INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

SIP-30

DIRECCION DE POSGRADO

INSTRUCTIVO para el correcto llenado del formato SIP-30,
Registro o Actualizacion de Unidades de Aprendizaje (UAP)

El formato SIP-30 es un formulario PDF interactivo, el cual puede ser completado en forma electrénica con un lector de archivos PDF (Adobe Reader 9 o superior).
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CAMPO INSTRUCCIONES
1.5 NUmero de semanas por Es el nimero de semanas lectivas efectivas al semestre, indicadas en el acuerdo de creacién del programa académico o en
semestre del programa alguna actualizacion posterior del programa. En caso de haber tenido una actualizacion en este sentido, la misma deberd
haber sido presentada y avalada en reunion del Colegio de Profesores de la Unidad Académica, ademas de haber sido
aprobada por la SIP. El rango de semanas lectivas al semestre es minimo 15 y maximo 18.

1.7 Tipo de horas Las unidades de aprendizaje, en cuanto a las horas asignadas, estan clasificadas como: Tedricas, Practicas y Teodrico-
practicas. Estas denominaciones son excluyentes, es decir, las unidades de aprendizaje solo pueden ser de un solo tipo, no
pueden tener horas combinadas.

1.8 Numero de horas - semana Es el nUmero de horas asignadas para ser impartida la Unidad de Aprendizaje a la semana.

1.8 Total de horas al semestre Es el nimero de horas totales a impartir de la Unidad de Aprendizaje al semestre. Se calcula multiplicando el campo 1.5
(Numero de semanas) por el campo 1.8 (Nimero de horas-semana)

1.9 Créditos (Reglamento de FORMULA DE CALCULO

Estudios de Posgrado 2017)
Este campo se calcula Tipo de Curso Criterio Créditos
automdticamente cuando el — yrm
. Tedrico 16 hrs. = 1 crédito (horas totales / 16)
formato se requisita Teor — 16 hrs = Lorédi - I e
electrénicamente e?rlFo—pract|co rs. = cr(? !to (horas totales / 16)
Préctico 16 hrs. = 1 crédito (horas totales / 16)
Seminario 16 hrs. = 1 crédito (horas totales / 16)
Estancia especial de 16 hrs. = 1 crédito (horas totales / 16)

aprendizaje

No deben asignarse fracciones, los créditos deben redondearse.

3.2

Temario

Debe organizarse por temas y subtemas, indicando la dedicacién de horas en la segunda columna. La suma de
horas debe coincidir con las horas indicadas en el campo (1.6) y deberad indicarse al final del desglose del temario.

Para Mayor informacién Consultar las siguientes paginas WEB:

El formato SIP-30 deberd estar firmado por el Director o Jefe de la Seccién de Estudios de Posgrado e Investigacién de la Unidad Académica. La ausencia de
dicha firma invalida la solicitud.

http://www.ipn.mx/normatividad/Paginas/reglamentos.aspx
http://www.ipn.mx/CCS/Gacetas/Paginas/inicio.aspx


http://www.aplicaciones.abogadogeneral.ipn.mx/reglamentos/rgto_posgrado.pdf
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DATOS DEL PERSONAL ACADEMICO A CARGO DEL DISENO O ACTUALIZACION DE LA UAP

COORD. DEL DISENO O ACTUALIZACION DE LA UAP:

[ MARIA VALENTINA ANGOA PEREZ ] CLAVE:

PROFESORES PARTICIPANTES EN EL DISENO O ACTUALIZACION DE LA UAP:  (MAXIMO 4)

[ HORTENCIA GABRIELA MENA VIOLANTE ] CLAVE:

[ CARLOS MENDEZ INOCENCIO ] CLAVE:

[ JOSE ROBERTO MEDINA MEDRANO ] CLAVE:

[ EDGAR VILLAR LUNA ] CLAVE:
DESCRIPCION DEL CONTENIDO DEL PROGRAMA DE LA UAP

OBJETIVO GENERAL:

- ~

COMPRENDER LOS FUNDAMENTOS DE LA BIOLOGIA MOLECULAR Y SUS APLICACIONES EN DIVERSOS MODELOS BIOLOGICOS.

COMPETENCIAS DEL PERFIL DE EGRESO A LAS QUE CONTRIBUYE:
e N
1. Revisa textos cientificos relacionados con la biologia molecular para desarrollar habilidades de abstraccidn, analisis y sintesis de los

mismos.

2. Aplica los conocimientos revisados en clase para realizar practicas de laboratorio cumpliendo con los criterios establecidos en el
protocolo de realizacién.

3. Amplia los conocimientos sobre biologia molecular para comprender las potencialidades de aplicacidon de estos en distintas areas
cientificas.

4. Presenta exposiciones y tareas de distintos temas de la biologia molecular para fomentar su capacidad de expresion oral y escrita.
5. Revisa textos sobre aplicaciones de la biologia molecular para desarrollar su capacidad critica y compromiso ético acorde con dicha
temadtica.
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33 TEMARIO:

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

SIP-30

TEMAS Y SUBTEMAS HORAS

1. INTRODUCCION. 1 sesi6n

1.1. Presentacion de alumnos y profesores

1.2. Programa de Estudios

1.3. Programacion de actividades

Practica 1. Calculos y formulaciones 1 sesion

2. INTRODUCCION A LA BIOLOGIA MOLECULAR. 3 sesiones
2.1. Cronologia de aspectos basicos para la biologia molecular
2.2. Genética clésica.

2.3. Tipos de herencia.

2.4. La célula y su material genético

2.5. Mitosis, meiosis, fisién binaria y conjugacion

3. ACIDOS NUCLEICOS 4 sesiones

3.1. Estructura de DNA y RNA

3.2. Replicacion de acidos nucleicos

3.3 Mutacion, reparacion de DNA y recombinacion
Practica 2. Extraccion y cuantificacién de ADN 1 sesion
Examen parcial 1 sesion

4. TRANSCRIPCION Y TRADUCCION 7 sesiones

4.1 RNAy proteinas

4.2 Procesamiento de RNA mensajero

4.3 Mecanismos de regulacion

4.4 Traduccién y codigo genético

4.5 Sintesis de proteinas

4.6 Transporte de proteinas

4.7 Prote6mica

Practica 3. Extraccion y visualizacién de RNA 1 sesion
Examen Parcial 2 1 sesion

5. TECNICAS BASICAS USADAS EN CLONACION DE GENES 5 sesiones
5.1. Endonucleasas de restriccion

5.2. Vectores de clonacion

5.3. Produccién de DNA recombinante
5.4.Amplificacion de DNA (PCR)

5.5 gRT-PCR y PCR en tiempo real

5.6. Construccion de bibliotecas gendmicas

30 min
30 min
1
2

R R RPN e

N N P P DN DDA DN N N P P DN

PR R W R R



INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

DIRECCION DE POSGRADO

SIP-30

TEMAS Y SUBTEMAS HORAS

5.7. Manipulacién de secuencias de DNA clonado

5.8 Gendmica

Practica 4. Retrotranscripcion y PCR tiempo real 1 sesion

Practica 6. Disefio de oligonucleétidos 1 sesion

Examen parcial 3 1 sesion

6. ANALISIS MOLECULAR DE ACIDOS NUCLEICOS Y PROTEINAS 3 Sesiones
6.1 Analisis de DNA por Southern

6.2 Hibridacion in situ

6.3 Marcadores moleculares (RAPDs, AFLPs, RFLPs, microsatélites)

6.4 Andlisis de la expresion génica (Northern blot, microarreglos)

6.5 Andlisis de proteinas (western)

7.GENETICA Y SOCIEDAD 3 sesiones (Exposicién de alumnos)

7.1 Ventajas y desventajas del uso de herramientas moleculares en actividades humanas (clonacion, genoma humano, patentes)
7.2 Impacto de Transgénicos (uso en la agricultura, alimentos transgénicos)

7.3 Legislacion para el uso de transgénicos en la investigacion

7.4 Bioética y bioseguridad

7.5 Recursos genéticos en agroecosistemas

7.6 Sistema alimentario sustentable

TOTAL

PRACTICAS: Formato para elaboracion de Reportes de practicas
Titulo

Introduccién

Objetivo

Materiales y Métodos

Resultados y discusion

Conclusiones

1

N N N P

R RN R e

0.5
0.5
0.5
0.5

64
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3.4 REFERENCIAS DOCUMENTALES:

fnc

cquaah, G. (2009). Principles of plant genetics and breeding. John Wiley & Sons. \
Audesirk, T.; Audesirk, G. y Byers B.E. 2004. Biologia. 62 edicion. Ed. Pearson PrenticeHall. México. p:138-242

David L. Nelson., Cox, M.M. y Cuchillo C.M. (2001) Lehninger Principios de Bioquimica. 3a edicién. Ed. Omega. Barcelona, p:13-17, 21-50, 325-361 y 907-1150
Guo-Liang Jiang (2013). Molecular Markers and Marker-Assisted Breeding in Plants, Plant Breeding from Laboratories to Fields, Prof. Sven Bode Andersen (Ed.),
InTech, DOI: 10.5772/52583. Available from:
https://www.intechopen.com/books/plant-breeding-from-laboratories-to-fields/molecular-markers-and-marker-assisted-breeding-in-plants

Hicks, G. J.J. 2001. Bioquimica. Ed. Mc Garw-Hill Interamericana. México D.F. cap 1y cap 29 al 32

Klug, W.S., Cummings M.R. y Spencer Ch. A. 2006. Conceptos de genética. Peerson/Prentice Hall. Madrid Espafia. Pp. 884.

Madigan, M.T.; Martinko, J.M. y Parker. 2004. Brock. Biologia de los Microorganismos. 102 edicién, Ed. Mc Garw-Hill, Espafia. Cap 7, 8,10,15 y31

Mader, S. 2001. Biologia. 72 edicién, Ed. Mc Garw-Hill Interamericana. México. p:158-279

Pierce B.A. 2011. Fundamentos de genética, conceptos y relaciones. Editorial Médica Panamericana. Espafia. PP.458

Solomon, E.P.; Berg. L.R. y Martin, W.D. 2001. Biologia. 52 edicién, Ed. Mc Garw-Hill Interamericana. México, DF. p:199-371

- J

3.5 PROCEDIMIENTOS O INSTRUMENTOS DE EVALUACION A UTILIZAR:

a’articipacién (Exposicidn, tareas, intervenciones en clase) 45% \
incluye discusion de articulos en inglés

b. Asistencia y puntualidad 10%

c. Reportes de practicas 25%

d. Exdmenes 20%

Para realizar las distintas actividades del curso los alumnos revisaran literatura tanto en idioma espafiol como inglés.




Préactica 1.- Calculos

Introduccioén

El uso de herramientas de biologia molecular requiere de céalculos que permitan la preparacién cuidadosa
de distintos reactivos necesarios. Por lo anterior, se dedicara la primera practica a recordar férmulas y
procedimientos que seran usados a los largo del curso para la preparacién de las soluciones que se
emplearan en las distintas practicas.

Objetivo
Que el alumno recuerde diversos procedimientos y férmulas que le permitiran elaborar los reactivos que
se usaran en las practicas del curso.

Problemas
1. Para determinar la eficiencia de transformacion de células competentes de Escherichia coli, se

calcula el porcentaje de las clonas que tuvieron inserto respecto al total de clonas obtenidas.
Tomando en cuenta lo anterior, calcular la eficiencia de transformacion de las clonas usadas si el
total de clonas fue de 418, de las cuales 320 tuvieron inserto.

2. Pararealizar extraccion de ADN plasmidico se necesita preparar la solucién buffer P1. Este buffer
debe tener RNAsa en una concentracion final de 100 pg/mL. Calcular cuantos microlitros de
RNAsa se necesitan para preparar 100 mL de buffer P1 si la RNAsa a usar (stock) tiene una
concentracion de 100 mg/mL.

3. Se necesita hacer dos soluciones buffer (1 y 2) para realizar los lavados a una membrana en una
hibridacién tipo Southern.
Haz calculos correspondientes para preparar 150 mL de buffer 1 y 2 de acuerdo a los datos del
siguiente cuadro:

Reactivos | Concentracién | Concentracion | Cantidades | Concentracion | Cantidades

ausar: Stock final en el |a agregar |final en el|a agregar
buffer 1 (mL) buffer 2 (mL)

SSC 20X 1X 0.5X

SDS 10% 0.1% 0.1%

H20 - Ajustar Ajustar

Para multiplicar bacterias transformantes se necesitan preparar cajas petri con medio LB y usar
ampicilina como antibiético. El medio LB (200 mL) ya esta preparado y estéril, solo hay que
agregarle el antibiético. El stock de ampicilina tiene una concentracion de 500 mg/mL.
Generalmente, se preparan alicuotas del antibi6tico a una concentracion més baja para ser
usadas para preparar el medio de cultivo. Con esta informacion:
a. Calcular cuantos microlitros se necesitan para preparar 1 mL de ampicilina a una
concentracién 100 mg/mL (alicuota).
b. Elmedio de cultivo LB debe tener una concentracion de ampicilina de 100 pg/mL. Calcular
cuantos microlitros de la alicuota se le deben adicionar a los 200 mL de medio de cultivo.

Se requiere preparar medio de cultivo PDA. Calcular las cantidades que se necesitan de los
siguientes reactivos para preparar 200 mL de medio PDA:



Reactivos Cantidades para | Cantidades para
preparar un litro de | preparar 200 mL de
medio medio

Trozos de papa 1509

Dextrosa 15g

Agar 20g

6. Se va a realizar una PCR para amplificar un fragmento de gen. Calcular las cantidades que se

necesitan de los siguientes reactivos para un volumen final de reaccion de 25 pL:

Reactivo | Concentracion Stock Concentracion final en | Volumen a agregar
la reaccion

Buffer 10 X 1X

MgClz 30 mM 1.5mM

dNTP’s 200 mM 10 mM

Primer 250 pM 20 pM

DNA 444.16 ng/uL 80 ng/25 pL

H20 - Ajustar

Taqg 5 U/uL 1 U/25 pL

Total - - 25 pL

7. Calcular las cantidades de reactivos que se necesitan para preparar 100 mL de NaCl 1M y 100
mL de MgCl2 0.5M. Consulte su tabla periddica para obtener las masas moleculares de ambos
compuestos.

8. Calcular las cantidades de reactivos para preparar 50 mL de solucién CTAB al 3% (con este
nombre se conoce toda la solucién). Esta solucién se usa para extraccion de ADN vy las
concentraciones de reactivos se muestran en la siguiente tabla.

Reactivo Concentracién | Masa molecular | Cantidad a agregar
final en la | del reactivo (en
solucion caso de
necesitarlo)
Tris.HCI 100 mM g
EDTA 20 mM g
CTAB 3% g
NacCl 1.4 M g
B-Mercaptoetanol 0.2% pL
Agua Ajustar mL

Formulas quimicas: Tris.HCI (C4H11NOs. HCI); EDTA (C10H16N20s)

9. Paradisolver ADN de virus es necesario preparar 300 mL de buffer TNE 1X. Realizar los calculos
correspondientes:

Reactivo | Masa molecular | Concentracion final en la | Cantidad a agregar
solucién TNE 1X

Tris.HCI 10 mM

NacCl 10 mM

EDTA 0.1 mM




Practica 2. Extraccion y cuantificacion de ADN

Introduccién

ADN es la abreviatura del acido desoxirribonucleico (en inglés, ADN). Constituye el material
genético de los organismos. Es el componente quimico primario de los cromosomas y el material

del que los genes estan formados.

Ahora se sabe que las “instrucciones” moleculares del ADN dirigen la vida de todas las células
de un organismo y confieren a cada una sus caracteristicas especiales. EI ADN también permite
a los organismos, o a las células de un organismo, transmitir informacién con precisién de una

generacién a la siguiente.

Para la extraccion de ADN es necesario conocer su estructura, y ubicacion dentro de la célula.

Objetivo

Que el estudiante conozca los fundamentos béasicos para la extraccion de ADN utilizando un

método de extraccion estandar.

Materiales y métodos

a) Material

Tejido vegetal recién colectado o congelado
Par de guantes

Pistilos de plastico estériles

Gradilla

Puntas para micropipeta automatica de 10, 200 y 1000 pL estériles
Micropipetas

Toallas de papel estériles

Tubos eppendorf de 1.5 mL estériles
Vortex

Microcentrifuga

Termoblock

Termometro

Celdas espectrofotométricas de cuarzo

b) Reactivos

Buffer de extraccion (NaCl 0.5 M, Tris HCI 0.2 M, EDTA 10mM, SDS 1%, pH 7.5)

Acetato de amonio 7.5 M
Cloroformo
Isopropanol



Etanol 70% (-20 °C)

Buffer TE 1X (Tris HCI 1 M, EDTA 0.5 M, pH 8)
Agua bidestilada estéril

RNAsa

c) Procedimiento de extraccion
1. Macerar 100 mg de tejido vegetal con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino y seco.

2. Resuspender el tejido en 600 uL de Buffer de extraccion (0.5 M NacCl, 0.2 M Tris HCI pH 7.5,
10 mM EDTA, 1% SDS).

3. Incubar la suspension durante una hora en un termoblock a una temperatura de 65 °C.

4. Adicionar a cada muestra 300 pL de Acetato de Amonio 7.5 M, agitar y dejar a temperatura
ambiente por 10 minutos.

5. Adicionar a cada muestra 300 pL de cloroformo y agitar.
6. Centrifugar las muestras a 12000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.

7. Recupera el sobrenadante en un nuevo tubo (600 uL) al cual se le agregan 600 pL de
isopropanol, agitar e incubar a (-20 °C) por 10 min.

8. Centrifugar los tubos a 12000 rpm durante 15 minutos a 0°C.

9. Lavar el precipitado con 800 pL de etanol 70% (a -20 °C), agitar y centrifugar por 5 minutos a
12000 rpm a 0 °C.

10. Decantar y secar a temperatura ambiente durante 1 hora.
11. Resuspender el precipitado en 100 yL de Buffer TE 1X (Tris HCI 1M, EDTA 0.5M).
12. Agregar a cada muestra 2 pL de RNAsa.

13. Conservar el ADN a 4 °C hasta su utilizacion.

d) Procedimiento de la cuantificacién de ADN
1. Colocar en una de las celdas de cuarzo 1992 uL de agua destilada.
2. Tomar 8 uL de ADN extractado y diluir en volumen anterior de agua destilada.

3. Obtener la lectura en el espectrofotometro a 230, 260 y 280 nm, calibrando el equipo con agua
destilada.

4. Anotar la absorbancia obtenido y calcular los ratios de las A260/230 y A260/280 (Tabla 1).

5. Calcular la concentracion de ADN a partir de la siguiente ecuacion:



C (ng/pL) = (A260*50 ng/pL*Factor de dilucidn) / 1 Azeo

6. Calcular que cantidad de solucion de ADN (en buffer TE 1X) se debe tomar para obtener 100
uL de solucién a una concentracion de 2 ng/uL (Tabla 2).

7. Diluir su muestra para obtener 50 uL de solucién (2 ng/uL).

Tabla 1. Absorbancias y ratios de muestra de ADN a 230, 260 y 280 nm

Muestra Aoeo Azzo Tasa-Ratio 260/230

Muestra Azeo Aogo Tasa-Ratio 260/280

Tabla 2. Absorbancia a 260 nm de muestra de ADN, concentracion y
volumen de agua a tomar para diluir a 2 ng/uL

ADN ADN (buffer TE Vol. Agua

Azso (ng/uL) 1X) atomar (uL) | inyectable (pL)

Bibliografia recomendada

Henriguez, N.M.A. 2000. Diversidad genética de Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris
utilizando marcadores moleculares. Tesis Ing. Agronomo. Universidad Nacional de Colombia
sede Palmira. 102 p.

Practica 3: Extraccion de ARN

Introduccién

Las células contienen dos formas de acidos nucleicos, el acido desoxirribonucleico (DNA) el
acido ribonucleico (ARN). Las moléculas de ARN estan involucradas en la expresion del material
genético (ADN) y son los productos iniciales de la expresion de un gen para la sintesis de
proteinas.

El conocimiento de la estructura, metabolismo y modo de accion del ARN en la sintesis de
proteinas es fundamental para entender el control de la expresion genética, division celular,
crecimiento y desarrollo de los organismos.

Objetivo



Que el estudiante conozca y realice la extraccion de ARN vegetal y los visualice en una corrida
de electroforesis.

Materiales y Métodos

a) Materiales
- Tejido vegetal recién colectado o congelado

- Par de guantes

- Mortero y pistilo estériles

- Gradilla

- Puntas para micropipeta automatica de 10, 200 y 1000 pl estériles
- Micropipetas

- Toallas de papel estériles

- Tubos eppendorf de 1.5 ml estériles

- Vortex

- Microcentrifuga

b) Reactivos

RNA Reagent INVITROGEN
NaCl5 M

Cloroformo

Isopropanol

etanol al 75%

Agarosa 1%

TAE 1X

c) Procedimiento
1.- Seleccionar algunas hojas de plantas y moler en mortero con nitrégeno liquido
2.- Colocar la muestra en tubos Eppendorf de 1.5 mL

3.- Adicionar 0.5 mL del reactivo de extraccién (RNA Reagent INVITROGEN) y mezclar con
vortex hasta suspender

4.- Incubar en posicién horizontal a temperatura ambiente por 5 min.
5.- Centrifugar a 10,000 rpm durante 2 min

6.- Transferir el sobrenadante a otro tubo Eppendorf y adicionar 0.1 mL de NaCl 5 M. Mezclar
con vortex

7.- Adicionar 0.3 mL de cloroformo y mezclar por inversion



8.- Centrifugar a 12,000 rpm por 15 min.
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9.- Transferir la fase acuosa a otro tubo Eppendorf y adicionar isopropanol al mismo volumen de
la fase acuosa, mezclar por inversion

10.- Incubaron a temperatura ambiente por 30 min

11.- Centrifugar a 12,000 rpm por 10 min y decantar el sobrenadante

12.- Adicionar 1 mL de etanol al 75% y centrifugar a 12,000 rpm por 5 min
13.- Decantar el sobrenadante y secar la pastilla a temperatura ambiente

14.- Resuspender la pastilla en 30 yL de H.O

Electroforesis en gel

1.- Preparar gel de agarosa al 1% en TAE 1X

2.- Vaciar la agarosa con bromuro de etidio en la camara de electroforesis
3.- Llenar la cdmara con TAE 1X (Buffer de corrida) para cubrir la placa
4.- Colocar muestra en los pozos

5.- Correr el gel a 60 voltz

6.- Visualizar en transiluminador

Bibliografia recomendada
Snustad, P y M. J. Simmons.2000 . Plinciples of Genetic. 2nd ed.Wiley.USA.

Barrera—Pacheco A, Joaquin—Ramos AJ, Torres—Pacheco |, Gonzalez—Chavira MM, Pérez—
Pérez MC, Guevara—Olvera L, Guevara—Gonzalez RJ (2008) Andlisis de la expresion
transcripcional inducida bajo condiciones de estrés biético y abidtico en Capsicum chinense BG—
3821. Agrociencia 42:95-106.

Préactica 4: PCR tiempo real y Transcripcion reversa por PCR
Introduccién

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), es una técnica para la
sintesis "in vitro" de secuencias especificas de ADN. Consiste en una forma simple y muy rapida
de multiplicar el ADN presente en diferentes muestras biolégicas (millones de copias). Fue una
técnica ideada por el Dr. Kary Mullis, la cual se le adjudic6 el Premio Nobel de Quimica en 1993.

El Dr. Mullis se basé en la replicacién del ADN en los organismos eucariotas realizada por la
ADN polimerasa para crear la region doble cadena usando los denominados cebadores



(primers). Se basa en la repeticion de un ciclo formado por tres etapas: desnaturalizacion del
ADN, hibridacion de los cebadores a la hebra y extension de la cadena.

En este sentido, la amplificacion por PCR ha asegurado su uso en la deteccion de ARNm con
baja abundancia en células y tejidos. Una técnica mas sensible es una modificacion de la misma
conocida como RT-PCR y permite tanto la deteccion como la cuantificacion de ARNm, ya que
puede cuantificar los genes presentes en tan solo unos cientos de copias por muestra y por ello
se ha convertido en el método de eleccion para analisis de expresion de genes. La técnica
consta de dos partes: 1) sintesis de ADN complementarios (ADNc) a partir de ADN, mediante
una transcripcion reversa usando la polimerasa denominada transcriptasa reversa (que utiliza
como molde una molécula de RNA a la que se le unid el oligo dt utilizado como iniciador ( es un
oligonucledtido sintético polideoxitimidina), 2) y la amplificacion de un ADNc especifico
mediante PCR con un par de iniciadores especificos de un fragmento de interés, obteniendo
una gran cantidad de copias de ADN del fragmento. La amplificacion del producto de la PCR se
comprueba mediante electroforesis en gel.

El método requiere poco ARN vy difiere del Northern blotting en que puede usar ADN degradado
y fragmentos de ARN intacto dentro de la region de interés. Una vez que es obtenido el ADNc
se realiza una reaccion de PCR

Objetivos
e Realizar la sintesis de ADNc a partir de RNA total extraido de Arabidopsis thaliana.
e Detectar la expresion del gen de Actina2.

Materiales y métodos

Etapal: Retro-Transcripcion PCR
1. Etiquetar tubos de 200 pL (para PCR).
2. Colocar 2,000 ng/uL de ARN total en tubo marcado e incorporar 0.5 uL de Oligo dT.
3. Aforar a 12 pL con agua libre de nucleasas (Tabla 1). Incubar la mezcla a 65°C por 10 min y
enseguida colocar en hielo.

Tablal. Célculos requeridos para realizar la primera mezcla de reaccién (Incubacién con Oligo

dT).

Muestra  ng/uL ARN pg/uL Para 2 ug Oligo dT Agua a un vol
total de 12 pL

1 1182 ejem

2

3

4

5

4. Preparar la mezcla de reaccion para RT (Tabla 2).
5. Incorporar 8 uL de esta segunda muestra al tubo de PCR para tener una mezcla final de 20 L,
colocarla por 60 min a 37° y posteriormente 10 min a 70°.

Tabla 2. Célculos para la preparaciéon de la segunda mezcla ( Incubacién con enzima RT).

Reactivo 1X 3X
Buffer RT 6
dNTP’s 1

Enzima RT 1




Total 8.0

*Datos en pL
6. Colocar en hielo y cuantificar el ADNCc .

Etapa 2: Amplificacién de gen de interés por PCR punto final
1. Etiquetar tubos de 200 pL (para PCR).
2. Preparar la siguiente mezcla de reaccion.
Tabla 3. Mezcla para reaccién de PCR (ADNc).

Reactivo 1X 5X

Buffer 10X 1.75 9

MgCI2 0.8 4

dNTP’s 0.25 1.5

Iniciador FOR 1 5

Iniciador REV 1 5

cDNA 2 (1000ng) XXX

Enzimas Taq 0.125 0.625

Agua 18.075 89.8

Total 25 23 + 2 (cDNA)=25

Datos en pL, xxx = incorporacién por separado a cada muestra.

3. Depositar 23 UL de la mezcla de reaccion muestra en un tubo de 200 pL e incorporar 2 pL (1500
ng) de ADNCc, para hacer un total de 25 pL por reaccion.

4. Colocar los tubos de PCR con la mezcla (25 pL) en un termociclador con el siguiente programa:
Pre-desnaturalizacion inicial por 1 min a 94°C, 30 ciclos de: 30 s a 94°C, 30 s a 60°Cy 30 s a
72°C, y una extension final de 2 min a 72°C.

5. Cargar el 5 uL del producto de PCR en un gel de agarosa al 1%. Observar y discutir resultados.

Bibliografia recomendada

Joyce, C.2002. Quantitative RT-PCR:A Review of Current Methodologies. Methods in
Molecular Biology. 193:83-92

Snustad, P y M. J. Simmons.2000 . Principles of Genetic. 2nd ed.Wiley.USA.

Practica 5. Digestion de ADN por enzimas de restriccién

Introduccion

Un primer paso en el analisis molecular de un segmento de ADN o de un gen es aislarlo del
resto del ADN. El descubrimiento que posibilité la tecnologia de genética molecular fue el
descubrimiento a fines de la década de 1960 de las enzimas de restriccion, también conocidas
como endonucleasas de restriccion. Las endonulceasas de restriccion son proteinas que
reconocen secuencias cortas de ADN especificas y fragmentan la estructura duplex, en
ocasiones en el sitio diana, o en otro, dependiendo del tipo, lo cual permite cortes especificos.
Cada enzima de restriccion tiene una diana especifica en el duplex de ADN, usualmente de 4 a
6 pares de bases. Hay secuencias diana especificas para cada enzima de restriccion. Estas



enzimas se encuentran naturalmente en bacterias, las cuales las utilizan en la defensa contra
los virus. Una bacteria protege su ADN propio de una enzima de restriccion, mediante la
modificacion de la secuencia de reconocimiento habitual por el agregado de grupos metilo. Estas
enzimas pueden utilizase para realizar el mapeo de genes.

Objetivo

Que el alumno conozca y realice procesos de digestion de ADN mediante el uso de enzimas de
restriccion.

Obtener una digestién completa de un ADN conocido que sirva como marcador molecular mediante enzimas de restriccion

Determinar el nimero de sitios reconocidos por las endonucleasas en ADN de platas de Capsicum annuum.

Materiales y métodos
Digestidon con enzimas de restriccion
Material

Se utilizara ADN de plantas de Capsicum annuum y del fago lambda (A). Las enzimas de restriccion a
usar seran 2: EcoRl y Hind 1lI

Procedimiento
Enzimas de restriccion

1. Lacantidad de cada elemento a utilizar se muestran en el Cuadro 1. El volumen de buffer 10X a
usar se calcula de acuerdo al volumen total de la reaccion dividido entre 10.

Cuadro 1. Volumen de cada reactivo a medir para la digestion de ADN A con las enzimas de

restriccion
EcoRlI | Hind 11l EcoRlI | Hind II
Fago A Capsicum annuum
Buffer 10X 2 ul 2.0 ul 2 ul 2 ul
H20 destilada estéril 15.3 ul 15.3 ul
ADN (fago A, 0.4 pg/ul) 2.5 ul 2.5 ul
DNA de chile 10 pg. Volumen se proporcionara en la
practicas
Enzima 0.2 ul 0.2 ul 1ul 1l
Vol. total 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl

2. Enun tubo de PCR nuevo y debidamente etiquetado, se agregaran los diferentes reactivos de la
digestion en el siguiente orden:

a) Buffer 10X.
b) Agua destilada.
c) ADN de fago lambda o plantas de chile segin sea el caso.
d) Enzima de restriccion.
3. Incubar 60 min a 37 °C.

4. Dar un pulso en la centrifuga.



5. Tomar 5 pL de la muestra y verificar la digestion en un gel de agarosa al 2 %. Visualizar en un
transiluminador. Almacenar a -20 °C.

Referencias

Gomez, M y Echenique, V. 2004. Herramientas de ingenieria genética. In Biotecnologia y
mejoramiento vegetal. Ed. Echenique, V., Clara R., Luis M. INTA. Argentina.

Falcon, L. I. y Valera, A. 2007. Extraccién de acidos nucleicos. In: Ecologia molecular. Com. Eguairte, L.
E. Souza, V y Aguirre X. Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales Instituto Nacional de
Ecologia, Universidad Nacional Autbnoma de México, Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de
la Biodiversidad. México

Lewin B. 2008. Genes IX. Mc Graw Hill. México. pp.892

Pierce, B.A. 2011. Fundamentos de genética conceptos y relaciones. Editorial Médica
Panamericana.México.pp. 458.

Sambrook, J.; Fritsch E. F.and Maniatis, T. 1989. Molecula cloning. A laboratory manual. 22 ed. Ed. Cold
Spring Harbor Laboratoy Press.
Valadez-Moctezuma, E y Giter, K. 2005. Huellas de ADN en genomas de plantas (teoria y
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Practica 6. Disefio de oligonucleotidos

Introducciéon

Para la manipulacion y andlisis de genes se necesitan muchas copias de las secuencias de ADN
utilizadas, dado que cada gen es una porcién diminuta del ADN celular total, se debe asilar y amplificar
antes de poder estudiarlo. Actualmente la Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en
inglés) hace posible la amplificaciéon de fragmentos cortos de ADN sin clonarlos. Para amplificar por PCR
se requiere tener un ADN molde y una cebador, primer u oligonuclétido al que puedan agregarse los
nuevos nucleétidos. Los cebadores utilizados en la PCR son fragmentos cortos de ADN, generalmente
de 17 a 25 nucleétidos de longitud que son complementarios a secuencias conocidas en el molde y su
contenidos en G+C varia entre 40 y 60 %. La concentracién a la que suelen emplearse en una PCR esta
en el intervalo de 0.1-0.5 pM. Oligos ideales deben carecer lo mas posible de estructuras secundarias,
asi como de complementariedad entre si. Ambos iniciadores deben tener una temperatura de fusion o TM
similar.

Objetivo

e Que el alumno conozca uno de los procedimientos mas utilizados para la construccion
de oligonucledtidos

e Entender la importancia y las ventajas que conllevan realizar un disefio adecuado de oligos para
la realizacion de PCR.

e Realizar un disefio de oligonucledtidos con los requerimientos minimos.

Procedimiento
7. Platica acerca de la importancia y caracteristicas que se sugieren para el disefio de oligos.



8. Practica de disefio de oligos de manera manual con apoyo de programas virtuales libres en
internet.

9. Practica de disefio en internet con el apoyo de programas virtuales.

10. El reporte consistira en el disefio de un par de oligos a partir de una secuencia que se trabaje en
la practica y que cumpla con las caracteristicas y requisitos que se especifiquen durante la misma.

Paginas electronicas que se utilizaran en la practica

e Para el andlisis de las caracteristicas de los oligos:
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx

e Para el alineamiento de los oligos en el Genbank con la aplicacién nucleotide blast (ver
especificidad):
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi

e Para PCR virtual:

e http://www.ch.embnet.org/software/iPCR_form.html

e Para disefio de primer NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK _LOC=BlastHome

Referencias

Abd-Elsalam, A. K. 2003. Bioinformatic tools and guideline for PCR primer design. African
Journal of Biotecnology. 2 (5): 91-95.

Pierce, B.A. 2011. Fundamentos de genética conceptos y relaciones. Editorial Médica
Panamericana. México. pp. 458.

Rodriguez-Sanchez, I. P., & H. A. Barrera-Saldafa. 2004. La reaccién en cadena de la
polimerasa a dos décadas de su invencién. Ciencia UANL 7(3):323-335.

Singh, V. K., and Kumar, A. 2001. PCR primer design. Molecular Biology Today 2: 27-32.
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Para realizar las distintas actividades del curso los alumnos revisarán literatura tanto en idioma español como inglés.


