24 °Cy
nuevamente descartar el sobrenadante.

Secar los tubos al vacio por 12 horas.

Resuspender el ADN en 50 pL de la solucién tampoén TE (Anexo B) o agua grado molecular
estéril.

Esperar 10 minutos y chequear la calidad y concentracién del ADN (Ver capitulo 3) (Figura
5).

Conservar en nevera a 4°C.

pb
23130
9416
6557
4361

2322
2027

564

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa a 1% de ADN gendmico de bacterias, tratado con
bromuro de etidio. Carriles 2-7: ADN de Vibrio cholerae, carriles 1 y 8: Marcador de tamafio
molecular L ADN/Hidlll (Promega). Fuente: Los autores.
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Observaciones

4+ La temperatura debe ser mantenida en 24 °C para centrifugacion, pues el CTAB se liga con
proteinas a temperaturas hasta de 15 °C. Si la temperatura baja de este valor, el CTAB se
ligara con el ADN.

+ Al remover la capa acuosa después de la centrifugacion se debe evitar remover la pelicula
blanca, debido a que esta en contacto con el alcohol y eso imposibilita el uso del ADN para
analisis.

+ En caso de no visualizar la madeja de ADN, incubar 24 horas a -20 °C y centrifugar por una
hora a 4 °C y 10.000 rpm.

4+ El protocolo en su totalidad necesita de elementos de proteccidén como guantes, bata de
laboratorio y méascara para los solventes organicos. El sobrenadante procedente de los
cultivos y los lavados deben ser descartados en una solucién concentrada de hipoclorito de
sodio (100 ppm).

Anexo B. Preparacion de soluciones protocolo CTAB escala minima

A. Solucion SDS 10 % (Dodecil Sulfato de Sodio)
Disolver 10 g de SDS en un poco de agua destilada estéril y aforar hasta 100 mL. Calentar a 60 °C
para disolver completamente.

B. Solucion de NaCl 5M
Disolver 292.2 g de NaCl en 1000 mL de agua destilada. Alicuotar en volumenes no mayores a 100
mL y autoclavar a 121 °C por 15 minutos.

C. Solucion CTAB 10 % (Bromuro de Hexadeciltrimetilamonio)
Disolver 10 g de CTAB en NaCl 0.7 M y aforar a 100 mL. Calentar a 65 °C para solubilizar
completamente y alicuotar en tubos falcon.

D. Tampon TE (Tris-EDTA, 10 mM Tris-HCl, pH 8.0 y 1 mM EDTA, pH 8.0)
Adicionar 10 mL de la solucién stock de Tris-HCL 1M, pH 8.0 y 2 mL de solucién de EDTA 0.5 M, pH
8.0 y completar a un volumen de 1000 mL con agua destilada estéril.

E. Solucién stock de Tris-HCL 1M, pH 8.0

Pesar 121.1 g de Tris-base, disolver en 800 mL de agua destilada estéril. El pH se ajusta a 8.0 con
adicidon de 42 mL de acido clorhidrico concentrado y el volumen se completa a 1000 mL con agua
destilada estéril.

F. Solucion stock de EDTA 0.5M, pH 8.0

Disolver 186.1 g de sal sédica de EDTA en 800 mL de agua destilada, homogenizar utilizando un
agitador magnético. El pH se ajusta a 8.0 con NaOH 10 N y el volumen se completa a 1000 mL con
agua destilada. Finalmente, autoclavar a 121 °C por 15 minutos.

Cuestionario

1. ;Qué sucede con una muestra de acido nucleico que no fue secada apropiadamente antes
de la resuspension?

2. ;Sila calidad del ADN de una determinada muestra no es la méas adecuada para las técnicas
moleculares, cudles fueron probablemente los errores cometidos en su extraccion?

3. ;Qué alternativas metodoldgicas podria realizar usted st no se observd una madeja de ADN
después de la fase de precipitacién con alcohol?
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4.

:Qué metodologias existen en el mercado para la extraccion de acidos nucleicos?
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2.1.2 Protocolo para extraccién de ADN genémico de levaduras
(Modificacion del protocolo de Guetti, 2009)

La levadura es la primera célula eucariota en la que se han focalizado un sinnimero de estudios
moleculares, debido a que es de facil uso industrial: es barata, cultivarla es sencillo y se duplica cada
90 minutos en condiciones nutritivas favorables (Orberd, 2004). Ademas, es un organismo facil de
modificar genéticamente, lo que permite realizar experimentos en varios dias o semanas. Sin
embargo, la pared de doble contorno de las levaduras dificulta la extraccién de ADN y hace que la
misma sea una tarea laboriosa. Por ello se han modificado y desarrollado nuevas técnicas de
extraccion, tendientes principalmente a la obtencién de un DNA de buena calidad y cantidad,
necesario para la ejecucidén de varias metodologias moleculares, de amplia importancia en la
actualidad.

OBJETIVOS

Objetivo General
£ Conocer la metodologia basica para la extraccion de ADN de levaduras.

Objetivos especificos
# Extraer ADN de microorganismos levaduriformes por métodos fisico-quimicos.
£ Adquirir destreza en la manipulacién de equipos y reactivos para la extraccion de ADN de
levaduras.

Materiales

Incubadora

pHmetro

Centrifuga

Vortex

Micropipetas de diversos volumenes

Balanza analitica

Plancha de calentamiento

Estufa de secado o desecador

Hielo picado o cajitas refrigerantes

Bafo seroldgico a 37 °C

Bafio seroldgico a 65 °C

Fotodocumentador o transiluminador

Puntas nuevas y estériles de diferentes volumenes

Tubos eppendorf (3 por grupo)

Tubo falcon de 15 mL (1 por grupo)

Medios de cultivo: 1 tubo por grupo con 10 mL de caldo YPD

Reactivos: (SDS 10 %, Acetato de sédio 3M, fenol-cloroformo-alcohol isoamilico 25:24:1,
cloroformo-alcohol isoamilico 24:1, alcohol isopropilico 99 %, etanol 70 %, tampdn SET,
agarosa)

Enzimas: (Lisozima 10 mg/mL, RNAsa 10 mg/mL, proteinasa K 10 mg/mL)
Agua grado molecular

Mascara y gorro de proteccién

Guantes de nitrilo

Frascos de descarte

Libreta de notas

Lapiz marcador (de preferencia sharpie)

Flotadores para incubacion en bafio serolégico

Jabon antibacterial

Papel toalla

Desinfectante para limpieza de mesones
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Procedimiento:

13.

14.

15.

16.
17.

18.

19.

20.
21.

Cultivar 10 mL de levadura en medio YPD "Yeast Peptone dextrose" (glucosa 2 %, extracto
de levadura 1 %, peptona 2 %) por 18 horas a 37 °C.

Centrifugar a 10.000 rpm por 5 minutos, lavar las muestras con agua ultrapura y transferir a
un tubo falcon de 15 mL.

Colocar 1.0 mL de tampon SET (Tris 20 mM, EDTA 25 mM, NaCl 75 mM, pH 8.0).

Las levaduras deben ser lisadas y homogenizadas con 1.0 mL de lisozima a una
concentracion de 10.0 mg/mL (la lisozima debe disolverse en tampdn SET).

Incubar en bafio maria a 37 °C durante 2 horas.

Adicionar 5 pL de RNAsa a 10.0 mg/mL e incubar a 37 °C por 1 hora.

Adicionar 300 plL de SDS 10 %.

Adicionar 50 ulL de proteinasa K a 10 mg/mL.

Incubar en bafio maria a 37 °C por 1 hora.

. Adicionar 150 plL de acetato de sodio 3M y mantener en hielo durante 10 minutos.
. Adicionar una mezcla de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (~500 pL), en la proporcién

25:24:1.

. Mezclar por inversion cerca de cincuenta veces y centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos a

temperatura ambiente.

Transferir el sobrenadante a otro tubo de microcentrifuga de 1.5 pL.

Adicionar 500 uL de una mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), mezclar por
inversion cerca de cincuenta veces y centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos a temperatura
ambiente.

Transferir nuevamente el sobrenadante a otro tubo de microcentrifuga de 1.5 mL y
adicionar igual volumen de alcohol isopropilico frio.

Invertir el tubo cuatro veces y dejar por tres horas a -20 °C.

Centrifugar a temperatura ambiente durante 30 minutos a 10.000 rpm y descartar el
sobrenadante.

Adicionar etanol al 70 % y centrifugar temperatura ambiente a 10.000 rpm durante 15
minutos.

Descartar el sobrenadante y dejar secar el tubo al vacio o a temperatura ambiente por 12
horas.

Resuspender el ADN en 50 pL de tampdn TE 1X (Tris 0,01M, EDTA 1mM, pH 7,5).

Verificar la concentraciéon y calidad del ADN obtenido en gel de agarosa a 1 %, utilizar las
condiciones de corrida 80 voltios durante 1 hora (Figura 6).

1 2 3:4:586 ¥ &8 10
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4361

2322
2027

564

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa a 1 % de ADN gendmico de levaduras, tratado con
bromuro de etidio. Carriles 2-9: ADN de Trichosporon sp.; carriles 1 y 10: Marcador de tamafio
molecular L ADN/Hind Il (Promega). Fuente: Guetti, 2009.
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Anexo C. Preparacion para extraccion de ADN genoémico de levaduras

A. Tampon SET (Tris 20 mM, EDTA 25 mM, NaCl 75 mM, pH 8.0). Partir de las soluciones stock y
ajustar el volumen a 100 mL con agua ultrapura.

B. Soluciéon de NaCl 5M
Disolver 292.2 g de NaCl y aforar a 1000 mL con destilada estéril. Alicuotar en volumenes no
mayores a 100 mL y autoclavar a 121 °C por 15 minutos.

C. Solucion CTAB 10 % (Bromuro de Hexadeciltrimetilamonio)
Disolver 10 g de CTAB en NaCl 0.7 M y aforar a 100 mL con la misma solucién NaCl 0.7 M. Calentar a
65 °C para solubilizar completamente y alicuotar en tubos falcon de 15 mL estériles.

D. Tampon TE (Tris-EDTA, 10 mM Tris-HCl, pH 8.0 y 1 mM EDTA, pH 8.0)
Mezclar 10 mL de la solucién stock de Tris-HCL 1M, pH 8.0 y 2 mL de solucién de EDTA 0.5 M, pH 8.0
y completar a un volumen de 1000 mL con agua destilada estéril.

E. Solucién stock de Tris-HCL 1M, pH 8.0

Pesar 121.1 g de Tris-base, disolver en 800 mL de agua destilada estéril. El pH se ajusta a 8.0 con
adicién de aproximadamente 42 mL de acido clorhidrico concentrado y el volumen se completa a
1000 mL con agua destilada estéril.

F. Solucion stock de EDTA 0.5M, pH 8.0

Disolver 186.1 g de sal sédico de EDTA en 800 mL de agua destilada, homogenizar utilizando un
agitador magnético. El pH se ajusta a 8.0 con NaOH 10 N y el volumen se completa a 1000 mL con
agua destilada. Finalmente, autoclavar a 121 °C por 15 minutos.

Referencias Bibliograficas

+ Guetti, G. (2009). Characterization of Trichosporon spp. Isolated from three coastal regions
of Sdo Paulo State, Brazil. Doctoral thesis. Instituto de Ciencias Biomédicas. Universidade de
Séao Paulo, Brasil.

Orbera, R, T. (2004). Métodos moleculares de identificacion de levaduras de interés
biotecnologico. Rev. Iberoam. Micol. 21, p. 15 - 19.

Puerta, C,, Uruefa, C. (2005). Practicas de Biologia Molecular. Editorial Pontificia Universidad
Javeriana. Coleccion Biblioteca del Profesional. 100p.

Sambrook, J., Fritsch, E., Maniatis, T. (1989). Molecular cloning: a laboratory manual. 2ed.
New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Trevors, J., Kirk, J., Beaudette, L., Miranda Hart, M., Moutoglis, P., Klironomos, J., Lee, H., Jack
T. (2004). Review. Methods of studying soil microbial diversity. J. of Microbiol. Methods.
58.p.p. 169-188.

-+ & #

Edith Mariela Burbano Rosero-Bianca Caetano de Almeida-Ivan Dario Otero Ramirez-Sandra Lorena Alvarez m



Universidad de Narifio

2.1.3 Protocolo Miniprep para extraccion de acidos nucleicos de fagos (colifagos)
Modificacidon de la técnica de Lockett (1990)

Los colifagos son bacteriéfagos (cominmente conocidos como fagos) que utilizan como célula
hospedera a £scherichia coli y otras especies emparentadas con ellas; se dividen en dos grupos
principales: colifagos somaticos y colifagos ARN F-especificos, los cuales se diferencian por la via de
infeccion. Los colifagos de ARN F-especificos inician la infeccidon uniéndose a las fimbrias de
fertilidad (fimbrias F- o sexuales) de la célula hospedera; mientras que los colifagos somaticos
inician la infeccion uniéndose a receptores ubicados permanentemente en la pared celular de los
hospederos; suelen replicarse en el aparato digestivo de los animales de sangre caliente, pero
también pueden hacerlo en medios acuéticos, es ast como los colifagos al igual que su principal
hospedero £ coli se han convertido en indicadores de contaminaciéon antropogénica del agua
(Grabow-Wok, 2001). En esta practica, para la extraccibn de ADN de colifagos se usarad la
metodologia propuesta por Lockett (1990) y modificada por Burbano (2009).

Objetivos

Objetivo General
+ Conocer la metodologia basica para la extraccion de acidos nucleicos de fagos (colifagos).

Objetivos especificos
# Obtener acidos nucleicos de colifagos de buena calidad.
+ Adquirir destreza en la manipulacién de equipos y reactivos en las practicas de laboratorio.

Materiales

Incubadora

pHmetro

Centrifuga

Vortex

Micropipetas de diversos volumenes

Balanza analitica

Plancha de calentamiento

Estufa de secado o desecador

Hielo picado o cajitas refrigerantes

Bafio seroldgico a 37 °C

Bafio seroldgico a 65 °C

Camara de electroforesis y fuente de poder
Fotodocumentador o transiluminador

Puntas nuevas y estériles de diferentes volumenes

Tubos eppendorf de 1.5 mL (3 por grupo)

Tubo falcon de 15 mL (1 por grupo)

Medios de cultivo: 1 tubo por grupo con 10 mL de caldo tripticasa de soya, suplementado
con MgS0O4, 7H;0 1.2 mMy CaCl; 5 mM.

Reactivos: (solucion filtrada de ZnCl; 2 M, acetato de potasio 3 M pH 4.0, alcohol
isopropilico 99 %, agarosa, , etanol 70 %, tampdn TES)
Enzimas: (RNAsa 20 mg/mL, DNAsa 1 U/ul)

Agua grado molecular

Méscara y gorro de proteccion

Guantes de nitrilo

Frascos de descarte

Libreta de notas

Lapiz marcador (de preferencia sharpie)

Flotadores para incubacién en bafio serolégico

Jabon antibacterial y desinfectante para el area de trabajo
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+ Papel toalla
Procedimiento

1. Transferir el indculo del fago a un tubo de cultivo en crecimiento exponencial de la bacteria
E. coli en caldo tripticasa de soya, suplementado con MgSOs, 7H,0 1.2mM y CaCl,5 mM.

2. Incubar por 12 a 18 horas a 37 °C, hasta conseguir un titulo aproximado de 10¢ a 108
UFP/mL.

3. Tomar 1 mL de la suspensidon de fagos y adicionar 5 puL de RNAsa a una concentracién de 20
mg/mLy 5 uL de DNAsa a una concentracién de 1 U/uL, homogenizar la suspensién.

4. Incubar a 37 °C por 30 minutos en bafio maria.

5. Adicionar 20 pL de una solucién filtrada de ZnCl; 2 M.

6. Centrifugar la solucién a 8000 rpm por 5 minutos y 20 °C.

7. Descartar la fase acuosa y resuspender el pellet en 500 pL de tampdn TES (0.1 M de Tris-HCL
pH=8.0, 0.1 M de EDTA y 0.3 % de SDS).

8. Incubar la solucion por 15 minutos a 65 °C y adicionar 60 ulL de acetato de potasio 3M pH
4.0

9. Homogenizar la mezcla con vortex e incubar en hielo por 15 minutos.

10. Centrifugar la solucién por 1 minuto a 8000 rpm, transferir el sobrenadante a otro tubo de
microcentrifuga nuevo y estéril.

11. Precipitar el acido nucleico mediante adicion de igual volumen de alcohol isopropilico.

12. Lavar el acido nucleico con 200 pL de alcohol etilico 70 % y dejar secar por 15 minutos a 47
°C.

13. Resuspender el acido nucleico en 50 pL de tampoén TE (Tris-EDTA, pH 8,0) y almacenarlo a 4
°C protegido de la luz (usar papel aluminio).

Para determinar el tipo de acido nucleico debe seguirse el siguiente protocolo:

Colocar en dos tubos de microcentrifuga muestras de acido nucleico conteniendo 200 ng
en cada uno.

Un tubo debe ser tratado con 1U de RNAsa y otro tubo con una 1U de DNAsa.

Incubar las muestras por un periodo de 30 minutos a 37 °C.

Inactivar la enzima por calor a 65 °C durante 5 minutos.

Observar las muestras en un gel de agarosa a 1 %, utilizar el marcador de tamafio molecular
A ADN/Hind .

FEEE

Si el fago contiene ADN, entonces el acido nucleico debe degradarse cuando es tratado con DNAsa.

St el fago contiene ARN, entonces este acido nucleico debe degradarse cuando es tratado con
RNAsa.

Anexo D. Preparacion de soluciones para extraccion de ADN de colifagos

A. Solucion de Acetato de potasio 3M pH 4.8
Para preparar 10 mL de esta solucion, pesar 2.9442 de acetato de potasio y disolverlo en 5 mL de
agua ultrapura, luego ajustar el pH a 4.8, finalmente aforar con agua ultrapura a 10 mL.

B. Solucion de ZnCl; 2M

Para preparar 15 mL de la solucién, pesar 4.0884 g de ZnCl,, aforar a 15 mL con agua ultrapura, y
filtrar a través de membrana de 0.22 um. Guardar bajo refigeracién en tubo falcon cubierto con
papel aluminio por menos de 3 dias (por mas tiempo se pueden formar precipitados), por ello es
necesario preparar volumenes pequefos para pronto uso.
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2.1.4 Protocolo para extraccién de ADN plasmidico
(Modificacion del protocolo de Birnboim & Doly, 1979)

Los plasmidos son moléculas pequefas de ADN circular capaces de replicarse de forma auténoma,
independientemente del cromosoma. Son muy comunes en bacterias y algunos de ellos, los mas
pequenos, existen en las células bacterianas en un nimero elevado (hasta 100 copias por célula).
Los plasmidos son una herramienta fundamental en Biologia molecular e Ingenieria genética ya que
se pueden usar como vectores para introducir en ellos fragmento de ADN de interés de hasta 10 Kb
y de esta manera amplificarlo de forma natural dentro de la bacteria en la que el plasmido se
replica (Clonacién fragmento de ADN). Existen muchos plasmidos disponibles para usar con este fin
y la mayoria contiene al menos los siguientes elementos:

£ Un origen de replicacion auténomo para £ coli (ej. ColEl) que permite la replicacidn
auténoma en esta bacteria.

+ Un gen que confiere a la bacteria portadora del plasmido resistencia a algin antibiético,
generalmente ampicilina.

£ Un sitio de clonacion multiple en el que se encuentra dianas Unicas para varias enzimas de
restriccién, facilitando la introduccién del ADN a clonar.

Un método que permite visualizar ADN plasmidico o fragmentos del mismo es la electroforesis en
gel de agarosa, en la cual se separan en funcién de su tamafio y carga eléctrica. La obtencién de
altas cantidades de ADN plasmidico puro, es fundamental para utilizarlo como vector en
aplicaciones posteriores.

Objetivos

Objetivo General
# Conocer la metodologia basica para extraccion de ADN plasmidico de bacterias.

Objetivos especificos
+ Obtener ADN plasmidico de £ coli usando un protocolo de facil ejecucién en laboratorio.
+ Determinar la integridad del ADN plasmidico por electroforesis en gel de agarosa.

Materiales

Incubadora

pHmetro

Centrifuga

Vortex

Micropipetas de diversos volumenes

Balanza analitica

Plancha de calentamiento

Estufa de secado o desecador

Cémara de electroforesis

Fuente de poder

Hielo picado o cajitas refrigerantes

Bafio seroldgico a 65 °C

Fotodocumentador o transiluminador

Puntas nuevas y estériles de diferentes volumenes
Tubos eppendorf (3 por grupo)

Tubo falcon de 15 mL (1 por grupo)

Medios de cultivo: 1 tubo por grupo con 3 mL de caldo LB, solucién salina estéril 0.85 %
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+ Reactivos: (Solucion |, Solucién I, Solucidn I, Solucidn IV, etanol 70 %, tampdn TE I,
tampdn TAE 1X, agarosa)
%+ Enzimas: (Proteinasa K 20 mg/mL, RNAsa 20 mg/mL)
+ Agua ultrapura
+ Mascaray gorro de protecciéon
+ Guantes de nitrilo
# Frascos de descarte
# Libreta de notas
% Lapiz marcador (de preferencia sharpie)
+ Flotadores para incubacién en baio seroldgico
# Jabdn antibacterial
+ Papel toalla
#+ Desinfectante para el area de trabajo
Procedimiento
1. Inocular £ colien un tubo con 3 mL de caldo Luria Bertani y mantenerlo en incubacién por
18 horas a 35 °C.
2. Centrifugar los tubos a 5000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente.
3. Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet con 1 mL de solucién salina estéril al 0.85
%.
4. Transferir a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL y centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos
a temperatura ambiente.
5. Resuspender la biomasa obtenida mediante la adicion de 100 uL de solucién |.
6. Incubar en bafio de hielo durante 30 minutos.
7. Adicionar 200 pL de solucién Il y homogenizar por inversién, 6 a 8 veces.
8. Incubar en bafio de hielo durante 5 minutos.
9. Adicionar 150 pL de solucién lll, homogenizar por inversién entre 12 a 15 veces hasta
observar la formacién de un precipitado blanco y floculante.
10. Incubar en bafo de hielo por 1 hora y 30 minutos.
11. Centrifugar a 12000 rpm por 15 minutos a 4 °C; transferir el sobrenadante a otro tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL.
12. Adicionar 1 mL de etanol al 70 % frio y homogenizar por inversion.
13. Mantener en hielo por 1 hora y 30 minutos.
14. Centrifugar a 12000 rpm por 15 minutos a 4 °C y descartar el sobrenadante.
15. Resuspender el pellet en 100 pL de soluciédn IV y agitar.
16. Adicionar 250 uL de etanol al 70 % frio.
17. Homogenizar los tubos por inversidn e incubar por 18 horas.
18. Centrifugar a 12000 rpm por 15 minutos a 4 °C y descartar el sobrenadante.
19. Tratar el pellet obtenido con 1 mL de etanol al 70 % y centrifugar a 12000 rpm por 10
minutos a 4 °C.
20. Descartar el sobrenadante y secar el sedimento al vacio durante 12 horas.
21. Rehidratar el sedimento (donde se encontrara el plasmido) en 15 uL de tampdn TEII. Es
recomendable adicionar el tampdn lentamente por las paredes del tubo.
22. Mantener a -20 °C.
23. Chequear el producto obtenido mediante electroforesis en un gel de agarosa a 1.2 %
(condiciones de corrida 80 V por 4 horas).
24. Usar 5 pyL de marcador 1Kb como marcador de tamafio molecular.
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Observacion

Después de la corrida electroforética fotografiar las bandas tehidas
por el bromuro de etidio y evidenciadas bajo luz ultravioleta. Los
perfiles obtenidos (después del analisis) deben ser comparados para
la determinacion de un patron comin y analizados en cuanto a la
correlacion con la produccion de factores de virulencia.

Anexo C. Preparacion de soluciones para extraccion de ADN plasmidico

Solucion | (solucion de lisis)

Lisozima 4 mg

Glucosa 2 % en refrigeracion 0.1 mL

EDTA 10 mM 0.02 mL

Tris-HCl (pH=8,0) 25 mM 0.025 mL
Completar 1 mL con agua ultrapura grado molecular.
Solucion Il

NaOH 02N

SDS 10 %

Solucion Il

Solucion de acetato de sodio 3M pH=4.8
Ajustar el pH con acido acético glacial.

Soluciéon IV
Acetato de sodio 100 mM
Tris-HCl (pH=8.0) 50 mM

Solucién salina 0.85%
Pesar 0.85 g de NaCl, disolver en agua destilada y aforar a 100 mL. Autoclavar a 121 °C por 15
minutos.

Referencias bibliograficas

4 Birnboim, H.& Doly, J. (1979). Rapid alkaline extraction procedure for screening recombinant
plasmid. DNA. Nucl. Acid. Res. 7:1513-23.

=+ Birren, B. Ed. (1999). Genome Analysis. A Laboratory Manual Series, 4 Volumes. Cold Spring
Harbor Laboratory Press.

%+ Brown, T. A. (2006). Gene cloning and DNA analysis: an introduction. Oxford, UK. Malden,
MA, Blackwell Pub.Impreso.

+ Dauvis, L, Dibner, M., Battey, J. (1986). Basic Methods in Molecular Biology. Elsevier.

% Sambrook, J., Russell, D. (2001). Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 ed. Cold Spring
Harbor Laboratory Press.
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2.1.5 Protocolo para extraccion de ADN de sangre periférica

Para obtener ADN a partir de leucocitos totales obtenidos de sangre periférica (o de células en
cultivo y/o tejidos animales) se usa generalmente una técnica de cuatro pasos secuenciales: El
primer paso consiste en la lisis de las células y de sus nucleos, seguida de la separacion del ADN.
Para ello las proteinas celulares son removidas por un paso de precipitacion salina, y
finalmente el ADN gendmico es concentrado por precipitacién con alcohol. El ADN
purificado por medio de este proceso, esta listo para ser utilizado en diferentes aplicaciones, entre
las cuales se involucran: amplificaciones (PCR), digestion con endonucleasas de restriccion,
Southern blot y Dot blot.

Objetivos

Objetivo General
+ Conocer la metodologia basica para la extraccién de ADN a partir de muestras de sangre.

Objetivos especificos
+ Determinar en la metodologia propuesta las etapas criticas de mayor cuidado para lograr
una buena extraccién de ADN de muestras de sangre periférica.
% Adquirir destreza en la manipulacion de equipos y reactivos para la extraccion de ADN en
sangre.

Materiales

Incubadora

pHmetro

Centrifuga

Vortex

Micropipetas de diversos volumenes
Balanza analitica

Plancha de calentamiento

Estufa de secado o desecador

Camara de electroforesis

Fuente de poder

Hielo picado o cajitas refrigerantes

Bafo seroldgico a 37 °C

Bafio seroldgico a 65 °C
Fotodocumentador o transiluminador
Puntas nuevas y estériles de diferentes volumenes
Tubos eppendorf (1 por grupo)

Tubo falcon de 50 mL (1 por grupo)

Tubo falcon de 15 mL (2 por grupo)

Tubo con EDTA preparado comercialmente
Reactivos: (Buffer de lisis 1X, SDS 10 %, NaCl 6M, etanol 96 %, etanol 70 %, tampdn TE 1X,
tampon TBE, agarosa)

Enzimas: (Proteinasa K 20 mg/mL)

Agua grado molecular

Mascara y gorro de proteccién

Guantes de nitrilo

Frascos de descarte

Libreta de notas

Lapiz marcador (de preferencia sharpie)
Flotadores para incubaciéon en bafio serolégico
Jabon antibacterial

Papel toalla

Desinfectante para el area de trabajo
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Procedimiento

1. Colectar 10 mL de sangre en tubo con EDTA (comercialmente ya preparados).

2. Homogenizar la sangre y colocar en un tubo falcon de 50 mL.

3. Completar el tubo falcon hasta 50 mL con buffer de lisis 1X, agitar en vortex dutante 5
segundos y llevar a bafio de hielo por 30 minutos.

4. Retirar del bafio de hielo, agitar nuevamente y centrifugar por 15 minutos a 1800 rpm a

temperatura ambiente.

Descartar el sobrenadante y resuspender el sedimento con 10 mL de Buffer de lisis 1X.

Centrifugar por 5 minutos a 1800 rpm en temperatura ambiente.

Descartar el sobrenadante y adicionar 3 mL de buffer de nucleolisis 1X. Agitar el tubo con

vortex para resuspender el sedimento.

8. Adicionar 50 pL de proteinasa K (20 mg/mL) y 300 yL de SDS 10 %. Mezclar levemente
varias veces el tubo.

9. Llevar el tubo al bafio maria a 37 °C durante toda la noche.

10. Retirar el tubo del bafio maria y adicionar 1 mL de NaCl 6M, agitar con vortex hasta que la
mezcla quede con aspecto lechoso.

11. Centrifugar por 20 minutos a 2500 rpm a temperatura ambiente.

12. Transferir el sobrenadante a otro tubo falcon, teniendo cuidado de no desprender el
sedimento y centrifugar por 15 minutos a 2500 rpm a temperatura ambiente.

13. Transferir el sobrenadante para otro tubo falcon que contiene etanol absoluto frio y
homogenizar con cuidado para permitir la precipitacion del ADN.

14. Tapar el tubo con papel parafina e invertir el tubo varias veces hasta observar el ADN.

15. Enrollar el ADN formado haciendo uso de un capilar o bastén de vidrio y colocar la madeja
dentro de un microtubo con 100 pL de etanol a 70 % frio.

16. Secar al vacio y adicionar buffer TE, de acuerdo a la cantidad de ADN extraido (Entre 400 uL
a 600 pL). Tapar los tubos con papel parafina.

17. Llevar los microtubos a bafio maria a 65 °C por 30 minutos para degradacién de DNAsas.
Retirar del bafio maria y dejar por una noche a temperatura ambiente.

18. Almacenar en nevera a 4 °C.

19. Cuantificar el ADN vy verificar su calidad en un gel de agarosa a 2 % (corrida electroforética
80 voltios, 1 hora) (ver capitulo 3).

Now

Anexo E. Preparacién de soluciones para extraccion de ADN de sangre periférica

Buffer de lisis de sangre 10X pH 7,4

KHCOs (Bicarbonato de potasio) 5.0005 g

NH4Cl (Cloruro de amonio) 41455¢g

EDTA 1.8612 ¢

Aforar a 500 mL con agua ultrapura grado molecular

Verificar el pH 7.4 antes de colocar el EDTA. Autoclavar por 30 minutos a 121 °C.
Para obtener el buffer 1X, se realiza una dilucion 1:10.

Agarosa 2 %
Agarosa 29
Aforar con TBE 1X a 100 mL

Bufferde nucleolisis 10X

Tris-HCL 1M pH 8.0 50 mL
EDTA 0.2 M pH 8.2 50 mL
NaCl4 M 116.9 mL
Aforar con agua destilada 500 mL

Autoclavar por 30 minutos a 121 °C.
Para obtener el buffer 1X, se realiza una dilucion 1:10, se diluye en agua destilada estéril.
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NaCl 6M

NaCl 17.53 g
Aforar con agua ultrapura a 50 mL
SDS 10%

SDS 109
Aforar con agua ultrapura a 100 mL

TE (Tris 10 mM, EDTA 0,1 mm)

Tris IM pH 7.5 1mL
EDTA 0.5 M pH 7.4 20 pL
EDTA 0.2 M pH 7.4 50 pL
Aforar con agua ultrapura a 100 mL
TBE 10X

Tris 540¢g
Acido bérico 275¢g
EDTA 0.5 M pH 8.0 20 mL
Aforar con agua ultrapura a 500 mL

Referencias bibliograficas

+ Bahl, A. & Pfenninger, M., (2008). A rapid method of DNA isolation using laundry detergent.
Nucleic. Acids. Res. 24 (8), 1587.

4+ Drabek, J. and Petrek, M., (2002). A sugar, laundry detergent, and salt method for extraction
of deoxyribonucleic acid from blood. Biomed Pap Med Fac. Univ. Palacky. Olomouc Czech
Repub 146 (2), 37.

+ Nasiri, H., Forouzandeh, M., Rasaee, M. J,, and Rahbarizadeh, F, (2005). Modified salting out
method: high yield, high quality genomic DNA extraction from whole blood using laundry
detergent. J. Clin. Lab. Anal. 19(6), 229.

+ Sambrook J & Russell D. (2001). Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 ed. Cold Spring
Harbor Laboratory Press.
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2.1.6 Protocolo para extraccién de ADN de tejido epitelial fresco

La colecta y el manejo adecuado de la muestra es indispensable para la extraccién de ADN integro
y sin contaminantes, éstos pueden afectar la accion de las enzimas durante la reaccion de PCR u
otro tipo de marcador molecular a usar. Cada tejido tiene sus consideraciones propias y siempre es
necesario conocer las recomendaciones por parte de los especialistas.

Antes de iniciar la homogeneizacién es necesario contar con informacion sobre la cantidad
apropiada de tejido que debe utilizarse, pues una disgregacion rapida y completa es esencial para
asegurar la obtencién de ADN y evitar su degradacién. Si se excede la cantidad recomendada se
puede sobresaturar el sistema, con lo que se afecta el rendimiento y aumenta las impurezas del
extracto, de manera que es aconsejable realizar experimentos preliminares con distintas cantidades
de material inicial para determinar cudl es la cantidad apropiada, en particular en los sistemas de
extraccion tradicionales. Abajo se relacionan algunas recomendaciones para el tratamiento de la
muestra de tejido animal antes del proceso de extraccion.

Almacenamiento
Las muestras deben almacenarse:

Extraccion

En etanol a 4 °C Exitosa de

6 con nitrégeno liquido a -80 °C.

ADN

* Organismo-Colecta en campo

Cortar el tejido en pedazos pequeiios
(aproximadamente 0.5x0.5 cm o menores).

El tejido puede deshidratarse con etanol al 70 .
Para transportar la muestra es recomendable

utilizar un buffer especializado que inactive las
endonucleasas,.

Otra opcion es homogenizar el tejido en buffer
de lisis que contenga sales de guanidina o B-
mercaptoetanol que inhiben DNasas y RNasas.

Durante el proceso de lisis las interacciones entre las moléculas que conforman la pared, la
membrana celular y nuclear se modifican o destruyen permitiendo que los acidos nucleicos se
liberen. Se utilizan soluciones basicas, detergentes o agentes caotrépicos que permiten disolver la
membrana celular, asi como inhibidores para inactivar las enzimas que degradan el ADN. Muchas
soluciones de lisis contienen también EDTA, que forma un complejo con los iones de Mg+ e
impide el funcionamiento de las DNasas. Los componentes celulares no solubles como el material
fibroso y proteinas que permanecen en solucion se separan del ADN por centrifugacién. Tanto la
homogeneizacién como la lisis celular son similares en los protocolos tradicionales y comerciales.

Objetivos

Objetivo General
#+ Conocer la metodologia basica para la extraccion de ADN a partir de muestras de tejido

epitelial animal.

Objetivos especificos
#+ Obtener ADN de calidad a partir de muestras de tejido epitelial.
+ Adquirir destreza en la manipulacion de equipos y reactivos para la extraccion de ADN de
tejido animal.
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Materiales

FrEfrfrrfriidis FHEEEF PP idieees

Incubadora

pHmetro

Centrifuga

Vortex

Micropipetas de diversos volumenes

Balanza analitica

Plancha de calentamiento

Estufa de secado o desecador

Cémara de electroforesis

Fuente de poder

Hielo picado o cajitas refrigerantes

Bafio seroldgico a 37 °C

Bafo seroldgico a 55-65 °C
Fotodocumentador o transiluminador

Puntas nuevas y estériles de diferentes volumenes
Tubos eppendorf (3 por grupo)

Reactivos: (tampdn salino, SDS 20 %, NaCl 6M, isopropanol, etanol 70 %, tampoén TE 1X,
tampon TBE, agarosa)

Enzimas: (Proteinasa K 20 mg/mL)

Agua grado molecular

Méascara y gorro de proteccion

Guantes de nitrilo

Frascos de descarte

Libreta de notas

Lapiz marcador (de preferencia sharpie)
Flotadores para incubacion en bafio serolégico
Jabon antibacterial

Papel toalla

Desinfectante para el area de trabajo

Procedimiento

1. Triturar 50-100 mg de tejido animal.

2. Adicionar 400 pL de tampodn salino (0.4 M de NaCl, 10 mM Tris-HCL pH 8.0 y 0,2 % mM de
EDTA pH 8.0).

3. Adicionar 40 pL de SDS 20 % y 8 uL de proteinasa K (20 mg/mL) llevar a bafio maria a 55-65
°C por aproximadamente 4 horas, homogenizar la muestra cada 30 minutos.

4. Retirar del bafio maria y adicionar 300 yL de NaCl 6 M, homogenizar en vortex por 30
segundos y centrifugar durante 30 minutos a 10000 rpm.

5. Posterior a la centrifugacién apareceran dos fases, quedando en el sedimento los restos del
tejido y en el sobrenadante el ADN.

6. Retirar el sobrenadante con cuidado y adicionar 400 uL de isopropanol (aproximadamente
la misma cantidad del sobrenadante).

7. Incubar por 1 hora a -20 °C y posteriormente centrifugar por 20 minutos a 10000 rpm a
temperatura ambiente, retirar el sobrenadante y adicionar 300 pL de etanol 70 %,
homogenizar y centrifugar por 5 minutos a 10000 rpm.

8. Descartar el etanol y secar el sedimento.

9. Adicionar de 100 pL a 300 pL de TE, resuspender completamente con cuidado. Almacenar

en nevera a 4 °C hasta la verificacidén electroforética (gel de agarosa 1%, buffer TBE, 80 V
por 2 horas).
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Anexo F. Preparacion de soluciones para extraccion de ADN de tejido epitelial animal

NaCl 6M

NaCl 17.53¢g
Aforar con agua ultrapura a 50 ml

SDS 20%

SDS 20g

| Aforar con agua ultrapura a 100 mL

TE (Tris 10 mM, EDTA 0,1 mm)

Tris IM pH 7.5 1.0 mL
EDTAOSMpH 74 20 uL

EDTA 0.2 M pH 7.4 50 pL

Aforar con agua ultrapura a 100 mL

TBE 10X

Tris 5409
Acido bérico 275¢g
EDTA 0.5 M pH 8.0 20 mL

Aforar con agua ultrapura hasta 500 ml

Referencias bibliograficas
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2.2 EXTRACCION DE ARN

A la hora de trabajar con ARN, deben tomarse las méximas precauciones para evitar
contaminaciones con RNAsas y la degradacion del ARN. Es importante trabajar en un ambiente libre
de RNAsas y tratar todo el material antes y después de uso, para su correspondiente eliminacion.
Deben usarse guantes de nitrilo en de todo el proceso.

De igual manera se debe intentar trabajar lo mas rapido posible, con el fin de evitar la degradacién
del ARN extraido durante la manipulacién.

Con el fin de obtener los mejores rendimientos, deben usarse muestras frescas como material de
partida. Si es necesario acumularlas, estas se deben congelar en nitrégeno liquido y almacenarlas a
-70 °C. Es de aclarar que una vez que las muestras han sido homogenizadas en el tampén de Lisis,
pueden ser almacenadas a -70 °C sin necesidad de congelacién en nitrégeno liquido.

El almacenamiento del ARN a -70 °C evita su degradaciéon. Si se desea acumular tejido de una
forma eficdz previo a su extraccidn, se recomienda usar RNA later (ambidén #7020). Este es un
producto que permite el almacenamiento de muestras a 4 °C por una semana o un mes a -20 °C.
Seguir instrucciones indicadas por el fabricante.

2.2.1 Protocolo para extraccion de ARN de tejido fresco

Recomendacion inicial: Utilizar guantes durante todo el proceso, todo el material a utilizarse
debe estar estéril y libre de RNAsas. Los mesones y la cabina de flujo laminar deben ser tratadas
con etanol al 70 %, agua oxigenada 10 V y DEPC 0.1 % (Dietil pyrocarbonato).

Objetivos

Objetivo General
+ Conocer la metodologia basica para obtener ARN a partir de tejido fresco.

Objetivos especificos
# Extraer ARN de buena calidad a partir de muestras de tejido fresco.
+ Adquirir destreza en la manipulacién de equipos y reactivos para la extraccion de ARN a
partir de tejido fresco.

Materiales

Incubadora

pHmetro

Centrifuga

Vortex

Micropipetas de diversos volumenes

Balanza analitica

Plancha de calentamiento

Estufa de secado o desecador

Cémara de electroforesis

Fuente de poder

Hielo picado o cajitas refrigerantes

Bala de nitrégeno liquido

Fotodocumentador o transiluminador

Puntas nuevas y estériles de diferentes volumenes
Tubos eppendorf de 2 mL (3 por grupo)
Reactivos: (trizol, cloroformo, isopropanol, etanol 75 %, tampén TE 1X, tampon TBE)
Agua grado molecular

Méscara y gorro de proteccién

Guantes de nitrilo

Frascos de descarte
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Procedimiento-Técnica Trizol

1.
2.

Libreta de notas

Lapiz marcador (de preferencia sharpie)
Flotadores para incubacidn en bafio serolégico
Jabon antibacterial

Papel toalla

Macerar el tejido en bafio de nitrégeno liquido

Pasar el tejido macerado a un microtubo de 2 mL, adicionar 200 pL de Trizol, homogenizar

con micropipeta e ir adicionando trizol hasta completar 1000 L.

Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Adicionar 200 pL de cloroformo y agitar con vortex.

Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar a 12000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Esta etapa permitira la separacién en tres

fases: transparente (ARN), blanca (proteinas), y rosada (ADN).

7. Transferir la fase transparente a otro microtubo que contiene 500 uL de alcohol isopropilico
frio, invertir manualmente con cuidado e incubar por 30 minutos en freezer a -20 °C.

8. Centrifugar a 12000 rpm por 15 minutos a 4 °C.

9. Retirar el sobrenadante y adicionar 500 pL de alcohol al 75 %, invertir manualmente.

10. Centrifugar a 12000 rpm por 15 minutos a 4 °C.

11. Secar el sedimento a temperatura ambiente.

12. Adicionar 50 pL de agua ultrapura libre de RNAsas.

13. Verificar el RNA extraido en gel de agarosa a 1 %, como condiciones de corrida

electroforética puede usarse 80 voltios por 1 hora. Cuantificar por espectrofotometria y

verificar su calidad mediante la relacion de absorbancias 260 nm/280 nm (Ver capitulo 3).

ounpw

2.2.2 Protocolo para extraccion de ARN de células (1.5x107 células)

Recomendacidn inicial: Utilizar guantes de nitrilo libres de talco durante todo el proceso, todo el
material debe estar estéril y libre de RNAsas. Los mesones y la cabina de flujo laminar deben ser
tratadas con alcohol al 70 %, agua oxigenada 10V y DEPC 0.1 % (Dietil pyrocarbonato).

Objetivos

Objetivo General
+ Conocer la metodologia basica para obtener ARN a partir de células.

Objetivos especificos
# Extraer ARN de buena calidad verificable en gel de agarosa.
£ Adquirir destreza en la manipulacion de equipos y reactivos para la extraccién de ARN a
partir de células.

Materiales y equipos

Incubadora

pHmetro

Centrifuga

Vortex

Micropipetas de diversos volumenes
Balanza analitica

Plancha de calentamiento

Estufa de secado o desecador
Camara de electroforesis

FEFEFEEEEee
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Fuente de poder

Hielo picado o cajitas refrigerantes

Bala de nitrégeno liquido

Fotodocumentador o transiluminador

Puntas nuevas y estériles de diferentes volumenes
Tubo con EDTA (comercialmente ya preparado)
Tubo falcon de 15 mL

Tubos eppendorf de 2 mL (3 por grupo)
Reactivos: (trizol, cloroformo, isopropanol, etanol 75 %, tampdn TE 1X, tampon TBE)
Agua grado molecular

Méascara y gorro de proteccion

Guantes de nitrilo

Frascos de descarte

Libreta de notas

Lapiz marcador (de preferencia sharpie)
Flotadores para incubacion en bafio serolégico
Jabén antibacterial

Papel toalla

Procedimiento-Técnica Trizol

N

LoeNoaw

11.
12.
13.
14.
15.
16.

Colectar 10 mL de sangre en tubo con EDTA (comercialmente ya preparados).

Homogenizar la sangre y colocar en un tubo falcon de 15 mL

Centrifugar a 10000 rpm por 5 minutos, lavar las muestras con 3 mL de agua ultrapura y
transferir a un tubo falcon de 15 mL.

Nuevamente centrifugar a 10.000 rpm por 5 minutos, resuspender en 1 mL de Trizol,
homogenizar cuidadosamente con micropipeta y pasar el contenido a un tubo eppendorf de
1.5 mL.

Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos.

Adicionar 200 pL de cloroformo y agitar en vortex.

Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar a 8000 rpm por 15 minutos a 4 °C.

En esta etapa se observaran tres fases: transparente (ARN), blanca (proteinas) y rosada
(ADN).

. Transferir la fase transparente a otro microtubo que contiene 500 uL de alcohol isopropilico

frio, invertir manualmente e incubar por 30 minutos en freezer a -20 °C.

Centrifugar a 8000 rpm por 15 minutos a 4 °C.

Retirar el sobrenadante y adicionar 500 pL de alcohol al 75%, invertir manualmente.
Centrifugar a 8000 rpm, por 15 minutos a 4 °C. Descartar el sobrenadante.

Secar el sedimento.

Adicionar 100 pL de agua pura libre de RNAsas.

Cuantificar en gel de agarosa a 1 % teniendo como condiciones de corrida electroforética 80
voltios por 1 hora. Adicionalmente, cuantificar en espectrofotdmetro (absorbancia a 260 nm
y 280 nm) (Ver capitulo 3).

Referencias bibliograficas
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) CAPITULO Il
VERIFICACION Y CUANTIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

3.1 ELECTROFORESIS DE ACIDO NUCLEICOS

La electroforesis es un término general que se refiere a la técnica de separacidn o caracterizacion de
moléculas cargadas eléctricamente con base en sus tasas especificas de migracién en un campo
eléctrico. El proceso es generalmente realizado en una matriz porosa, de modo que las
macromoléculas puedan migrar diferencialmente de acuerdo con sus propiedades fisicas.

Una matriz usada comunmente en la separaciéon de moléculas de ADN con tamaiios entre 100 pb y
30 Kb es la agarosa, una forma de agar altamente purificado. Esta matriz porosa sirve como base a
través de la cual, las moléculas se mueven con velocidades diferentes, inversamente proporcionales
a su tamano. Asi, cuando mas pequefia es la molécula, mayor sera la distancia que ella recorre en
un determinado periodo de tiempo.

Los fragmentos de ADN que tiene carga eléctrica negativa, conferida por la ionizacién de sus
grupos fosfato, migran en direccién al polo positivo. Después de la migracidn electroforética, todas
las moléculas de ADN del mismo tamafo quedan agrupadas en una determinada region del gel y
son visualizadas como una banda.

El procedimiento puede dividirse en cuatro etapas: preparacién del gel, aplicacion de las muestras,
electroforesis y andlisis de los fragmentos separados. La concentracién de agarosa en la preparacion
del gel es seleccionada en funcién del tamafio de los fragmentos que se desea separar (Tabla 2).

Tabla 2. Relaciéon entre la concentracion de agarosa y el rango de separacién en tamafio molecular

del ADN
Concentracion de agarosa Eficiencia en el rango de separacion de
en el gel (%) moléculas lineales de ADN (Kb)
0.3 5.0 - 60.0
0.6 1.0-20.0
0.7 0.8-1.0
0.9 05-7.0
1.2 04-6.0
15 02-3.0
2.0 01-2.0

Fuente: Puerta y Uruefa, 2005.
Notas introductorias

+La migracion del ADN en el gel de agarosa

La tasa de migracién de ADN en un gel de agarosa depende de tres
factores principales: de la concentracion de agarosa en el gel, del voltaje
aplicado y de la configuracién de las moléculas de ADN.

Las moléculas de ADN migran en la matriz de agarosa con tasas
diferentes, que son inversamente proporcionales al Logio de su tamafio
molecular. Asi el tamafo molecular de un fragmento de interés puede
ser determinado comparandose su movilidad con la movilidad de las
moléculas patron (escalera de tamafo molecular), con tamafos
moleculares conocidos.

La concentracion de agarosa tiene un papel importante en las separaciones electroforéticas, una vez
gue ella determina la amplitud de los tamanos de los fragmentos que pueden ser separados en ese
proceso. La migraciéon de moléculas de ADN en el gel de agarosa depende del voltaje aplicado, el
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cual genera un campo eléctrico con una fuerza que es definida por la longitud del gel y por la
diferencia de potencial entre sus extremidades (V/cm). La velocidad de migracion de ADN es
proporcional al voltaje. Cuanto mayor sea el voltaje, mayor es la velocidad de migracion. Sin
embargo, con voltajes muy altos las moléculas mayores migran con una velocidad
proporcionalmente mayor que las menores. Ademas, altos voltajes causan mas imperfecciones en el
gel, como diferencias en la intensidad y espesura de las bandas en las diferentes regiones del gel.
Defectos comunes son bandas inclinadas o en forma de U. La inclinacién de las bandas acostumbra
ocurrir en las regiones prdximas a los bordes.

El gel solidificado con altas temperaturas se adhiere a los bordes, tornandose mas espeso que el
centro, Esas diferencias causan defectos en la migracién. Por esa razén, voltajes superiores a 125V
(5V/cm) no deben ser utilizadas en sistemas de electroforesis en mini gel.

Moléculas de ADN con el mismo tamafio molecular, pero con configuraciones espaciales diferentes,
migran a velocidades diferentes en el gel. Asi, moléculas circulares superenrolladas (forma 1),
moléculas circulares pero relajadas por causa de cortes en una cadena (forma Il) y moléculas
lineales (forma lll) presentan migracién diferencial.

+Monitoreo de la electroforesis

La primera sefial que la corriente eléctrica estd pasando por la cdmara de electroforesis es la
visualizacién de los productos de la electrolisis del agua, o sea, burbujas de hidrégeno que se
forman en el electrodo negativo y el gas oxigeno que surge a partir del electrodo positivo. Minutos
después es posible verificar que los colorantes del tampdn de aplicacion ya estan migrando a través
del gel, en direccion al polo positivo. La banda que se mueve mas rapidamente es la del colorante
azul de bromofenol, de color mas azulada, la banda que se mueve mas lenta es la del xileno-cianol
(mas verdosa).

*+Tratamiento con bromuro de etidio y cuidados de manipulacién

El tratamiento con bromuro de etidio es el método mas rapido, practico, sensible y reproducible de
detectar ADN en geles de agarosa. Ese agente se intercala entre las bases de los acidos nucleicos,
fluoresce en naranja (590 nm) cuando es iluminado con luz ultravioleta (260 a 360 nm). Sin
embargo, como muchas de las sustancias usadas en laboratorio, el bromuro de etidio es un
mutagénico potente y por tanto un serio candidato a ser un compuesto carcinogénico. Los
protocolos de este curso que manipulan el bromuro de etidio seran realizados por el monitor,
auxiliar de laboratorio o el docente responsable, en areas especialmente reservadas para este
procedimiento. El bromuro de etidio puede ser adicionado cuando la agarosa esta en el erlenmeyer
en proceso de enfriamiento, puede ser adicionado al tampon de electroforesis cuando esta
corriendo o el gel puede ser tratado posterior a la corrida electroforética en un recipiente separado.

+Manipulacién y descontaminacién del bromuro de etidio

Indicaciones de peligro
H302: Nocivo en caso de ingestién
H330: Mortal en caso de inhalacion
H341: Se sospecha que provoca defectos genéticos

Siempre use guantes de nitrilo libres de talco
Limite el uso del bromuro de etidio a una region del laboratorio reservada especialmente
para ese fin.
Después de la coloracion del gel use un embudo para descartar la solucidon de bromuro de
etidio en un recipiente oscuro para descarte.
Geles tratados y soluciones usadas deben ser manipuladas de acuerdo con protocolos
especiales de descontaminacién.

- & &+
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+Visualizacion de los geles tratados con soluciones intercalantes

La visualizacion de los geles de agarosa depende de la transiluminacién con luz ultravioleta, ya que
el bromuro de etidio fluoresce cuando se somete a una luz ultravioleta de longitud de onda entre
260 a 360 nm.

La luz ultravioleta es perjudicial para la retina, NUNCA observe
directamente una lampara de ultravioleta sin proteccion para los
ojos. Observe los geles usando madscaras de proteccion o gafas
especiales que absorben las longitudes de onda perjudiciales.
Reciba previamente induccion sobre el uso, por parte del docente o

auxiliar de laboratorio.
s

+Fotografia de los geles

Las fotografias obtenidas a partir de los geles de agarosa son muy importantes como registro de
experimentos realizados e indispensables para la interpretacidn posterior de los mismos. A veces las
fotografias con grandes periodos de exposicidén consiguen registrar sefiales muy débiles o invisibles
al ojo humano. Es indispensable tener cuidado con el tiempo de exposicidn, pues exceso de tiempo
puede inhibir la aparicidon de bandas, especialmente aquellas de menor tamafo molecular.

+Importancia de la integridad de los pozos en los geles de agarosa

Cualquier defecto causado en la forma de los pozos de los geles de agarosa durante el modelaje
del gel o durante la aplicacién de las muestras, puede ser causa importante de problemas en la
electroforesis. Para que exista una buena definicidén de las bandas después de la migracién, es
necesario que las moléculas de ADN del mismo tamafio entren en el gel exactamente en el mismo
tiempo. Cualquier factor que deforme la cara interna anterior del pozo y que saque esta fase de la
posicion de perpendicularidad en relacidn al campo eléctrico va alterar el aspecto de las bandas de
ADN formadas. A continuacién, se relacionan las principales fuentes de dafios causados a los pozos
de aplicacidn y que causan deformaciones en las bandas de ADN:

+ Introducir la punta de la micropipeta directamente dentro del carril puede causar
deformaciones en las paredes, ademas del riesgo de perforar el fondo del pozo. Los geles
deben siempre estar sumergidos dentro del tampdn en el momento de aplicacion de las
muestras. Centralice la extremidad de la punta en el pozo y baje la punta hasta tocar la
superficie del tampon, lentamente expulse la muestra de la punta. Como el tampdn de
aplicacion de las muestras tiene sacarosa o glicerol en su composicion, estas sustancias
aumentan la densidad de la muestra y hacen que ella se vaya al fondo del pozo.

4+ Torcer o balancear el peine en la hora de remocion puede deformar los pozos. Sostenga
firmemente el peine con las dos manos en el momento de retirarlo.

+ Remover los peines antes que la agarosa se haya solidificado completamente también
deforma los pozos. No tenga prisa en elaborar un gel, es muy dificil distinguir visualmente
un gel casi solidificado de uno solidificado completamente.

4+ Suciedades o residuos de agarosa en un peine mal lavado también altera la forma de los
pozos. Inspeccione cada peine antes de usar y lavelos bien para remover cualquier residuo
de agarosa.

Objetivos

Objetivo General
4+ Determinar la calidad del DNA que ha sido obtenido mediante protocolos basicos de
extraccion.

Objetivos especificos
4+ Adquirir destreza en la corrida electroforética de muestras de ADN en geles de agarosa
+ Conocer las caracteristicas que determinan un DNA de buena calidad.
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Materiales
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pHmetro

Micropipetas de diversos volumenes

Balanza analitica

Plancha de calentamiento

Estufa u horno microondas

Camara de electroforesis

Fuente de poder

Fotodocumentador o transiluminador

Gafas de proteccion para luz ultravioleta

Reactivos y soluciones: Bromuro de etidio, azul de bromofenol (tampdn colorante 6X),

buffer TEll, buffer TAE 1X, marcador de AHindlll

Agua grado molecular

Agua destilada estéril

Papel parafilm o caja Therazaki

Puntas nuevas y estériles de diferentes volumenes
Tubos eppendorf de 1.5 mL

1 erlenmeyer para preparacion de agarosa
Méscara y gorro de protecciéon

Guantes de nitrilo

Frascos de descarte

Libreta de notas

Lapiz marcador (de preferencia sharpie)
Jabdn antibacterial

Papel toalla

Procedimiento para la preparacion del gel de agarosa

Se debe tener en cuenta que, para preparar una concentracion de agarosa determinada, se debe
inicialmente pesar el erlenmeyer conteniendo la agarosa disuelta en el tampon (TAE 1X o TBE 1X),
después del calentamiento para disolucion completa se pesa nuevamente y se completa con el
tampdn respectivo el volumen perdido por la evaporacion. Este procedimiento garantiza la
concentracién exacta del gel y la homogeneidad de concentracién de agarosa entre las corridas.

1.

2.

3.

Pesar la agarosa para la concentracién de 1 % y adicionar tampdn TAE 1X en el volumen
deseado.

Disolver la agarosa en bafio Maria, estufa o microondas hasta no observar grumos y
observar la solucién de color transparente.

Dejar enfriar hasta que el gel alcance la temperatura aproximada de 50-60 °C, adicionar 5
uL de solucion de bromuro de etidio (colocar la agarosa demasiado caliente puede quebrar
o fragmentar la cdmara de electroforesis)

Preparar la bandeja de la cdmara de electroforesis colocando el peine deseado, verificando
gue este nivelada en la superficie del meson.

Llenar la bandeja, evitando la formacién de burbujas (dispersar la agarosa lentamente)

Dejar solidificar la agarosa (st no se va a utilizar inmediatamente, se puede sumergir en el
tampdn TAE 1X y guardar en la nevera para evitar resecamiento del gel, por un tiempo
maximo de 24-48 horas.

Preparacién de la muestra para electroforesis

1.

2.

Sobre papel parafina o una caja pequeia de Therazaki coloque 2 uL de tampon TE I, 1 L
de azul de bromofenol y posteriormente, adicionar 2uL de ADN.

Homogenizar las muestras con cuidado y adicionar cada una, en los pozos
correspondientes del gel de agarosa que previamente se debe ubicar en la cdmara de
electroforesis y que debe estar cubierto con tampén TAE 1X.
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Marcador de tamaifio molecular
1. Enun tubo de microcentrifuga adicionar 2 uL de marcador de tamafio molecular AHind lll, 6
uL de tampdn TE Iy 2 pL de la solucidn tampon colorante 6X.
2. Llevar la mezcla a bafio Maria a 65 °C por 10 minutos.
3. Transferir el tubo con la mezcla a hielo por 10 minutos.
4. Adicionar 5 pL del marcador en la primera y 5 uL en la Ultima posicién del gel de agarosa.

Corrida electroforética

1. Posicionar los electrodos en la cdmara de electroforesis (Figura 7) de modo que el inicio de

la corrida este préximo al electrodo negativo (negro).

2. Encender la fuente de energia y seleccionar el voltaje y tiempo de corrida apropiado.

3. Realizar la corrida electroforética bajo una intensidad de corriente eléctrica apropiada para
la muestra en estudio (Maximo 5 V/cm), calcular el valor para la camara a utilizarse en esta
practica de laboratorio.

Después de la corrida apagar la fuente y remover los electrodos.

Retirar el gel de agarosa de la cdmara de electroforesis, con mucho cuidado y usando

siempre guantes de nitrilo libres de talco.

6. Visualizar en un transiluminador o fotodocumentador y tomar la fotografia usando la
extension tiff.

7. Limpiar cuidadosamente toda la superficie que estuvo en contacto con el bromuro de
etidio.

Ve

+Reactivos para la electroforesis

TEII
10 mM Tris-HClL pH 7.5
0.1mM EDTA pH 8.0

TAE (Tampon Tris-Acetato-EDTA)
Solucion 50 X (stock)

Tris Base 2420¢
Acido acético glacial 57.1 mL
EDTA-Na; pH=8.0 100 mL

Completar con agua destilada estéril a 1000 mL

Soluciéon 1 X (stock)
TAE 50X 20 mL
Completar con agua destilada estéril a 1000 mL

Tampon colorante 6X

| Azul de bromofenol 0.25 %
FMRE]
Cuestionario
1. ;Cudles son las dos funciones del tampon de aplicacién de la electroforesis?

2. ;Como el bromuro de etidio tife el ADN? ;Y cdmo es el fundamento con otros colorantes
existentes ya en el mercado?
¢Qué sucederia si:

3. ;Sila cdmara de electroforesis tuviera agua en lugar de tampoén TAE?

4. ;Sise utilizara agua en lugar de tampdn TAE en la preparacién del gel de agarosa?
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5. ;Silos electrodos se ponen invertidos?

6. ;Qué representa una banda en un gel de agarosa?

7. Examine la foto de su gel y describa la calidad de cada uno de los ADN procesados en la
electroforesis.

Tapa de Seguridad

.

“ _C_qbles
Eléctricos
. Rlegla
F uorescente
J
; Bandeja de
gel UVTP ___Cables
Conector banana/ eléctricos

Unidad del cable

del electrodo

.Patas de

Figura 7. Esquema de como se ensambla la caAmara de electroforesis. Fuente: Los autores.
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3.2 CUANTIFICACION DE ADN POR ESPECTROFOTOMETRIA

Los Acidos nucleicos absorben la luz ultravioleta en un patréon especifico. Si en un
espectrofotdmetro, una muestra es expuesta a la luz ultravioleta a 260 nm, cuanta maés luz es
absorbida por la muestra, mayor sera la concentracién de acido nucleico en ella.

En una longitud de onda de 260 nm, el promedio del coeficiente de extincion de ADN de cadena
doble es de 0.020 (g/mL)lcmt para una sola cadena de ADN y en el caso del ARN es 0.027 (g/mL)-
Iem y por sus siglas en oligonucledtidos de cadena sencilla que depende de la longitud y la
composicidon de las bases. Por lo tanto, una densidad dptica de 1 corresponde a una concentracion
de 50 pg/mL de ADN de doble cadena. Es importante tener en cuenta que dado el emparejamiento
de sus bases (por puentes de hidrogeno), el ADN bicatenario (Figura 8) absorbe menos que el
monocatenario.

ADN Doble hélice

Hydrogen

-------------.)

H
|

zo G/H 0
) dRIB
S oo T Y : Hz(s

5°end

Figura 8. DNA bicatenario mostrando el apareamiento de bases, la direccion de polimerizacién y la
formacién de los enlaces fosfodiéster. Fuente: Los autores.

La lectura de absorbancia a 260 nm permite el calculo de la concentracion de acido nucleico:
Una DO de 1 corresponde a aproximadamente:

* 50 ug / mL de ADN de doble cadena de ADN
* 40 ug / mL para una sola cadena de ADN y ARN
* 20 pg / mL de oligonucleétidos
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Consideraciones importantes

+ El maximo de absorcién del ADN/ARN es de aproximadamente
260 nm. Esta cifra es un promedio de la absorcién de los
nucledtidos individuales que varian entre 256 y 281 nm.

+ En el caso del ARN la concentracién de una muestra puede
calcularse con la siguiente ecuacion:

40 x DO (260) de la muestra = concentracion de ARN (microgramos / mL)

+ Y esta ecuacion para la concentracién de ADN:

DO (260) de la muestra = concentracion de ADN (microgramos / mL)

+ La ecuacidn anterior describe que cuando la DO 260 de la muestra es 1, la concentracién de
ARN sera de aproximadamente 40 microgramos / ml para ARN, o de 50 microgramos / ml
para ADN.

4+ También podemos evaluar el grado de pureza de los acidos nucleicos mediante el examen
de la absorcion en otras longitudes de onda en la que las proteinas y polisacaridos han
conocido maximos de absorcion. Se sabe que las proteinas absorben fuertemente a 280 nm
y los polisacaridos pueden ser identificados por su maxima absorcion a 230 nm.

+ Por lo tanto, al evaluar el grado de pureza de la muestra de acido nucleico utilizamos la
relacion entre las mediciones de estas tres longitudes de onda: 230 nm, 260 nm y 280 nm.

4+ Por ejemplo, una muestra que contiene ARN sélo después de un método de extracciéon es
juzgada como no contaminado, si la relacion es de 1: 2: 1, y para el ADN es de 1: 1,8: 1 (que
refleja DO-230: 260: 280 ratio). St hay una desviacién significativa de la relacién, entonces
es evidente que los contaminantes estan presentes y que una mayor purificacién de la
muestra es necesario.

+ En muchos casos, la pureza y la concentracién puede ser mayor, debido a la presencia de
reactivos que se utilizan en el proceso de extraccion en si. Algunos de estos tienen
caracteristicas que son evidentes en un analisis espectrofotométrico que incluye las tres
longitudes de onda indicadas. Por lo tanto, cuando se utiliza la espectrofotometria en el
analisis de ADN o ARN es necesario ser consciente de los problemas potenciales que
pueden resultar en esta relaciéon dudosa.

+ Ademéds, el andlisis de tasas y las concentraciones de ADN o ARN
espectrofotométricamente también es necesario no sélo para obtener lecturas en 280, 260,
y 230 nm, sino también para explorar todo el rango de 200-320 nm. Pequefas cantidades
de los reactivos utilizados en el proceso de extraccion puede influir negativamente y
proporcionar datos engafiosos que pueden afectar a cualquier manipulacidn posterior.
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Materiales

Espectrofotémetro

Cubetas

Micropipetas de diversos volumenes

Hielo picado o cajitas refrigerantes

Puntas nuevas y estériles de diferentes volumenes
Tubos eppendorf

Agua grado molecular

Tampdn TE I

Méascara y gorro de proteccion

Guantes de nitrilo

Frascos de descarte

Libreta de notas

Lapiz marcador (de preferencia sharpie)
Flotadores para incubacién en bafio serolégico
Jabdn antibacterial

Papel toalla
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Procedimiento para la medicién de la concentracion de ADN en el espectrofotometro

Encender el espectrofotémetro 15 minutos antes de la lectura.

1. Observar que la muestra de ADN no esté muy viscosa para la retirada de la alicuota, en este
caso debe realizar una dilucién intermediaria de trabajo.

2. Preparar una dilucién de ADN, por ejemplo 1/1000 (1 pL de ADN + 999 L de tampdn TE II),
dejar por algun tiempo (por lo minimo 15 minutos) para disolucién completa de la muestra
de ADN.

3. Poner en cero el espectrofotometro con el blanco de agua grado molecular o el tampdn
usado en la resuspension de ADN (habitualmente es TE), adicionando 1000 pL de este
tampdn en la cubeta, insertar la cubeta en la posicidn de lectura y apretar el boton BLANK.

4. Retirar el blanco, removiendo de la cubeta con la pipeta automatica.

5. Adicionar la muestra (minimo 1000 pL) en la cubeta y posicionar en el espectro para la
lectura.

6. Realizar el mismo procedimiento para las diluciones respectivas.

7. Elvalor obtenido sera representativo de la solucion stock de la muestra de ADN.

8. Realice los calculos correspondientes para saber con exactitud la concentracion de ADN
que contiene su muestra y realice las deducciones para dejar ajustada una dilucion a 100
ng/ulL para ser utilizada en los posteriores protocolos de las practicas de biologia molecular.

Observaciones:

% Lavar la cubeta entre cada una de las muestras con tampoén TE Il o el blanco de las muestras
respectivas.

Al final del experimento lavar las cubetas con bastante agua destilada y dejar secar
Desconectar el espectrofotémetro después del uso.

La calidad del ADN puede ser observada por la lectura del factor 260/280 nm que debe
estar entre 1.8 y 2.0.

-+

Cuestionario

1. ;Qué conclusiones puede dar si una muestra de ADN tiene una relacién de DO 260/280
mayor que 2.07
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2.

3.

Investigue por lo menos tres métodos que se utilizan en la actualidad para la cuantificacion
de acidos nucleicos. Establezca un cuadro comparativo entre ellos.
St una muestra de ADN diluida 1/100 que cuantificé en el laboratorio tiene una DO 260 nm
de 0.05, ;cual sera su concentracion de ADN? ;Cudles serian los calculos correctos
entonces, para ajustar una solucién de trabajo (20 pL a 50 ng/pL)?

Referencias bibliograficas
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3.3 DETERMINACION DEL TAMANO MOLECULAR USANDO EL PROGRAMA PHOTO CAPTW

El tamano molecular de muestra de acido nucleico puede calcularse realizando una corrida
electroforética usando un marcador de tamafio molecular o escalera, es de recalcar que la
comparacion basada es aproximada y puede variar dependiendo de la corrida y en algunos casos
también de la experticia del observador.

Hoy en dia existen varios softwares para el calculo del tamafio molecular de una muestra, muchos
de ellos se basan en las fotografias obtenidas con el sistema de documentacion y la asignacion de
un valor para cada una de las bandas del marcador usado, luego el programa mediante una
comparacién con respecto a la distancia de corrida, estima el tamafio aproximado de cada banda
observada en el gel.

Objetivo

Objetivo General
# Este ejercicio bioinformatico nos permitird determinar el tamafo en pares de bases de una

muestra de analisis, usando el marcador AHindlll.

Objetivo especifico
£ Adquirir destreza en el uso de herramientas informaticas para el estudio de la biologia
molecular.

Materiales

Gel fotodocumentado en archivo tipo JPG o tiff
Computador

Software PhotoCaptw

Libreta de notas

Memoria USB

R o S

Procedimiento

[

. Abrir el archivo deseado (imagen guardada en formato JPG o TIFF)

2. Apretar el botén IMAGE QUANTIFICATION/OPCION MOLECULAR WEIGHT después opcion LANE

DEFINITION

Colocar el nimero total de columnas inclusive la del marcador/ seleccionar SEPARATION

Después, arrastrar el mouse y marcar el area seleccionada. Verificar que las bandas estén dentro

de las columnas.

Ir nuevamente a MOLECULAR WEIGH y seleccionar DETECTION

Dar clic la opcidn DETECTION (esta en rojo)

NO CERRAR ESTA VENTANA DE (DETECT MENU)

Marcar con mucho cuidado la banda a ser analizada, descartar las que no son bandas.

. Después de organizar las bandas, seleccionar en OK en la ventana de DETECT MENU.

10 Ir a MOLECULAR WEIGH y seleccionar M.W MARKER

11. COLOCAR EL NUMERO DE LA COLUMNA DONDE SE ENCUENTRA EL MARCADOR.

12. Dar clic el botén NEW y entrar los valores del marcador (Figura 9), recordando que deben ser en
decimales.

13.Después grabar (LOAD) el marcador en una CARPETA de su preferencia.

14. Ir nuevamente a MOLECULAR WEIGHT y oprimir la opcion M.W. RESULT DISPLAY.

15. Alli va a aparecer una ventana, preguntado cual es la columna que se desea analizar, usted

puede dar clic en SELECT ALL. Entonces aparecera el tamafio molecular de cada banda.

W

© O NowW
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Lambda DNA/Hindlll Marker, 2
bp ng/0.5 py %

— 23130* 238.4 47.7
9416 971 194
6557 676 135

4361 45.0 9.0

322 23.9 42
27 209 4.2

564 5.8 1.2

125 1.2 0.2

% TopVision™ LE GQ Agarose (#R0491)

0.5 pgdane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/iem, 45 min

Range
8 fragments (in bp): 23130*, 9416, 6557,
4361*, 2322, 2027, 564, 125.

Figura 9. Tamano de los fragmentos del marcador AHindlll. Fuente: Catdlogo de Promega (2014).

FAREL
@ Cuestionario

Realice la determinacién del tamafio molecular de las bandas del
gel que su docente le entregard para el ejercicio. Adicione este

analisis en su bitacora con las respectivas observaciones.

Referencias bibliograficas

+ Burbano-Rosero, E. M., Ueda-lto, M., Kisielius, J. J., Nagasse-Sugahara, T. K, Almeida, B. C,,
Souza, C. P, ... Rivera, I. N. G. (2011). Diversity of Somatic Coliphages in Coastal Regions
with Different Levels of Anthropogenic Activity in Sdo Paulo State, Brazil. Applied and
Environmental Microbiology, 77(12), 4208-4216. http://doi.org/10.1128/AEM.02780-10.

+ Pinheiro, A. V., Han, D., Shih, W. M., & Yan, H. (2011). Challenges and opportunities for
structural.  DNA  nanotechnology.  Nature  Nanotechnology, 6(12), 763-772.
http://doi.org/10.1038/nnano.2011.187.

4+ Sambrook, J., Fritsch, E., Maniatis, T. (1989). Molecular cloning: a laboratory manual. 2ed.
New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press.
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) CAPITULO IV
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

4.1 REACCION DE PCR

Como la hibridacién de acidos nucleicos, la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) también
permite detectar una secuencia especifica de ADN dentro del panorama de un genoma complejo.
La PCR es basicamente una reaccién de duplicacion de ADN realizada en un tubo de ensayo para la
amplificacidn selectiva de una secuencia blanco. Para ello se emplean pares de secuencias cortas de
ADN de cadena simple (oligonucleoétidos) con cerca de 20 a 30 bases, que flanquean la secuencia
blanco y sirven como punto de anclaje para que la DNA polimerasa pueda continuar con la
reaccion. Los cebadores delimitan la regidn que se va a amplificar, el cebador forward es
complementario a la secuencia localizada en el comienzo de la secuencia blanco y el cebador
reverse es complementario a la secuencia final (Figura 10). EL ADN blanco es adicionado a una
solucion tamponada conteniendo DNA polimerasa termo - resistente, cebadores,
desoxirribonucleétidos (dNTPs) y MgCl,. Finalmente, la mezcla es sometida a un programa
amplificacion en el termociclador.

Componentes de la reaccion

#£Desoxinucledtidos trifosfato: Los cuatro dNTPs son requeridos en exceso como sustratos para la
sintesis de millones de copias de ADN que se generan al finalizar el programa de termociclado.
Usualmente se usan en concentraciéon de 50 a 200 uM. Para ser reconocidos por la polimerasa
deben ir acompanados de cationes Mg*?, los cuales actiian como cofactores enzimaticos.

+Cebadores, oligonucleétidos o primers: La seleccion de los cebadores para cualquier PCR es de
vital importancia, los cebadores deben ser altamente especificos, es decir que solo hibriden en una
Unica region de interés. Si un primer tiene 10 bases, la probabilidad que exista una secuencia al azar
con la cual hibride es de (1/4)1° cerca de un millén. En el genoma humano haploide existen
aproximadamente 3 mil millones de pares de bases, lo que haria que esos cebadores hibriden a 3
mil sitios. En cambio, un cebador con 16 bases o mas hibridara a un sitio Unico. Estas estimativas
son realizadas imaginando que el genoma tenga secuencias aleatorias de bases, lo que en verdad
no es cercano a la realidad, pero sirve como un estimativo preliminar.

Los cebadores deben cumplir con algunos requerimientos tales como, tener entre ellos una
temperatura de fusion (Tm) igual o parecida, de manera que se puedan anillar o hibridar a la
secuencia diana a la misma temperatura. Una de las férmulas mas sencillas para calcular la Tm de
los cebadores es:

Tm= 2(AT) + 4(GC)

Los cebadores se hibridan al ADN molde en temperaturas entre 50 °C a 65 °C, tres variables
determinan la temperatura ideal y el tiempo necesario para que ocurra la hibridacién: concentracién
de los cebadores, longitud de los cebadores y la secuencia de bases de los cebadores.

Generalmente la temperatura de hibridacion es cerca de 5 °C abajo de la Tm de los cebadores,
donde Tm (Temperatura melting) es definida como la temperatura en que 50% de las moléculas de
cadena doble del ADN estan desnaturalizadas. La Tm de un cebador puede ser estimada
atribuyéndose 4 °C para cada G o C, y 2 °C para cada A o T. Si es necesario, la temperatura éptima
de hibridacion puede ser determinada experimentalmente.

Igualmente, los cebadores deben tener un contenido de GC de alrededor de 50 %, no poseer
regiones ricas de pirimidinas y purinas, no deben ser complementarios entre si y se deben evitar
secuencias con presencia de estructuras secundarias significativas. Por lo general, los cebadores se
utilizan en una concentracién de 0.1 a 0.5 uM.
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Reconstitucion de cebadores

+Los cebadores pueden ser resuspendidos en agua grado molecular o tampdn TE estéril, seguido
por lo menos de 2 minutos de agitacién cuidadosa con micropipeta y se deben guardar a -20 °C.
http://functionalbio.com/web/dilution_resuspension input.php

#Tener en cuenta las siguientes formulas para la determinacién de volumen de TE o agua ultrapura
a adicionar:

# Cuando llega un primer de una casa comercial, viene una informacion relacionada con la

concentracion, entonces, esta concentracion en nanomoles debe ser multiplicada por 10
para obtener la cantidad de microlitros en que debe resuspenderse el primer, de esta forma,
se tiene una concentracion stock de 100 uM. Ejemplo:
St un primer llega a la concentracién de 96 nM, entonces—96x10 = 960 pL de TE o agua
ultrapura que deben ser usadas para reconstituir el primer y dejar la solucién a 100 uM. La
solucion de trabajo en la gran mayoria de PCR es recomendable estar a una concentracién
de 20 pM, entonces se hace una dilucién 1/5.

Conversién de pmoles del cebador a pg =pmoles (longitud x 325) / 1000000
Conversion de pg de cebador en pmoles=pg x 1000000/ (longitud x 325)
10 pmoles de un cebador de 25 mer = (10 x 25 x 325) / 1000000= 0.081 ug de primer

+ ADN polimerasa termoestable: Cominmente se emplea la Taq polimerasa, originalmente
aislada de la bacteria termofila Thermus aquaticus. Es una enzima activa a altas temperaturas (75 °C)
y estable con frecuencia hasta 95 °C. Esta caracteristica permite su actuacién en sucesivos ciclos de
replicacion (amplificacion) sin inactivarse. Ademas, la replicacidn a temperaturas elevadas impide la
formacién de hibridos parcialmente desapareados y contribuye a la especificidad y rendimiento del
proceso. La enzima normalmente se utiliza a una concentracién de 1 U/ 50 pL de reaccion.

+ Tampon o buffer: El amortiguador estandar para PCR contiene 50 mM de KCl para facilitar la
hibridacién (una concentracién mayor a 50 mM de KCl podria afectar la DNA polimerasa), 10 mM
Tris-HCl (pH=8.3) y 1.5 mM MgCl,, el cual actia como cofactor para la enzima.

# Molde o ADN blanco: Es la secuencia de acido nucleico que se desea amplificar. Tanto la calidad
como la cantidad de ADN son pardmetros criticos. La presencia de sustancias como grupos hemo,
urea, etanol y SDS pueden inhibir la accidén de la Taq polimerasa.

Etapas del proceso

1. Desnaturalizacién: Calentamiento para la separacion de las cadenas de ADN, la mezcla es
llevada por el termociclador a temperatura de 95 °C. Esta temperatura debe ser mayor a la
Tm de los cebadores (Figura 10).

2. Anillamiento: Hibridacién de los cebadores a las hebras de cadena sencilla de la secuencia
blanco. Generalmente se usan temperaturas de 37 a 65 °C, durante 10 a 120 segundos.

3. Elongacion o extension: Etapa de amplificacién propiamente dicha, en la que la DNA
polimerasa elonga los cebadores empleando como molde ambas hebras originales de la
secuencia diana de ADN. La extensién transcurre en sentido 5'— 3 a partir del extremo 3'
OH de cada cebador, empleando como sustrato los cuatro dNTPs hasta terminar la lectura
del molde o hasta que se comience una nueva etapa de desnaturalizacidn (siguiente ciclo).
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Por lo general esta etapa sucede durante 30 a 120 segundos, dependiendo de la longitud
de la secuencia a amplificar.

Ciclo 1
Desnaturalizacion de DNA
Anillamiento de cebadores

Elongacion de cebadores

Ciclo 2 l

Desnaturalizacion de DNA
Anillamiento de cebadores

Hongacion de cebadores

l

Ciclo 3 l
Desnaturalizacion de DNA
Anillamiento de cebadores

Elongacién de cebadores

Figura 10. Reacciéon en cadena de la polimerasa. Fuente: Extraida de Lodish et al, 2003 y
modificada por los autores.
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Consideraciones importantes y contaminaciones de la PCR

% La técnica de PCR es una técnica extremadamente sensible, capaz de detectar la presencia y
amplificar una Unica molécula de ADN. Por eso, es fundamental obedecer rutinas de
laboratorio rigurosas para evitar contaminaciones con otras muestras o con un producto de
la amplificacién de las reacciones previas.

% Lo ideal es realizar los experimentos de PCR en un sitio exclusivo y la corrida electroforética
en otro sitio. Los manipuladores deben utilizar siempre guantes de nitrilo libres de talco y
de ser posible usar puntas especiales con filtro que bloquean la contaminacién con los
aerosoles originados en las muestras pipeteadas.

%+ Asociaciones no especificas entre los cebadores pueden acontecer inmediatamente

después de la adicién de cloruro de magnesio, de modo que el equipo ya debe estar

previamente programado y todos los estudiantes deben terminar de preparar la reaccién
simultaneamente. Trabaje rdpidamente e inicie los ciclos de temperatura después de
terminar de adicionar todos los reactivos.

Para realizar una PCR se debe usar material nuevo y estéril.

Los reactivos deben ser descongelados con mucho cuidado.

El agua ultrapura debe ser desionizada, autoclavada y posteriormente filtrada a través de

membrana de 0.22 um.

Mantener la Tag polimerasa en congelacién o bafio de hielo durante su uso, para evitar

pérdida de actividad de esta enzima.

Use un Lapiz marcador (de preferencia sharpie) para identificar la tapa de cada tubo.

St hay evaporacidon en el termociclador, adicione 10 pL de aceite mineral estéril grado

molecular a cada tubo de PCR, después de la adicidon de los reactivos.

-+ F FEF

Objetivo General
# Amplificar DNA por PCR de forma siguiendo los lineamientos de la guia de laboratorio.
Objetivos especificos

# Conocer la metodologia basica para amplificar un blanco de interés por medio de la
reaccién en cadena de la polimerasa.

#£ Reconocer la importancia de las diferentes etapas de la PCR y sus implicaciones de
incorrectas manipulaciones en laboratorio.

Materiales

Centrifuga

Termociclador

Cémara de electroforesis

Fuente de poder

Fotodocumentador o transiluminador

Micropipetas de diversos volumenes

Hielo picado o cajitas refrigerantes

Puntas nuevas y estériles de diferentes volumenes

Tubos eppendorf

Reactivos: tampdn TE 1X, tampon TAE 1X, azul de bromofenol, bromuro de etidio u otro
agente como SyGreen o EZvision, si se dispone de ellos en el laboratorio.
Marcador de tamafio molecular 1 Kb de Promega

Mix para PCR: Buffer, Tag-polimerasa, MgCl,, dNTPs, cebadores 27F y 1041R,
DNA de la muestra ajustado a 100 ng/ulL

Agua grado molecular filtrada

Desinfectante: alcohol 70 % o hipoclorito diluido

Méscara y gorro de proteccién

FEEFfEdE R
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Protocolo de preparacion de PCR

1.

Guantes de nitrilo

Frascos de descarte

Libreta de notas

Lapiz marcador (de preferencia sharpie)
Jabén antibacterial

Papel toalla

Descongelar por completo los reactivos en hielo y mezclar por inversion antes de su uso.

2. Limpiar con solucién de hipoclorito de sodio diluido o alcohol a 70 % la superficie de
trabajo.

3. Preparar la reaccion de la PCR segun las condiciones indicadas en la Tabla 3, teniendo en
cuenta que la pre-mezcla o reaccidén con todos los componentes (a excepcion del ADN
blanco), se debe preparar en un area dispuesta solo para este fin. Adicionalmente, la bata
de laboratorio, gorro y guantes deben ser mantenidos en el area.

4. Los elementos de PCR deben ser almacenados separados de los demas elementos de
laboratorio y sélo se destapan en el cuarto de pre-PCR.

5. Para realizar la amplificacion de la sub-unidad ribosomal 16S se utilizaran los cebadores 27F
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG - Lane, 1991) y 1041R (CGGTGTGTACAAGACCC - Nubel et al,
1996). Inicialmente estos cebadores se diluirdn en agua milig (ultrapura) formando una
solucidn stock de cada primer a una concentracion de 100 uM, a partir de esta, se preparara
la solucion de trabajo a 20 uM. Por otra parte, se realizard un mix de dNTPs a una
concentracién de 25mM, a partir del cual se hard un mix de trabajo de dNTPs a una
concentraciéon de 2,5 mM.

6. Se debe calcular las cantidades de cada uno de los componentes de la reaccién para
obtener el mix, por ejemplo, st son 10 muestras (2 de ellas deben ser el control positivo y
negativo de la reaccién), entonces se deben usar las cantidades de la columna 10X (Tabla 3),
comenzando con los volumenes mayores hasta los menores, entonces primero se adiciona
agua (327.5 pL) a un tubo eppendorf, luego, buffer colorless 5X (100 pL), Solucién de MgCl,
25 mM (20 pL), DNTP 2.5 mM (10 pL), cebador (27F), cebador 1041R y GoTaq de Promega
(2.5 pL), mezclar con cuidado con la punta de la micropipeta y luego distribuir 48 pL en diez
sendos tubos de PCR de 0.2 pL. Adicionar el agua al control negativo en el cuarto de pre-
PCR, no volver a abrir este tubo, hasta después del termociclado y verificacion del producto
en el gel de agarosa.

7. Salir del area donde se realizd la mezcla y proceder a adicionar 2 pL de la respectiva

muestra de DNA para cada uno de los tubos de reaccidn. Tener en cuenta usar una

micropipeta con puntas de filtro y exclusiva para éste fin.

Tabla 3. Listado de reactivos y sus cantidades respectivas para la preparacién de la PCR para
amplificacion del gen 16sRNAr

Reactivo 1X pL 10X pL
Agua ultrapura estéril 32.75 327.5
Buffer Colorless 5X 10 100
Solucion de MgCl, 25 mM 2 20
dNTP (10 mM de cada), es lo mismo que mix de 1 10
dNTPs a (2.5 mM)

Cebador 27F (F) 20 uM 1 10
Cebador 1041R (R) 20 uM 1 10
GoTaq Promega 0.25 25
ADN de la muestra (100 ng/uL) 2 pL para cada tubo
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wh =

Total (Vf) 50 pL

Realizar un spin de los tubos ya inoculados con el &cido nucleico por 20 segundos a 10000
rpm e inmediatamente colocar en el termociclador, correr el programa adecuado,
previamente cargado en el termociclador. En este caso, el programa de termociclado sera:
95 °C por 2 minutos; 30 ciclos con las siguientes caracteristicas: 94 °C por 2 minutos, 55 °C
por 1 minuto y 72 °C por 3 minutos; la extension final serd de 10 minutos a 72 °C.

Retirar los tubos del termociclador en una placa de refrigeracion y analizar las muestras
mediante electroforesis en geles de agarosa a 1.4 %. Para una reaccion Vf de 50 pL se
recomienda analizar 10 pL del producto final del PCR. Es importante mencionar que el sitio
donde se lleva a cabo la electroforesis debe ser en un lugar diferente y separado de las
areas anteriores (Pre-PCR y adicién de ADN), por cuanto es en este momento cuando existe
mayor peligro de contaminacién debido a la dispersion de los amplificados.

Cuestionario

;Qué sucederia si usted coloca en una reaccién de PCR, exceso de dNTPs?

;Qué resultado esperaria usted si hay deficiencia de MgCl; en la reaccion de PCR?

Realice una tabla comparativa entre PCR tradicional, PCR de canal, PCR de emulsion y Real
Time PCR.

Referencias bibliograficas
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CAPITULO V
MARCADORES MOLECULARES

5.1 TRANSFORMACION BACTERIANA E IDENTIFICACION DE PLASMIDOS

Esta practica presenta un método rapido para la transformacién de £ coli con un ADN exdgeno. Las
células bacterianas son tratadas para que se tornen competentes para incorporar ADN plasmidico
conteniendo un gen de resistencia a la ampicilina (pAMP). Los transformantes son detectados por
su fenotipo de resistencia al antibiotico.

Las muestras de células de £ coli son tomadas de una placa petri de agar nutritivo o LB (Luria
Bertani) y resuspendidas en dos tubos de poliestireno (falcon) de 15 mL conteniendo una solucién
de cloruro de calcio (CaCly). El plasmido pAMP es adicionado en uno de los dos tubos, ambos tubos
son incubados a 0 °C por 15 minutos. Después un rapido choque térmico a 42 °C, las células son
llevadas a incubacién en frio (4 °C), luego se adiciona medio de cultivo LB y las muestras de las
suspensiones son plagueadas en dos medios de cultivo: agar LB con ampicilina (LB/Amp) y medio
sin el antibiotico.

Las placas son incubadas por 12 a 24 horas a 37 °C. Las células que fueron transformadas con el
ADN plasmidico y que contienen el gen para la resistencia a la ampicilina creceran en la placa de
LB/Amp (Figura 11). Divisiones subsecuentes de una célula resistente al antibiotico produciran una
colonia de bacterias resistentes. Por tanto, cada colonia en una caja de ampicilina representa un
Unico evento de transformacién.

Notas introductorias
La mayoria de los protocolos de transformacion pueden ser divididos en cuatro pasos principales:

1. Pre-incubacion: Las células son resuspendidas en una solucidén de cationes e incubadas a 0
°C. Los cationes interactian con los fosfatos negativos de la membrana celular de £ coli
facilitando la entrada de ADN.

2. Incubacién: El ADN es adicionado y la suspension de células es nuevamente incubada a
0°C.

3. Choque de temperatura: La suspensién de células/ADN es brevemente incubada a 42 °C y
entonces nuevamente sometida a 0 °C. La alteracion rapida de temperatura genera un
desequilibrio térmico entre los dos lados de la membrana de £ colj lo cual probablemente
crea un flujo que arrastra los plasmidos hacia el interior de la célula y favorece la accidén del
CaClL; sobre la polaridad de la membrana.

4. Recuperacion: El medio LB es adicionado a la suspension de células/ADN, se incuba a 37°C
con agitacion y posteriormente se plaquea en medio selectivo. Las células transformadas se
recuperan del tratamiento, amplifican el plasmido transformado y comienzan a expresar la
proteina de resistencia al antibiético.

%Simplificacion de la transformacion por el método de colonias

Un procedimiento clasico de transformacion de colonias emplea todas las etapas anteriormente
mencionadas. Sin embargo, la incubacién y el choque térmico son pasos absolutamente esenciales.
Para disminuir tiempo el método simplificado omite los pasos no esenciales de la pre-incubaciéon y
la recuperacién. El método de colonias también se inicia tomando colonias de £ coli directamente
del medio de cultivo en caja de petri, eliminando por tanto la necesidad de preparar células en la
fase logaritmica. Debido a que no es necesario el cultivo del microorganismo en medio liquido, el
método no requiere equipos para la agitacién y analisis por espectrofotometria. Por lo tanto, este
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procedimiento tiene como ventajas que requiere un tiempo minimo de preparacion, utiliza menos

equipos y es bastante seguro.
Transcripcion Ribosoma
Traduccion

Zona de adhesiéon

Proteina de resistencia

RNA Polimerasa

Figura 11. Expresion de la resistencia a los antibidticos en células transformadas. Fuente: Los
autores.

+La ineficiencia relativa de la transformacién de colonias

La eficiencia de transformacion conseguida con el protocolo de colonias (5x103 a 5x10# colonias por
microgramo de plasmido) son hasta 200 veces menores que con el producto clasico (5x10% o 108
colonias por microgramo). La transformacion de colonias es perfectamente adecuada a la
transformacién de £ coli con ADN de plasmido intacto purificado. No obstante, esta metodologia
dara resultados marginales con ADN ligado, que es compuesto de plasmidos circulares relajados y
de ADN plasmidico lineal. Estas formas resultan entre 5 a 100 veces menos transformantes que una
masa equivalente de plasmido intacto superenrrollado.

+Manutencion de lineas celulares de E. coli para transformacién de colonias

El procedimiento clasico incluye varias etapas de cultivo en medio liquido que garantiza la
obtencion de células de £ coli que son eficientemente transformadas. A pesar que el método de
colonias excluye esas etapas y usa células cultivadas en agar sélido, es importante monitorear las
células que seran utilizadas en el método de colonias. Se evidencia una caida en el crecimiento del
numero de transformantes (de las 50 a 500 células esperadas por placa a practicamente cero), se
debe descartar ese cultivo y obtener uno nuevo.

Pases celulares repetidos de células de £ coli pueden resultar en la pérdida de la competencia, lo
gue tornara inviable el proceso de transformacién con el método de colonias. Hay evidencias muy
sustentadas que la pérdida de la capacidad de transformaciéon en células de MM294 puede ser
resultado de congelacion inapropiada de las células. Por ello es necesario realizar conservacion a
temperatura ambiente en medio de cultivo inclinado y placas estriadas para no perder las
caracteristicas celulares de la bacteria.

+Plasmido pAMP

Casi todos los plasmidos que tienen un marcador seleccionable para la resistencia a los antibiéticos
pueden ser sustituidos por pAMP para demostrar la transformacién de £ coli para un fenotipo-
antibidtico resistente. Sin embargo, el pladsmido pAMP fue construido especificamente como una
molécula para la enseflanza de mecanismos especificos de biologia molecular y por ello tiene
ventajas en otros contextos (Figura 12):
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1. pAMP es derivado del vector pUC que se replica en un gran nimero de copias por célula, el
rendimiento de preparaciones de este plasmido es significativamente mayor que los
obtenidos con pBR322 y otros plasmidos con menor capacidad de amplificacion.

2. pAMP fue construido para ser utilizado juntamente con otro plasmido didactico, el pKAN.
Cada uno de ellos produce fragmentos de restriccidon especificos que son rapidamente
identificables en un gel de agarosa. Esto permite que moléculas recombinantes formadas
por la ligacion de esos fragmentos puedan ser facilmente caracterizadas (Figura 12).

%Seleccion por el antibiético

La ampicilina es el marcador de resistencia a antibioticos mas practico con fines de demostracion,
especialmente en el protocolo de transformacion rapido descrito en esta practica de laboratorio. La
ampicilina interfiere en la construcciéon de la capa de peptidoglicano de la pared celular y mata
solamente células en replicacién que estan produciendo nuevas estructuras celulares. Las células
que no se estan replicando no son afectadas. Por tanto, las células pueden ser plaqueadas en medio
conteniendo ampicilina directamente después del choque de temperatura, omitiendo el paso de
recuperacion. Las células transformadas pueden recuperarse en la presencia de ampicilina, porque
la mayoria de ellas expresa la proteina para la resistencia antes de dividirse. Por otro lado, la
seleccion con la kanamicina es menos susceptible a la transformacién rapida, una etapa de
recuperacion antes del plagueado es esencial, debido a que la kanamicina actla rapidamente,
matando todas las células (en replicacién o no) que no estén activamente expresando la proteina
para la resistencia.

%Colonias de £. coli

Cajas sembradas con £. coli MM294 son la fuente de las colonias bacterianas que se utilizaran para
este laboratorio. MM294 proporciona rendimientos superiores de ADN plasmidico en mini-
preparaciones. El fenotipo de tipo salvaje. No contiene plasmidos. Los cultivos deben utilizarse
dentro de un mes, pero se utilizan mejor dentro de las 2 semanas de la entrega. Almacenara + 4 °
C. Para obtencién de mejores resultados, deben utilizarse células con incubacién de 12-24 horas a
37 °C. Sin embargo, buenos resultados también pueden obtenerse cuando las células son
almacenadas a temperatura ambiente por 24 horas después de finalizada la incubacién inicial.
Durante este periodo las colonias alcanzan un gran tamafo y se adhieren al medio de cultivo,
facilitando su seleccion posterior con asa de inoculacidon. Una caja con varios dias puede también
ser reincubada a 37°C por algunas horas o por la noche antes de su uso.
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Sitio Sitio
BamHI BamHI

3755bp 784bp
2332bp

Hindlll

Origenes de replicacion—

pAMP/pKAN

5630 bp

Sitio 1875bp

Sitio
Hindlll

MANUAL DE BIOLOGIA MOLECULAR — PROCEDIMIENTOS BASICOS

Figura 12. Caracteristicas de los plasmidos pAMP, pKAN y pAMP/pKAN. Fuente: Redisefiada por los

autores.

Materiales

#+ Cultivo inicial de la bacteria MM294, cepa de £ coli aislada en el laboratorio de Matthew

Meselson.
CaCl, 50 mM
0.005 pg/uL de pAMP

Recipientes con hielo triturado o cajas refrigerantes
Asa Drigalski o perlas de vidrio

Asa de inoculacion

Tubos de ensayo

Incubadora

Vortex

Micropipetas de diversos volumenes

Plancha de calentamiento

Bafio seroldgico a 37 °C

Cuenta colonias

Puntas nuevas y estériles de diferentes volumenes
Méascara y gorro de proteccion

Guantes de nitrilo

Frascos de descarte

Libreta de notas

Lapiz marcador (de preferencia sharpie)
Flotadores para incubacion en bafio serolégico
Jaboén antibacterial

Papel toalla

Lt o ol ol o ol o ol o o ol o o o S SR S SR Y

Cajas de medio LB (verificar con el docente el niimero de cajas por grupo)
Cajas de medio LB/amp (verificar con el docente el nimero de cajas por grupo)
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Procedimiento

Todo el protocolo debe ser realizado bajo condiciones de esterilidad.

1.

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Use un lapiz marcador para anotar en un tubo de ensayo estéril de 15 mL la sefial (+) y en
otro tubo la sefal (-), significando con y sin plasmido, respectivamente.

Use una micropipeta con punta estéril para adicionar 250 pL de la solucién de CaCl; en
cada tubo.

Coloque los dos tubos en hielo.

Use un asa de inoculacion estéril para transferir por lo menos 5 colonias (de 3 mm)
aproximadamente al tubo marcado como (+), para esto siga las siguientes
recomendaciones:

a. Esterilice el asa hasta que quede roja, deje enfriar.

b. Enfrie totalmente el asa en las paredes de la caja Petri.

c. Raspe varias colonias hasta obtener una masa visible. Tenga mucho cuidado para no
transferir agar durante el proceso (impurezas de agar pueden inhibir el proceso de
transformacion).

Introduzca el asa directamente en el tubo con CaCl,. Mueva el asa en varias direcciones para
que la masa de bacterias sea desprendida totalmente. Levante el tubo contra la luz, para
verificar st la masa de células se desprendid totalmente, verifique que el inéculo no haya
quedado adherido al tubo.

Esterilice el asa nuevamente y déjela sobre el meson.

Suspenda inmediatamente las células del tubo (+) con ayuda de la micropipeta. Evite
formacién de burbujas. La suspension debe estar ligeramente lechosa y desprovista de
grumos visibles de células.

Devuelva el tubo (+) para el hielo.

Transfiera otra masa de células para el tubo (-), como se indico en la etapa 4 y 5.

Devuelva el tubo (-) para el hielo. Ambos tubos (+) y (-) deben estar en el hielo.

Use una micropipeta p20 para adicionar 10 yL de pAMP 0.005 pg/uL directamente en la
suspensién de células del tubo (+). Mezcle con mucho cuidado la suspensidn, evite la
formacién de burbujas.

Devuelva el tubo (+) para el hielo. Incube ambos tubos en el hielo por 15 minutos mas.
Mientras tanto los tubos se estan incubando, use un lapiz marcador para anotar su hombre
y fecha en dos cajas de Petri con medio LB, dos con medio LB+AMP. Separe estas cajas en
dos lotes conteniendo una de cada tipo y marquelas de la siguiente manera:

+ (+): marque una caja LB y una LB+amp

+ (-): marque una caja LB y una LB+amp

Después de los 15 minutos de incubacion, realice un choque térmico a las células de los
dos tubos.

Lleve el recipiente con hielo lo mas cerca posible del bafio maria. Remueva los tubos del
hielo e inmediatamente coléquelos en bafio maria a 42 °C por 90 segundos.

Devuelva inmediatamente los tubos a hielo por 90 segundos.

Observacion: Un periodo mas largo en el hielo, después el
choque térmico no afectard la transformacion. Si es necesario
conserve los tubos (+) y (-) en hielo, en el refrigerador (4°C) por
varios dias, hasta que usted tenga tiempo de plaquear las
células. Sin embargo, es de aclarar que NUNCA DEBE
COLOCAR ESTAS CELULAS EN EL FREEZER.

Coloque ambos tubos a temperatura ambiente.
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18. Use una micropipeta P1000 con punta estéril para adicionar 250 pL de medio LB a cada
tubo. Mezcle levemente los tubos para homogenizar la solucién.

19. Utilice la tabla abajo como una lista de control conforme las células (+) y (-) vayan siendo
dispersas en cada tipo de placa (Tabla 4).

Tabla 4. Lista de control de células transformadas y no transformadas

(+) células transformadas (-) células no

transformadas
LB/amp 100 uL 100 uL
LB 100 uL 100 uL

20. Use una micropipeta de P200 para adicionar 100 pL de la suspension de células del tubo (-)
en la caja de LB. Adicione otros 100 uL en la caja de Petri con medio LB/amp.

21. Esterilice el dispersador de vidrio (puede utilizar también perlas de vidrio) y distribuya las
células en la superficie del medio de cultivo (Figura 10).

22. Repita los pasos 16 y 17 para plaquear 100 pL de la suspensién de células (+) en una caja
de LBy otros 100 pL en una caja con medio LB+amp.

23. Deje sobre el mesén las cajas sembradas por 10 minutos para permitir que las suspensiones
de células sean absorbidas.

24. Incube las placas durante 12 horas a 37 °C.

25. Después de este periodo de incubacion, almacene las placas a 4 °C para detener el
crecimiento de las células de £ coli y evitar el crecimiento de microorganismos
contaminantes.

26. Realice la limpieza del meson, organice y descarte el material empleado. Mantenga los
restos del cultivo sobre el mesén para posterior autoclavado y descarte.

27. Lave sus manos antes de dejar el laboratorio.

Figura 13. Procedimiento para siembra de las colonias positivas en medio solido. Fuente: Los
autores.
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Cuestionario

1. Cuente el nUmero de colonias individuales en la caja LB/amp. Observe las colonias a través
del fondo de la caja de Petri y use un lapiz marcador para marcar cada colonia que vaya
siendo contada. Deben ser observadas de 50 a 500 colonias: 100 colonias corresponden a
una eficiencia de transformacién de 10 colonias por microgramo de ADN plasmidico.

2. Si las cajas fueran incubadas por un tiempo mayor o dejadas a temperatura ambiente por
varios dias, colonias satélites pueden ser observadas, irradiando de los bordes de las
colonias grandes, bien establecidas. Colonias satélites no resistentes crecen en una sombra
de antibidtico, en la cual la penicilina fue degradada por la colonia resistente mayor. No
incluya las colonias satélites en su calculo de transformantes. En los controles positivos las
colonias individuales no pueden ser identificadas debido a un crecimiento confluente de las
células formando una camada o tapete de baterias.

3. Utilice la siguiente tabla y registre el numero de colonias en cada caja o como en el caso de
los controles positivos, donde el crecimiento fue confluente, registre como tapete. ;Los
resultados fueron los que usted esperaba? Explique las posibles razones para las
desviaciones de los resultados esperados.

(+) células transformadas (-) células no transformadas
LB/amp Experimento= Control negativo=
LB Control positivo = Control positivo=

Compare el crecimiento en cada uno de los siguientes pares de cajas. ;Qué revela cada

par de resultados sobre el experimento? +LB y -LB

—-LB/amp y -LB

+LB/amp y —LB/amp

+LB/ampy +LB

4. La eficiencia de transformacién es expresada como el nimero de colonias resistentes a los
antibiéticos por microgramo de ADN plasmidico. El objetivo es determinar la masa de
pAMP que fue distribuida en la caja experimental y, por lo tanto, responsable por los
transformantes observados.

a. Determine la masa total (en pg) de pAMP utilizada en la transformacion= concentracion
de pAMPx volumen de pAMP usado en el paso 9.

b. Determine la fraccién de la suspensién de células sembradas en la caja LB/amp (paso
18) = volumen de la suspensién plaqueada/volumen total de la suspension (pasos 2 y
14).

c. Determine la masa de pAMP en la suspensidn de células sembradas en la caja LB/amp
=masa total de pAMP (a)x fraccion de la suspension de células plaqueadas (b).

d. Exprese la eficiencia de transformacion, en notacion cientifica, como el ndmero de
colonias por pug de pAMP= nimero de colonias observadas/masa de pAMP en la
suspensién de células plaqueadas (c).

5. ;Qué factores podrian influir en la eficiencia de transformacion?

6. El protocolo de transformacién es utilizado con 10 yL de ADN plasmidico intacto en nueve
concentraciones diferentes. Los siguientes recuentos de colonias son obtenidos cuando 100
uL de células transformadas son plaqueadas en medio selectivo:

Calcule la eficiencia de transformacién de cada concentracidén

Construya un grafico de masa de ADN vs colonias

Construya un grafico de masa de ADN vs eficiencia de transformacién

iCudl es la relacion entre la masa de ADN transformado y la eficiencia de

transformacién?

(En qué punto la reaccion de transformacion parece estar saturada?

;Cudl es la eficiencia de transformacién real?

FEE #

on oo

=0
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0,00001 pg/uL 4 colonias
0,00005 pg/uL 12 colonias
0,0001 pg/uL 32 colonias
0,0005 pg/uL 125 colonias
0,001 pg/uL 442 colonias
0,005 pg/pL 542 colonias
0,01 pg/uL 507 colonias
0,05 pg/uL 475 colonias
0,1 pug/uL 516 colonias
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5.2 PROTOCOLO DE DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION (RFLP)

Hace méas de 30 afos a partir de estudios sobre restriccién y modificacion, las enzimas de
restriccién han sido purificadas de bacterias. Las primeras enzimas identificadas fueron £coRl y
EcoRll de Escherichia coliy Hind I, Hind Il de Haemophilus influenzae. Varias otras bacterias han
sido evaluadas para esas enzimas y desde entonces se han caracterizado aproximadamente 3.000
enzimas con mas de 200 tipos de especificidad.

Las enzimas de restriccién no son exclusivas de bacterias; han sido identificadas en virus, aunque
poco es conocido sobre ellas en sistemas no procariontes.

La funcién biolégica de las enzimas de restriccion consiste en proteger las células de la invasidon de
ADN exdégeno. ElL ADN invasor es cortado (restricto) por la enzima evitando que se replique y
parasite la célula invadida. Normalmente, los organismos producen una enzima de restriccidén y una
enzima modificadora (metiltransferasa) que protege su propio ADN del corte por la enzima de
restriccidén. La enzima modificadora normalmente reconoce la misma secuencia que la enzima de
restriccion y la protege por metilacion. En conjunto forman un sistema de modificacion
denominado "R-M" de restriccion y modificacidon. Existen por lo menos 4 tipos de sistemas R-M,
definidos por la composicién de subunidades de las enzimas; por el tipo de secuencias reconocidas;
y por los cofactores necesarios para la actividad de la enzima. La mayor parte de las enzimas
caracterizadas (~93%) pertenece al Tipo Il y IIS, que se encuentran en la mayoria de los sistemas
comercialmente disponibles. Enzimas del Tipo | y Tipo Ill son poco comunes.

El sistema R-M del Tipo Il es el méas simple: reconoce secuencias simétricas de ADN y cortan en el
interior de esa secuencia, dejando un extremo 3' con OH y en el otro extremo 5' con fosfato. Al
cortar, pueden producir terminaciones cohesivas ("cohesive ends") o romas ("blunt ends"). Esas
enzimas requieren idn magnesio como cofactor para su actividad y sus enzimas modificadoras
correspondientes requieren S-adenosilmetionina. La variedad de secuencias reconocidas es
limitada, a pesar que pocas reconocen menos de 4 bases o mas de 8 bases especificas. Esas enzimas
actian como homodimeros, con subunidades idénticas asociadas en orientacidn opuesta,
responsables del reconocimiento de repeticiones invertidas (palindromicas). Las enzimas de
modificacion del Tipo Il actlan como mondmeros, con una Unica proteina reconociendo una
secuencia de ADN, probablemente porque la modificacion ocurre después de la replicacién del
ADN vy por lo tanto, necesita apenas la metilacion de una hebra, pues la hebra parental se encuentra
metilada.

Las enzimas del Tipo IIS poseen cofactores similares, pero las secuencias de reconocimiento son
asimétricas e ininterrumpidas, de 4 a 7 bases de longitud, cortan a una distancia definida del sitio
de reconocimiento (hasta 20 bases). La modificacién involucra dos enzimas metiltransferasas, una
para cada hebra, de tal manera que diferentes bases pueden ser metiladas.

El método mas comun para construir mapas de restriccion envuelve la digestion del ADN con varias
enzimas. El mapa de restriccion puede ser deducido al analizar los productos de las diferentes
reacciones de digestion mediante electroforesis en gel de agarosa. Se inicia la digestién con varias
enzimas individualmente, pero fecuentemente es necesaria la digestidon con mas de una enzima. En
ese caso, se debe considerar la concentracién de sal en los buffers de reaccion para cada enzima. El
tampdn de reaccidn tipico de endonucleasas de restriccion contiene de forma general:

Cloruro de Magnesio (MgCl,)

Cloruro de Sodio (NaCl) o de Potasio (KCL)
Tris-HCl

2-Bmercaptoetanol o ditiotreitol (DTT)
AlbUmina de suero bovino (BSA)

ek ok o =
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La presencia de un catién divalente, normalmente Mg**, es un requerimiento absoluto para la
actividad de las enzimas. El tampdn, tipicamente Tris-HCL, es necesario para mantener el pH éptimo
para la funcién de la enzima. Ciertas enzimas de restriccién (endonucleasas) son mucho mas
sensibles a la concentracion de iones de Na o K, mientras otras son activas en un amplio rango de
fuerza idnica. Las condiciones ideales de reaccidon son recomendadas por los fabricantes de cada
enzima especifica.

Alternativamente, algunos proveedores o laboratorios emplean tampones basados en Glutamato de
Potasio o Acetato de Potasio, conocidos como “Tampones Universales” para digestion de ADN
(McClelland et al., 1988). La caracteristica tipica de esos tampones es poseer glutamato de potasio
o acetato de potasio en lugar de NaCl, y Tris-Acetato en lugar de Tris-HCl, basandose en el
concepto que las enzimas probablemente mantienen la actividad cuando estdn tamponadas en
sales. Debido a que los iones de glutamato pueden interferir con la electroforesis en gel de agarosa,
comercialmente el glutamato fue sustituido por acetato de potasio.

La mayoria de las enzimas de restriccidn son activas en esos tampones, a pesar de algunas poseer
una actividad menor (a veces apenas 20 %) que en las condiciones ideales. Varias enzimas de
modificacion de ADN también son activas en esos tampones, incluyendo T4 ADN polimerasa y T4
ADN ligasa. Los tampones basados en glutamato de potasio y/o acetato de potasio son muy Utiles
cuando se pretende hacer digestiones multiples con varias enzimas de restriccion, y principalmente
cuando una de las enzimas es incompatible con el tampén de las otras.

De forma general, las reacciones pueden seguir la regla que 10 Unidades de enzima de restriccion
son suficientes para digerir una gama de variaciones en la concentracion, pureza y calidad del ADN.
Generalmente, 1 ul de enzima es adicionado para 1 ug de ADN purificado en una reaccién de
volumen final de 50 pl con el tampon apropiado para incubacién de 1 hora en la temperatura
adecuada de actividad enzimatica.

St un exceso de enzima es usado, es recomendable reducir el tiempo de digestion.
Alternativamente, se puede usar menor cantidad de enzima por un tiempo mayor (hasta 16 horas).
Las preparaciones de ADN deben ser puras y libres de contaminaciones con fenol, cloroformo,
alcohol, EDTA, detergentes y sales excesivas, que pueden interferir con la actividad de las enzimas.
En términos de volumen la reaccidn, se debe considerar que la concentracion de glicerol no debe
ultrapasar 5 %, y las enzimas de restriccion son ofrecidas en tampones de almacenamiento que
contiene 50 % de glicerol. Por lo tanto, no se debe acrecentar mas de 10 % del volumen final con
enzimas.

Para detener una reaccion de digestion, en caso que ninguna otra manipulacion sea planeada, se
adiciona una solucion 50 % de glicerol, 50 mM EDTA (pH 8.0) y 0.05 % de azul de bromofenol. Si
otras manipulaciones son necesarias, se pueden inactivar las enzimas por calentamiento (65 °C por
20 minutos).

Las enzimas deben ser mantenidas a —20 °C y en hielo durante el experimento (a excepcién de
nuevas enzimas liofilizadas - RT). Los tampones, ofrecidos en concentracion 10X, también son
mantenidos en hielo. Se debe evitar la contaminacion de las enzimas, por ello, siempre deben ser
manipuladas usando guantes de nitrilo nuevos, estériles y libres de talco,.

Actividad Inespecifica (STAR)

Se ha demostrado que bajo condiciones extremas no estandarizadas, las enzimas de restriccion son
capaces de cortar secuencias que son similares, pero no idénticas a las secuencias de
reconocimiento especificas. Esa especificidad relajada o no especifica fue denominada actividad
"STAR". Fue sugerido que esa actividad no especifica es una propiedad general de las
endonucleasas y que cualquier enzima de restriccion puede cortar sitios no especificos en ciertas
condiciones extremas. Las condiciones que pueden llevar a ese relajamiento de especificidad
dependen de cada enzima.
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La mudanza en la actividad mas tipica consiste en el reconocimiento de una u otra base, truncaje de
las bases externas y corte de hebras simples. En la mayoria de los casos la actividad STAR puede ser
controlada y, en general, no genera preocupacion en digestiones con endonucleasas de restriccion.
Las condiciones que favorecen esa actividad STAR no especifica son:

1. Alta concentracion de glicerol (>5%).

. Alta relacion de unidades de enzimas por ug de ADN (varia para cada enzima, pero en
general > 100 Unidades/ug).

Baja fuerza iénica (< 25 mM).

Alto pH (> pH 8.0).

Presencia de solventes organicos (DMSO, etanol, etilenglicol).

Sustitucidn de Mg?* por otros cationes divalentes (Mn?*, Cu?*, Co?*, Zn?*).

N

mm:hw

Condiciones para la inhibicion de la actividad STAR

1. Usar el minimo posible de unidades de enzima (reduce la concentracién de glicerol).

2. Reducir contaminacién por solventes organicos.

3. Aumentar la fuerza idnica del tampon de reaccion para 100-150 mM (a no ser que la enzima
sea inhibida por alta concentracion de sales).

4. Reducir el pH a7.0.

5. Usar Mg?+.

Se sugiere una visita al sitio: http://rebase.neb.com. En esta pagina se encuentra la informacién
sobre varias enzimas de restriccidn, sitios de reconocimiento y disponibilidad comercial (Figura 14).
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Related Sites I REEAZE andDana Mazelir

Figura 14. Ventana de la pagina de internet http://rebase.neb.com, sitio que contiene la
informacién sobre enzimas de restriccién.

Materiales

4+ pHmetro
+ Micropipetas de diversos volumenes
+ Balanza analitica

Edith Mariela Burbano Rosero-Bianca Caetano de Almeida-Ivan Dario Otero Ramirez-Sandra Lorena Alvarez _


http://rebase.neb.com/
http://rebase.neb.com/

Universidad de Narifio

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

Fotodocumentador o transiluminador

Plancha de calentamiento

Camara de electroforesis

Fuente de poder

Bafio seroldgico a 37 °C

Bafio seroldgico a 65 °C

Hielo picado o cajitas refrigerantes

Puntas nuevas y estériles de diferentes volumenes

Tubos eppendorf de 1.5 mL

Agua deionizada

Enzima de restriccidn, BSA, buffer de la enzima, solucion 0.5 M de EDTA
DNA de la muestra de buena concentracién y calidad (minimo 1 pg /mL)
Méscara y gorro de proteccién

Guantes de nitrilo

Frascos de descarte

Libreta de notas

Lapiz marcador (de preferencia sharpie)

Flotadores para incubacion en bafio serolégico

Jabén antibacterial

Papel toalla

Protocolo de reaccion del patron de digestion

1.

N

Pipetee en un nuevo tubo de microcentrifuga los siguientes reactivos en el orden

estipulado

a. 16.3 L de agua estéril desionizada

b. 2 pL de buffer 10X (propio de cada enzima)

c. 0.2 pL de BSA acetilado (10 pg/mL)

d. 1 pL de ADN (1 p/pL)

e. Mezclar con la punta de la micropipeta y después adicionar: 0.5 pL de la enzima de
restriccion (10 U/uL). El volumen final de la reaccién debe ser de 20 pL.

Incubar a la temperatura recomendada por la casa comercial (generalmente 37 °C).

En el caso de tener que parar la reaccién se puede adicionar 0.5 pL (o0 20 % del volumen

total) de 0.5 M EDTA (en caso que se desee realizar otra reaccién enzimatica NO adicionar

EDTA) o calentar la reaccion a 65 °C (jalgunas enzimas son tolerantes a altas temperaturas!

— en este caso es necesario hacer una extraccion con fenol y precipitar el ADN de nuevo).

Analizar la digestion por gel de electroforesis.

Digestion de ADN con miuiltiples endonucleasas

Varias enzimas son activas en un rango muy amplio de concentracion de sales y es posible
frecuentemente escoger una concentracion donde dos o mas enzimas mantengan actividad.
Alternativamente, siga el protocolo siguiente.

1.

Digerir el ADN completamente con la primera enzima de restriccidon que sea activa en la
concentracion de NaCl mas baja, luego adicionar 1 M de NaCl para alcanzar la
concentracién apropiada final para la digestién por la proxima enzima (1 a 3 yL para una
reaccion de 20 pl).

Adicionar la proxima enzima y digerir.

Para enzimas con temperaturas de incubacion diferentes, cortar el ADN con una enzima, y
cambia a la segunda temperatura para adicionar la segunda enzima.

Verifique el corte de la muestra de ADN con las enzimas de restriccién en un gel de agarosa a 1 %.

Edith Mariela Burbano Rosero-Bianca Caetano de Almeida-Ivan Dario Otero Ramirez-Sandra Lorena Alvarez _



Universidad de Narifio

Cuestionario

1. Mediante el programa Photo-Captw, determine el tamafio molecular de cada uno de los
fragmentos generados con el corte de cada una de las enzimas utilizadas en la practica.

2. ;Por qué fue tan importante el descubrimiento de las enzimas de restriccion, para el
desarrollo de la biologia molecular?

3. Explique brevemente la funcién de las enzimas de restriccién en la naturaleza y en el
laboratorio.

Referencias Bibliograficas
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+ Loenen, W. A. M, & Raleigh, E. A. (2014). The other face of restriction: modification-
dependent enzymes. Nucleic Acids Research, 42(1), 56-69.
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£ McClelland, M., Hanish, J,, Nelson, E., Patel, Y. (1988). KGB: a single buffer for all restriction
endonucleases. Nucleic. Acid. Research. 16:634.
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£ Pingoud, A, Wilson, G. G, & Wende, W. (2014). Type |l restriction endonucleases—a
historical perspective and more. Nucleic Acids Research, 42(12), 7489-7527.
http://doi.org/10.1093/nar/gku447.

£ Sambrook, J.; Fritsch, E.; Maniatis, T. (1989). Molecular cloning: a laboratory manual. 2ed.
New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press.

+ Zhang, C, & Kim, S.-K. (2010). Research and Application of Marine Microbial Enzymes:
Status and Prospects. Marine Drugs, 8(6), 1920-1934. http://doi.org/10.3390/md8061920.
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5.3 POLIMORFISMO GENERADO POR BOX-PCR
Metodologia modificada de Versalovic, J., et al, 1991.

La amplificacion de elementos repetitivos en el genoma (rep-PCR) ha sido reconocida como una
importante herramienta para establecer la relacidon genética entre los organismos (Versalovic, J., et
al, 1991; Versalovic, J.,, et al, 1994; Rademaker, J. & De Bruijn, 1997). Ademas, esta técnica basada en
PCR es relativamente fiable, rapida, de bajo costo y sensible para discriminar una amplia gama de
microorganismos (Rademaker, J. & De Bruijn, 1997).

Aunque la metodologia de rep-PCR se ha aplicado con mayor frecuencia en microbiologia médica y
en andlisis epidemioldgicos, algunos investigadores han utilizado esta técnica para estudiar la
diversidad microbiana en las muestras ambientales (Pellizari, V., et af, 1996; Zlatkin, I., et al, 1996;
Ishii, S. & Sadowsky, M. 2009). Varios investigadores han demostrado que los elementos repetitivos
de ADN (REP) se encuentran ampliamente distribuidos entre varios miembros de bacterias
filogenéticamente diversas que permite la utilizacién de estas secuencias en andlisis genotipicos
(Versalovic, J., et al, 1991; Rivera, |, et al, 1995; Rademaker, J. & De Bruijn, F. 1997, Di Giovanni, G., et
al, 1999; Ishii, S. & Sadowsky, M., 2009). rep-PCR usando el cebador BOXA1R fue considerado por
Masco y colaboradores (2003), como una herramienta prometedora para la identificacion genotipica
de una amplia gama de bacterias en las especies y subespecies. Rodrigues y colaboradores (2009)
sugirieron que el primer BOXALR podia discriminar entre las cepas de Klebsiella y observaron
algunas similaridades en la agrupacion cuando fueron construidos dendrogramas y arboles
filogenéticos basados en secuencias del gen 16S rRNA.

Materiales

Centrifuga

Termociclador

Camara de electroforesis

Fuente de poder

Fotodocumentador o transiluminador

Micropipetas de diversos volumenes

Hielo picado o cajitas refrigerantes

Puntas nuevas y estériles de diferentes volumenes

Tubos eppendorf

Reactivos: tampdn TE 1X, tampdn TAE 1X, azul de bromofenol, bromuro de etidio u outra
agente como SyGreen o EZvision, si se dispone de ellos en el laboratorio.
Marcador de tamafio molecular 1 Kb de Promega

Mix para PCR: Buffer, Tag-polimerasa, MgCl,, dNTPs, cebador BOXAL
DNA de la muestra ajustado a 100 ng/uL

Agua grado molecular filtrada

Desinfectante: alcohol 70 % o hipoclorito diluido

Méscara y gorro de protecciéon

Guantes de nitrilo

Frascos de descarte

Libreta de notas

Lapiz marcador (de preferencia sharpie)

Jabdn antibacterial

Papel toalla

R o S S S S e SR SR S S T S S S S

Protocolo de preparacion de BOX-PCR

1. Descongelar por completo los reactivos en hielo y mezclar por inversion antes de su uso.
2. Limpiar con solucién de hipoclorito de sodio diluido o alcohol a 70 % la superficie de
trabajo.
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3. Para realizar la amplificacion del elemento BOX, usaremos el primer BOXAL que tiene la
siguiente secuencia nucleotidica: (5 'CTA CGG CAA GGC GAC GCT G 3") (Versalovic, J.,, et al,
1991). Inicialmente este primer se diluyd en agua ultrapura formando una soluciéon stock de
una concentracion de 100 pM y a partir de esta suspension se prepard la solucion de
trabajo a 20 uM. También con antelacion se prepard un mix de dNTPs a una concentracidén
de 25 mM a partir del cual se diluyd un mix de trabajo de dNTPs a una concentracion de 2.5
mM.

4. Para esta practica los cebadores y los dNTPs se prepararan con anterioridad.

5. La reaccion debe ser realizada usando las condiciones indicadas en la Tabla 5, recordar que
la mezcla debe ser preparada en un area aislada, dispuesta sélo para este fin y usando un
juego de micropipetas Unico de uso exclusivo para PCR, es recomendable usar siempre
puntas con filtro. Adicionalmente a esto, se debe usar una bata exclusiva, la que debe ser
mantenida en el area. Los elementos de PCR deben ser almacenados separados de los
demas elementos de laboratorio y sélo se destapan en el cuarto de pre-PCR, en general, se
deben seguir todas las recomendaciones indicadas en la guia donde se explica la
realizacion de una PCR convencional (item 4.1).

Tabla 5. Listado de reactivos y sus cantidades respectivas para BOX- PCR

Reactivo 1X (pL)
Agua ultrapura estéril 32.75
Buffer Colorless 10
Solucién de MgCl, 25 mM 2

DNTP (10 mM de cada) 1
Primer BOXAL 20 uM 2
GoTaq polimerasa Promega 0.25
ADN de la muestra (100 ng/uL) 2

Total (Vf) 50 pL

10. Adicionar el agua al control negativo en el cuarto de pre-PCR y no volver a abrir este tubo.

11. Adicionar el ADN blanco a la reaccién, utilizando para ello una micropipeta exclusiva con
puntas con filtro, en un area diferente y separada de la anteriormente usada para la
preparacion de la pre-PCR.

12. Centrifugar por 20 segundos a 10000 rpm e inmediatamente colocar en el termociclador,
correr el programa adecuado segun el tamafio del fragmento a amplificar y la Tm del
primer. En este caso, el programa de termociclado serd: 94 °C por 5 minutos; 35 ciclos con
las siguientes caracteristicas: 94 °C por 1 minuto, 55 °C por 1 minuto y 72 °C por 3 minutos;
la extension final es de 15 minutos a 72 °C.

13. Retirar los tubos del termociclador y analizar las muestras mediante electroforesis en geles
de agarosa. Para una reaccion Vf de 50 pL se recomienda analizar por lo menos 15 pL del
producto de PCR. Es importante mencionar que el sitio donde se lleva a cabo la
electroforesis debe ser en un lugar diferente y separado de las areas anteriores (Pre-PCR y
adicién de ADN), por cuanto es en este momento es cuando existe mayor peligro de
contaminacion debido a la dispersion de los amplificados (amplicones).

Procedimiento para la preparacion del gel de agarosa

Para preparar una concentraciéon de agarosa determinada se deben seguir las instrucciones de la
practica de electroforesis en gel de agarosa (capitulo lll, item 3.1), ast:
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1. Pesar la agarosa para la concentracion de 1 % y adicionar tampdn TAE 1X en el volumen
deseado.

2. Disolver la agarosa en bafo Maria, estufa o microondas hasta que esté totalmente
transparente.

3. Dejar enfriar hasta que el gel alcance la temperatura aproximada de 50-60 °C (cuidado, si la
agarosa esta muy caliente puede quebrar o fragmentar la bandeja de la cdmara de
electroforesis)

4. Adicionar 5 pL de solucién de bromuro de etidio y agitar suavemente.

5. Preparar la bandeja de la cdmara de electroforesis sellarla y colocar el peine deseado,
verificando que este nivelada.

6. Llenar la bandeja con la agarosa precalentada, evitando la formacién de burbujas (dispersar
la agarosa lentamente)

7. Dejar solidificar la agarosa.

Preparaciéon de la muestra para electroforesis

1. Sobre papel parafina o caja therazaki coloque 3 pL de azul de bromofenol y posteriormente
adicionar 15 pL del producto de PCR.

2. Homogenizar las muestras con cuidado y cargar las muestras en las posiciones
correspondientes a los pozos del gel de agarosa sumergido en la cdmara que contiene ya el
tampdn respectivo (TAE 1X, TBE 1X).

—
Recuerde que la corrida debe ser realizada con el mismo buffer con el cual preparo su ge|,
es decir st usted preparo el gel en TAE 1X, su buffer de corrido debe ser TAE 1X, si su gel fue
preparado en TBE 1X, dentro de la camara de electroforesis debe contener el mismo
tampon TBE 1X.

e

4. Una vez se hayan cargado los pozos con las muestras, colocar en los dos pozos distales el
marcador 1 Kb, teniendo en cuenta el tamafio de fragmento esperado. Usar 6 pL para cada
pozo.

Preparacion del marcador de tamafio molecular 1 Kb

1. En un tubo de microcentrifuga estéril adicionar 4 pL de agua desionizada estéril

2. Adicionar 1 pL de Marcador Ladder (tubo de solucidn transparente) y 1 uL de 6x loading
dye buffer (viene con el marcador, es el tubo que tiene el liquido azul)

3. Homogenizar la mezcla y adicionar el volumen total de 6 L a cada uno de los pozos.

4. Sison varias aplicaciones del marcador, se puede preparar mayor cantidad observando las
relaciones de cada uno de sus constituyentes.

Corrida electroforética

1. Cerrar o sellar correctamente la tapa de la camara de electroforesis. Posicionar los

electrodos en la camara de electroforesis de modo que la ubicacion de las muestras quede

proxima al electrodo negativo (negro).

Encender la fuente de energia y seleccionar el voltaje y tiempo de corrida apropiado.

Realizar la corrida electroforética bajo una intensidad de corriente eléctrica apropiada para

la muestra en estudio (Maximo 5 V/cm). Calcular el valor para la cdmara a utilizarse en esta

practica de laboratorio. Correr como minimo dos horas para que se puedan visualizar con

claridad los perfiles generados para cada muestra.

4. Después de la corrida apagar la fuente y remover los electrodos.

5. Retirar el gel de agarosa de la camara de electroforesis con mucho cuidado y usando
siempre guantes de nitrilo libres de talco. Asi mismo, se debe tener cuidado para NO
contaminar otras superficies del laboratorio. EL bromuro de etidio es carcinogénico.

whnN
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6. Visualizar en el trans-iluminador y tomar la fotografia usando la extensién tiff (Figura 15).

7. Con toalla de papel y usando guantes desechables, limpiar cuidadosamente toda la
superficie de contacto con el bromuro de etidio y descartar el papel en el lugar designado
para desechos peligrosos y/o téxicos.

Marcador 1 Kb
Marcador
AHind Il
Aislado 1
Aislado 2
Aislado 4
Aislado 5
Aislado 6
Aislado 7
Aislado 8
Aislado 11
Aislado 13
Aislado 17
Control
negativo
Marcador
AHind Il

E.coli
Marcador 1 Kb

pb
10000 —>

3000 —>
2000
1500

1000
750 — >
500 ——>

250 >

¢ 00D
0000 LR

Figura 15. BOX-PCR de aislados presumiblemente productores de polihidroxialcanoatos.
Electroforesis corrida en buffer TAE 1X por 3 horas a 80 V. Fuente: Los autores.

Analisis del gel

Recuerde que para esta etapa de su guia de laboratorio debe usar el programa photocapwt para la
determinacion del tamaiio molecular de cada uno de los fragmentos generados.

1. Abrir el archivo deseado (imagen guardada en formato JPG o TIFF)

2. Apretar el boton IMAGE QUANTIFICATION/ OPCION MOLECULAR WEIGHT después opcion
LANE DEFINITION

Colocar el nimero total de columnas inclusive la del marcador/ seleccionar SEPARATION
Después, arrastrar el mouse y marcar el area seleccionada. Verificar que las bandas estén
dentro de las columnas.

5. Ir nuevamente a MOLECULAR WEIGH y seleccionar DETECTION

6. Clicar la opcién DETECTION (esta en rojo)

7. NO CERRAR ESTA VENTANA DE (DETECT MENU)

8

9

W

Marcar con mucho cuidado la banda a ser analizada, descartar las que no son bandas.

. Después de organizar las bandas, seleccionar en OK en la ventana de DETECT MENU.
10. IR A MOLECULAR WEIGH y seleccionar M.W MARKER

11. COLOCAR EL NUMERO DE LA COLUMNA DONDE SE ENCUENTRA EL MARCADOR.

12. Clicar el botdon NEW vy entrar los valores del marcador (figura de abajo), recordando que
deben ser en decimales.

13. Después grabar (LOAD) el marcador en una CARPETA de su preferencia.

14. Ir nuevamente a MOLECULAR WEIGHT y oprimir la opcidon M.W. RESULT DISPLAY.

15. Alli va a aparecer una ventana, preguntado cual es la columna que se desea analizar, usted
puede clicar en SELECT ALL. Entonces va a aparecer el tamafio molecular de cada banda.

Cuestionario

Edith Mariela Burbano Rosero-Bianca Caetano de Almeida-Ivan Dario Otero Ramirez-Sandra Lorena Alvarez



Universidad de Narifio

PWN

Esquematice el proceso de reconocimiento del primer BOX Al por la secuencia diana,
icémo es que se logra amplificar un fragmento utilizando un Unico primer?

Realice una tabla comparativa entre ERIC-PCR, Rep-PCR y BOX-PCR

;Cual de los indices corridos evidencié mejor interpretacion de los datos?

¢Cudl es la diferencia entre dendrograma y arbol filogenético?
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5.4 ANALISIS DE SECUENCIAS DE ADN USANDO LOS PROGRAMAS BIOEDIT RDP Il Y MEGA 5.0

El analisis de las secuencias obtenidas después de un proceso de secuenciacidon es de vital
importancia para la correcta caracterizacién o identificacion de un microorganismo o del tipo de
muestra que sea objeto de estudio. Es responsabilidad del investigador seguir el procedimiento
adecuado que conlleve a una conclusién objetiva y veraz de lo que se desea analizar.

Objetivos
4+ Adquirir los conocimientos basicos para el analisis de secuencias de una determinada
muestra.
4+ Conocer las diferentes bases de datos empleadas para el analisis de secuencias.

Materiales
4+ Secuencias crudas generadas por secuenciacion Sanger
+ Computador
+ Software Bioedit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html)
+ Software Mega 5.2 o0 Mega 7.0 (http://www.megasoftware.net/download form)
4+ Acceso a pagina Ribosomal Database Project (https://rdp.cme.msu.edu/)
+ Office (Excel)
+ Memoria USB

Procedimiento:

Software BioEdit

1. Abrir el Biokdit Sequence Alignment Editor

2. Abrir una Unica secuencia del Archivo - Ffile — Open — Escoger la secuencia y Abrir.
Apareceran dos ventanas, una sera el Cromatograma (Figura 16) y la otra sera la ventana de
trabajo de la secuencia (Figura 17).

3. Importante: Verifique la calidad de todas las secuencias a través de la visualizacion del
cromatograma antes de comenzar el analisis; descarte las secuencias que presenten
problemas.

Importante: Seleccione y abra solo una secuencia en esta etapa. Si usted selecciona todas las
secuencias de interés al mismo tiempo no sera posible hacer el alineamiento de ellas.

! I L Iy ‘!'Illl'h i

“I‘l“l‘ | ‘H"‘I'II' .'I' '|||IIH'{.I"fr l\l H M B \‘“‘“““ {'H'HII"Ii
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Figura 16. Cromatograma de la secuencia de interés usando el programa BioEdit
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4. Abrir todas las secuencias de interés: File — Import — Sequence Alignment file.

5. Para cambiar el nombre de las secuencias: selecciona las secuencias — E£dit — Copy
Sequences Titles — pega en Excel — copia el nombre de las secuencias renombradas de Excel
— vuelve para el Biokdit — £dit — Paste Over Titles.

6. Selecciona todas las secuencias: Ffile — Save as — coloca el nombre y graba en el formato
Fasta (Figura 18).

(=]
| 8 et S B LS

Mode:[Select / Sae ~ Sectonnd

# 10 I3 6o+ ERECIIPES
e

B I

| & G i sB

Mode [Sokct/ Side [ R I Mesk: None o

£I1DIT

Figura 18. Secuencias de interés almacenadas en formato fasta

RDP Il - Ribosomal Database Project (http://rdp.cme.msu.edu/)

CLASSIFIER

1. Clic en el link CLASS/IFIER (Figura 19A) - en la caja Choose a file to uploady seleccione el
archivo que usted grabd en BioEdit con todas las secuencias de interés (Figura 19B) —
Submit - el resultado aparecera en la proxima pagina (Figura 19C).
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Figura 19. Resultado de la comparacion de las secuencias de interés con el banco de dados de RDP
ll. A. Pagina inicial de Ribosomal Database Project. B. Pagina para cargar el archivo con las
secuencias de analisis. C. Pagina inicial de la herramienta classifier.

2. Para visualizar todas las caracteristicas clic en show assignment detail y para grabar el
resultado en formato de texto clic en download as text file —grabar.

3. Para abrir el archivo grabado siga los siguientes pasos: Abrir Microsoft Excel — Abrir la
carpeta donde fue grabado el archivo (Mostrar todos los archivos) - Clic en el archivo — en
la préxima ventana seleccione la caja delimitado — Avanzar — Seleccione la caja £spacio —

Avanzar — Concluir - grabar el archivo en el formato Excel. Después de grabar en formato
Excel, puede borrar el archivo en formato texto (.txt).

Importante: Los pasos de 1 a 4 de RDP Il son utilizados apenas para una obtencion rapida del
resultado de secuenciacién. No utilizar ese procedimiento como un resultado final.

SEQMATCH (Herramienta del RPDII)

1. Clic en Segmatch en la barra superior de la pagina de RDP II.

2. En la caja de didlogo Choose a file to upload encuentre la secuencia grabada en BioEdit —
Submit

3. Antes de someter las secuencias, seleccionar en el cuadro al lado de Submit: Strain
(Both), Source (Both), Size (> 1200), Quality (Good), Taxonomy (Nombrenclatural), KNN
Matches (2). KNN Matches es el nimero de secuencias que el programa mostrara que existe
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similaridad con sus secuencias de interés. Puede escoger cuantas secuencias quiera
(Recomendado escoger KNN = 2).

4. Elresultado aparecera como se presenta en la figura 20. Para grabar el resultado en formato
de texto clic en download as text file — Grabar

5. Para abrir el archivo grabado siga los siguientes pasos: Abrir Microsoft Excel — Abrir la
carpeta donde fue grabado el archivo (Mostrar todos los archivos) - Clic en el archivo — En la
proxima ventana seleccione la caja delimitado — Avanzar — Seleccione la caja Espacio —
Avanzar - Concluir - Grabar el archivo en el formato Excel. Después grabar en formato Excel,
puede deletar el archivo en formato texto (.txt).

Ao Edtar Eubi Favortos Fementas Auda
Google G~rop1 T2 0K €7 Favortose 55209 bloguesdo | 4 Vesficar = @ Envar pre~ (0P (5,8 Q Confguragbese | Links *
W 0 ) Seqmatch Summary T E) v v | Pigina v () Femamentas v

@.;.. D B PRO

Aroe
{new match | netg]
[ Select Al Mach His 10 36qCART
Display depth: Auo
Lineage (cick node to retur It to hierarchy view):

Hierarchy View:

Lostions )

no rank Root (19) (query sequences)
domain Bacteria (19)

famfy Xanthomanadaceae (3)
BCA-27-27F-Fwd [view selectable matches]
BCA-26-27F-Fwd [view selectable matches]
genus Pseudoxanthomonas (1

BCA-37-27F-Fwd [view selectable matches]

order Pseudomonadales (1)

family Pseudomonadaceae
genus Pseudon

‘genus Pseudoalteromonas (1)
BCA-33-27F-Fwd [view selectable matches] Z
¥ @ Intemet | Modo Protegido: Ativado R100% ~

Figura 20. Resultado de secuencias de interés analizadas en Segmatch.

6. Clic en Show printer friendly results para visualizar el resultado de acuerdo con el niumero
de KNN Matches que fue escogido (item 2) (Figura 21).
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ROP Data:  release 10.4
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near-full-length sequences (1200 bases), good quality sequences
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Query Submit Date:  Thu Oct 02 21:42:49 EDT 2008

Maich it format: shart 1D, orientation, similarity score, §_ab score, unique common oligomers and sequence ful name. More help is
available.

Lineage:
Results for Query Sequence: BCA-31-27F-Fwd, 881 unique oligos

o rank Root (5) (match sequences)
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aanibacillaceas 1° (5)
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001096684 not_calculated 0.750 1425 s 5p. B3 285
01096686 not_ calculated 0.751 1419 s 5p. B2: 287
5001096657  not_calculated 0.749 1421 Paenibacillus sp. B213; EUSS8288

s sp. 5S161-14; AM162310

Concluido [ @ Intemet | Mod rotegides Atisdo Haon -

Figura 21. Resultado de las secuencias de interés analizadas por el Segmatch. En naranja aparece el
indice de identidad (Similarity score).
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7. Volver a la pagina mostrada en la Figura 20. Clic en Select all Match Hits to seqCART.
8. En la parte superior de la pagina clic en segCART.
9. En la pagina Sequence Cart clic en Download en la parte superior derecha (Figura 19).

Arquivo Edtar Eubir Favortos Feramentas Ajuda
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3 »s:
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16 environmental sequence(s)
37 soquencels) with length > 1200 bases
0 sequencels) with low quality
[[RESET CART |
Save your sequence cart (aligned only) for future use:
ROPXBacteria (37 sacs) . SAVE CART
Retrieve an existing file to current session:
Flecontains: o rdp genbank accno.
“choase upload: (Procusr__| RETRIEVE

# @ Intemet | Modo Protegidc: Ativado 0%

Figura 22. Pagina Sequence Cart

10. En la préxima pagina clic en Download. sequence(s) for alignment model: RDPX-Bacteria.
Marque la opcidn GenBank en Format Options (Figura 23) — Grabar.

€ - > dload spqrector= 3o
Aruno Gdes fube Fovortor Femamentar Ajuda

Coogle Grorl [Z]0k{, € Favoritore [ 209 bloquesdo | "% Verficar v ap Eraar parae [, ROP [0 (D Configuragiess ks
R T ———r— % = E) - # - Pigne v O Femsmentss =
Ao

Hierarchy Browser - Download

Tstart ver | Browse | hetp |

Choose an alignment model for download
| | Download 37 sequence(s) for alignment modet RDPX-Bacteria ] |
| | | |

Format Options:

Download formats | Alignment gaps
@ GenBank ® Remove common gaps
Fasta Remove all gaps
Phylip

Navigation Tree
(ARB compatible, More ARB help)

Distance Matrix Uncorrected
(DNADist format) Jukes Cantor

@ Iternet | Modo Protegida: Atrado 0%~

Figura 23. P4gina de download de secuencias del Banco de Dados de RDP.

BioEdit Software

1. Volver para el programa BioEdit y, sin cerrar la pagina anterior donde estan las secuencias
de interés, abrir el archivo que acab6 de ser grabado en el formato GenBank en la pagina
de RDP (resultado de sus muestras secuenciadas) (Figura 24).

2. Clic en File - Save as - graba con otro nombre (Ejemplo: Secuencias para Mega).
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Figura 24. P4gina de BioEdit Software con las secuencias grabadas en la pagina de RDP

RDP Il - Ribosomal Database Project

SEQMATCH

1. En la pagina de RDP correspondiente a Sequence Cart (idem Figura 21) — Clic en Reset Cart

2. En la parte superior izquierda de la pagina de RDP Clic en Browser —Seleccione el banco de
datos que presente secuencias proximas a las secuencias de sus muestras de interés. Clic en
la cruz en la lateral izquierda para seleccionar.

3. Clic en SegCarty en seguida en Download en la parte superior derecha. En la préxima
pagina Clic en Download sequence(s) for alignment model: RDPX-Bacteria. Marque la
opcion GenBank en Format Options — Grabar.

4. En la pagina del RDP correspondiente a la figura 24 — Clic en Reset Cart.

5. En la parte superior izquierda de la pagina do RDP Clic en Browser — Root para seleccionar
la raiz del grupo externo (Archaea Outgroup). Clic en la cruz en la lateral izquierda para
seleccionar.

6. Clic en SegCarty en seguida en Download en el extremo superior derecho. En la préxima

pagina Clic en Download ... sequence(s) for alignment model: RDPX-Bacteria. Marque la
opcién GenBank en Format Options — Grabar.

SOFTWARE BIOEDIT

1.

Volver para el programa BioEdit y, sin cerrar la pagina anterior donde estan las secuencias
de interés y las secuencias con los resultados de sus aislados, abrir los archivos que
acabaron de ser grabados en el formato GenBank en la pagina de RDP (secuencias
referencias y raiz del grupo externo).

Selecciona todas las secuencias. Clic en Sequence — Gaps - Unlock Gaps. Cique en Sequence
— Gaps - Degap. Corta las caudas.

Debes cambiar el nombre de los titulos antes de enviar para Mega, pues este programa no
acepta archivos que contengan espacio, punto y coma, etc. Clic en Edit — Select All
Sequences o seleccione las secuencias que va a editar el nombre.

Después de seleccionar las secuencias, Clic

en Edit — Copy Sequences Titles — pega en Word — pide localizar los espacios y substituir
por underline. Hacer lo mismo para punto y coma, dos puntos, etc.

Selecciona todos los nombres de las secuencias en Word — vuelve para BioEdit — £dit -
Paste Over Titles.

Edith Mariela Burbano Rosero-Bianca Caetano de Almeida-Ivan Dario Otero Ramirez-Sandra Lorena Alvarez m



Universidad de Narifio MANUAL DE BIOLOGIA MOLECULAR — PROCEDIMIENTOS BASICOS

7. Seleccionar todas las secuencias. Clic en Accessory Application - ClustalW Multiple
Alignment — Desmarca Bootstrap NJ Tree - Run ClustalW — Ok.

MEGA 5.2

1. Clic en File - Text Editor — File — Open — ubica las secuencias grabadas en formato fasta (.fas)

y dele abrir. Va abrir una segunda pantalla del programa (7ext File Editor and Format
Conventer).

2. Clic en Utilities — Convert to MEGA format o clic derecho en el 4° dibujo de abajo del menu
principal - Ok — Ok — File — Save as — graba esas secuencias en formato mega (.meg).

3. Vuelve para la primera pantalla del programa (MEGA 5.2) y clic en File — Open Data — abre
las secuencias grabadas en formato mega — Nucleotide Sequences— Ok —

Construccion del arbol filogenético

1. Abrir el archivo guardado para MEGA, verificar que se encuentren todas las secuencias de
estudio (Figura 25).
2. Seleccionar la herramienta Phylogeny para construccion filogenética (verificar flecha).

IIIII“IIIIIII
Knxce T

)

Figura 25. Importacion de las secuencias de estudio en el programa Mega.

3. Una vez verificado el contenido del archivo, seleccionar el método que se usara para la
construccion del arbol filogenético. Si no se tiene certeza, es mejor correr varios métodos y
luego seleccionar el que mejor se aproxime a la naturaleza de los datos de estudio (Figura
26).

4. En nuestro casom usaremos inicialmente el método UPGMA para ejemplificar el
procedimiento, dar OK a Nucleotide Sequencesy yes a la opcion protein codind nucleotide
sequence data, como se indica en la figura abajo (Figura 27).
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Figura 26. Seleccion del método apropiado para la construccion filogenética en el
programa Mega.
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Figura 27. Seleccion de criterios para construccidn de arbol filogenético en Mega.

5. Posteriormente, aparecera una ventana donde le indica los pardmetros seleccionados y el
computo de las secuencias para la obtencién de la figura. Dar clic en compute (Figura 28).
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Figura 28. Ventana indicando los criterios seleccionados y la opcidn para computar los
datos que daran origen al arbol filogenético.

6. Como ejercicio, construya tres arboles mas como proceso de comparacién y confrontacién
con los datos ya obtenidos anteriormente.

UPGMA (Unweighted Pair-Group Method  Neiborg Joining (Vecino mas cercano)
with Arithmetic means)
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e Es el método mas simple. * No asume la existencia de un reloj evolutivo.
e UPGMA significa e Principio de “minimum evolution”: el mejor
(agrupamiento pareado no ponderado arbol es aquél que minimiza la longitud total de
utilizando media aritmética). las ramas.

e Asume la existencia de un reloj molecular e Heuristico. Greedy algorithm.

evolutivo. e Muy rapido.

e Ultramétrico, se obtiene un arbol enraizado. o Aditivo, se obtiene un arbol sin raiz.
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Maximum Likelihood (Maxima Verosimilitud) Maximum Parsimony (Maxima Parsimonia)

MM Tr Explore: Secumn

Ecuador INIS8606 1Vip

{ lalia JO434118 1Viep

USAKCITTAN 1
ferae ATCC 14073,

mMraLe ribosomal RNA

Es un método que utiliza un modelo probabilistico para escoger el
arbol que tiene la mayor probabilidad de reproducir los datos
observados.

¢ La parsimonia busca topologias que requieran el menor
nimero de cambios para “evolucionar” las secuencias
observadas.

Es un método exhaustivo que considera todas las posiciones del

X A o - *  Evalta diferentes topologias de arboles y el que tenga el
alineamiento y utiliza un modelo evolutivo.

menor numero de cambios, se dice, es el mas

s . . , parsimonioso.
Para una posicion en particular, ML calcula el camino desde la raiz

hasta las puntas, multiplicando los valores de probabilidad, lo que
resulta en valores muy pequefios de probabilidad.

Ventajas: Es riguroso y utiliza modelo evolutivo.

Desventajas: Es lento.

Figura 29. Arboles filogenéticos construidos con los datos de estudio. Segun criterios de
cada uno, se selecciona el de mejor acople a la naturaleza de los datos.

\REI
@ Cuestionario

pwNpe

5.

;Para qué es util construir un arbol filogenético?

;Cual es la diferencia entre similaridad genética y homologia genética?

¢Por qué es tan importante la eleccién de una raiz interna y una externa?

iCudles son las precauciones que deben tenerse en cuenta para la edicién de
cromatogramas?

;Qué criterios se deben considerar para la seleccién de la mejor construccion filogenética?
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