Taller de Ciencia para Jóvenes  2004, CIMAT, Guanajuato
                                   Visita al CINVESTAV, 28 de Julio 2004
Horario de actividades:
  9:45 AM 
        Llegada al cinvestav y distribución entre los laboratorios 
12:30 PM 
        Visita de las instalaciones del Centro 
  1:30 PM 

Comida + receso 
  3:30 PM

Regreso al laboratorio: electroforesis y reportes 
  5:30 PM

Presentación de reportes

  7:00 PM
   Salida del Centro de Investigación
Distribución en los Laboratorios: 
(Laboratorio/Responsable de la práctica/alumnos)
1. José Ruiz/Antonio Cervantes: Flores Felix Maria Elena, Zamora Lopez Sabino Fernando, Aguilar Mendez Victor Dario, Rosiles Perez Christopher

2. Bacteriología Molecular/Gustavo Hernández: Pakoeningrat Rescalvo Vania, Paniagua Garcia Maria Lucero, Aragon Flores  Francisco Fabian, Carballo Bendeck Leila Montserrat

3. Luis Herrera/Araceli Oropeza: Turribiartes Ramirez Daniel, Cruz Mireles Neftaly de Jesus, Cortes  Morales Ernesto Carlos

4. Laura Silva/Susana Ruiz: Anaya Ruiz Esparza Jose Alfonso, Cordero de los Santos Alejandrina, Guerrero Sanchez Jose Luis, Juarez Perez Hector

5. Juan Pablo Martínez/Ricardo Martínez: Huichapa Rocha Gema, Lopez Morales Aurora, Loera Terrones Gethzemani, Martinez Chavez Pedro

6. Magdalena Segura/José Luis Godínez: Fonseca Mata Juan Jose, Gomez Schiavon Mariana, Martinez Ramirez Aranzazu Maria, Orozco Corona Dulce Maria

7. Octavio martínez/Fernando Hernández: Escalona Sanchez Rocio, Eudave Anguiano Yazmin Alicia, Ortiz Gonzalez Armando, Pacheco Basulto Juan Angel

8. Ariel Alvarez/José Luis Hernández: Saldaña Nava Nestor Alejandro, Sepulveda Angulo Julieta, Rivas Valdez Ilse Patricia, Perea Parrales Felipe Eduardo

9. Gabriela Olmedo/Juan Campos: Rubio Andrade Gerardo, Saldaña Garcia Sandra Dominic, Ortega Lopez Aaron, Ramirez Nintilde;o Irlene

10. Manuel Vázquez/Mary Chui: Rabanal Mora Fernando, Rodriguez Plancarte Edith, Ortega Ulloa Gerardo, Ramirez Tobon Jose Angel

¿Qué es la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)? Es la invención biotecnológica  suprema. 
"El PCR ha transformado la biología molecular al extender tremendamente la capacidad de identificar, manipular y reproducir DNA. Hace abundante lo que fuera escaso—el material genético requerido para la experimentación.” 
Paul Rabinow 

Making PCR, A Story of Biotechnology , 

University of Chicago Press, 1996
                                    Introducción

¿Cómo saber si una planta es transgénica?

Un organismo transformado genéticamente posee genes que no se encuentran de manera natural en ese tipo de organismos no transformados. En el caso particular de una planta transgénica de maíz, el transgen más comúnmente  utilizado para plantas transgénicas comerciales es el de genes llamados cry que provienen de la bacteria de suelo Bacillus thuringiensis (generalmente llamada solo Bt). El gen cry por tanto, sólo se encontrará solo en una planta transgénica de maíz pero no en una planta no transgénica.

El método de la reacción en cadena de la polimerasa permite detectar la presencia cualquier gen, siempre y cuando conozcamos su secuencia de bases y podamos diseñar iniciadores específicos para ese gen. Así pues, si usamos iniciadores específicos para el transgen que está en la planta de maíz, éste se amplificará un millón de veces, y si podemos detectarlo, fácilmente podremos determinar si el DNA que estamos analizando proviene de una planta normal o de una planta transgénica, pues este gen no se identificará en la normal pero sí en la transgénica.

¿Cómo se detecta el DNA amplificado? Se utiliza una técnica muy común de la biología molecular, que consiste en separar el DNA en una matriz de gel y posteriormente teñir el DNA para poder verlo directamente. Este el el método de electroforesis cuyo procedimiento se describe  más adelante.

Para esta práctica recibirán muestras de DNA provenientes de maíz normal y de maíz transgénico. Ustedes deberán  de realizar el PCR de estos DNAs y mediante el análisis de sus resultados podrán determinar cuál DNA proviene de cada tipo de planta.
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Uso de micropipetas
Introducción

Por diversas razones, en el laboratorio se utilizan cantidades y volúmenes muy pequeños que requieren el uso de equipo especializado como son las micropipetas. Estas se usan para dispensar volúmenes muy pequeños de líquidos con la mayor exactitud posible. La intención de esta práctica es que te familiarices con las micropipetas, pues las vas a necesitar en la práctica de PCR. 

Las micropipetas más communes miden volúmenes de 1 ml (1000 l) o menos y son las siguientes:

	Modelo 
	Rango de volumen  
	Punta

	P2
	0.2 a 2 l
	blanca 

	P20
	2 a 20 l
	amarilla 

	P200 
	20 a 200 l
	amarilla

	P1000 
	100 a 1000 l 
	azul


1 ml= 1,000 l = 1 cm3

Materiales

Puntas amarillas 

Micropipetas 20 y 200 

Recipiente con agua

Tubos Eppendorf

Recipiente para desecho de puntas

Protocolo

1. Elegir la micropipeta adecuada para 100 ul

Seleccionar el volúmen (100 ul)

Ponerle la punta adecuada

2. Tomar el líquido con la punta de la micropipeta

Presionar (solo hasta el primer tope) el piston superior con el dedo pulgar y mantenerlo presionado mientras se sumerge el extremo de la punta en el recipiente con agua. ¡Sólo el extremo de la punta debe estar sumergido!

Suelta despacio el piston y observa como entra el agua en la punta

3. Ahora transfiere el líquido a un tubo Eppendorf:

Coloca la punta de la micropipeta dentro del tubo Eppendorf al cual vas a transferir el agua. Presiona suavemente el piston hasta que sientas el primer tope y presiona aún más para vencer esta resistencia y expulsar el líquido.

Ahora elimina la punta en el recipiente que se te dio para este fin, colocando encima del recipiente la punta y presionando el pistón ubicado en la parte inferior, atrás del piston de succión.

Ensaya varias veces este procedimiento con las diferentes micropipetas y cambiando los volúmenes

Reacción en cadena de la polimerasa

Materiales

- Tubos Eppendorf para PCR

- Mezcla de reacción para PCR (en hielo):

Nucleótidos (Roche) 

50 µl

Taq polimerasa (Roche)

10 µl

Regulador con Mg 10X (Roche)
250 µl

Agua desionizada estéril

190 µl

- Agua desionizada

-Mezcla de iniciadores 16S:


16S forward: TGAGAATGGATAAGAGGCTC

16S reverse:  TGTTGTTCCCCTCCCAAGGG

- Mezcla de iniciadores 35S (Detectores de plantas transgénicas):

35S forward: GCTCCTACAAATGCCATCA

35S reverse:  GATAGTGGGATTGTGCGTCA

- Muestras de DNA de Maíz (planta 1 y planta 2)

- Aceite mineral

- Marcador de peso molecular (100 pb)

- Colorante para muestras del gel

Equipo para PCR: termociclador (todos los grupos usarán el mismo temociclador ubicado en el Lab. Del Dr. Rafael Rivera)

Protocolo para detección de transgenes en maíz

1. Marcar tubos Eppendorf  (de los chiquitos para PCR) de la siguiente manera:

Control – (quiere decir control negativo, no se le añade DNA)

Control + (quiere decir control positivo, se usan iniciadores 16S)

Planta 1

Planta 2

2. Preparar la siguiente mezcla en cada tubo marcado .Hay que mantenerlo en hielo.

	
	Control -
	Control +
	Planta (1)
	Planta (2)

	Mezcla de PCR
	5 ul
	5ul
	5ul
	5ul

	Agua desionizada
	18 ul
	17.5 µl
	17.5 µl
	17.5 µl

	Iniciadores 16S
	2 µl
	2 µl
	-
	-

	Iniciadores 35S
	-
	-
	2 µl
	2 µl

	DNA (1)
	-
	0.5 µl
	0.5 µl
	-

	DNA (2)
	-
	-
	-
	0.5 µl

	
	25 µl
	25 µl
	25 µl
	25 µl


Agregar una gota de aceite mineral a cada tubo.

3. Colocar los tubos en el termociclador y poner el siguiente programa:

(1)
94°C
1.5 min.

(2)
94°C
1  min

(3)
55°C
1  min

(4)
72°C
1  min

38 ciclos  (pasos 2 a 4 se repiten)

72°C
5  min

4°C


4. Retira los tubos del termociclador y mantén en hielo 

Electroforesis en gel de agarosa

Introducción

Si aplicamos una corriente podemos generar un campo eléctrico en el cual se mueva un cuerpo cargado. El DNA es una molecula cargada negativamente, por lo que en un campo eléctrico sera atraída hacia el polo positivo. Si pongo moleculas de diferente tamaño dentro de una red tridimensional, las moleculas más grandes se moverán más lentamente que las pequeñas. Un gel de agarosa es simplemente una malla tridimensional por la cual se moverán moleculas de DNA a diferente velocidad, dependiendo de su tamaño y del campo eléctrico. 

Materiales 

guantes 
solución de gel de agarosa 
equipo de electroforésis: “peines”, cámara, cables 
micropipeta de 20 µL  + puntas amarillas 
regulador Tris Acetato EDTA (TAE) 

colorante para la muestra

marcador de peso molecular de DNA (preparado con colorante) 
fuente de poder

1. Preparación de gel de agarosa

Prepara tu molde de vaciado para la agarosa (no olvides el peine)

Añade suavemente la agarosa caliente (¡cuidado!)

Espera unos minutos a que solidifique

Quita las barreras del extremo del gel y ponlo en la cámara de electroforesis

Añade el regulador TAE de modo  que cubra completamente el gel pero apenas rebase unos milímetros la superficie del gel 

Saca con cuidado el peine

2. Poner muestras de DNA en el gel de agarosa

Prepara tus muestras de DNA añadiendo a cada tubo 7 ul del colorante y coloca 10 ul de cada muestra en los pozos del gel con una micropipeta. Cambia de punta cada vez que cambies de muestra.

El orden de carga en el gel será:

Control -

Control +

Planta 1

Planta 2

Marcador de peso molecular

3. Tapar cámara y conectar a la fuente de poder

Cierra la cámara con cuidado y conéctale los cables (rojo con rojo y negro con negro). Conecta los cables a la fuente de poder APAGADA. Prende la fuente de poder y ajusta el voltaje según las instrucciones que recibas (entre 50 y 100 volts). Fíjate en las burbujas del lado del electrodo negro (qué significa?) y observa también que el color azul de los pozos comienza a migrar.

Continúa la electroforesis hasta que el azul llegue a uno o dos centímetros del borde opuesto del gel. Si tienes otra actividad encarga al instructor que vigile la electroforésis y apague la fuente de poder al alcanzar el corrimiento deseado.

4. Tinción con bromuro de etidio y fotografía del gel

El gel se sumerge en una solución que contiene bromuro de etidio y se deja unos 10 min.

Nota: Dado que el bromuro de etidio es un potente mutágeno, este paso lo llevarán a cabo los instructores

Una vez teñido el gel se lleva a una cámara oscura y se pone sobre un transiluminador de rayos ultra violeta y se le toma una fotografía.

Análisis de resultados
 Productos amplificados:

 - Para el 16S de cloroplasto (control interno para evaluar la integridad del     DNA): 315 pb.

 - Para el 35S (promotor 35S del CaMV): 195 pb.

Preguntas para las presentaciones: 
1. ¿Qué esperas observar en el control sin DNA?
2. ¿Qué esperas observar en el control con DNA e iniciadores 16S?

3. ¿Qué pasaría si el DNA que analizas proviene de una mezcla de material no transformado con material transgénico?

Organización de esta práctica: 
Lab. Dr. Rafael Rivera: Alicia Rancel, Gustavo Hernández

Lab. Dra. Gabriela Olmedo: Francisco Ayala, Eva I. Martínez

Recorridos: Pablo Vanegas, Guillermo Corona

Discusión de resultados: Dr. Rodolfo Marsch

Ayuda secretarial: Laura Camacho
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