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HISTORIA DEL PROGR AN A
LOS PIONEROS DE AMGEN BIOTECH EXPERIENCE

“Los pioneros abren caminos para que los que siguen continuen
recorriéndolos”.

- Autor desconocido

A pesar de que la experiencia de Amgen Biotech ahora llega a casi 100,000 alumnos
y 1,500 profesores cada afio, el programa tuvo comienzos humildes. Todo comenzé
con un grupo de cientificos y profesores que tenian pasién por compartir sus
conocimientos con los alumnos.

En 1989, el bidlogo molecular Bruce Wallace, Director Ejecutivo Cientifico Steve
Elliot (ahora retirado) y otros en Amgen, consideraron que la compafia podria
ser fundamental para facilitar el desarrollo profesional de los profesores de
secundaria del area, con el objetivo de mejorar la educacion cientifica impartida
a los alumnos. Realizaron una convocatoria entre los profesores de biologia
interesados en un programa de practicas profesionales durante el verano.

Intrigado, Hugh Nelson, un profesor de secundaria de Thousand Oaks, California,
respondio a la invitacion. Nelson se dedicé a aprender los procedimientos

que emplea Amgen para desarrollar productos biolégicos, y trabajé con un
cientifico de Amgen para adecuar una serie de laboratorios para alumnos de
secundaria. Amgen acordo facilitar equipos y productos quimicos para ensefiar
los procedimientos de laboratorio en las escuelas secundarias del area.

Dos afios después, Amgen lanzé el programa escolar oficial en las escuelas del
condado de Ventura en California. Dos afios después del lanzamiento, 1,300 alumnos
de 12 escuelas locales participaron en el programa.

“Los laboratorios ponen a los alumnos en contacto con la realidad de la ciencia
moderna”, indica Nelson. “Se necesita dinero para hacer experimentos, y Amgen
aporto los fondos necesarios para este importante programa transformador. No
estoy menos impresionado con el programa [ahora] de lo que estaba en 1989".
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En 1999, Amgen recluté a Marty lkkanda, profesor de ciencias biolégicas de
Pierce College en Woodland Hills, California, para que revisase el plan de
estudios del programa y lograse que se pareciese a sus clases universitarias.
El programa revisado se implementé en 20 escuelas el siguiente afio escolar,
y el numero llegé a 30 al final del afio escolar.

"Los profesores nos dicen que no tienen problemas de asistencia cuando realizan
los laboratorios de biotecnologia de Amgen”, afirma Ikkanda, quien se retird
del programa en 2013. “Es una forma fantastica de lograr que los alumnos se
interesen en la ciencia”.

En 2005, con el creciente interés de los profesores de biologia de otras
comunidades, la Fundacion Amgen, el principal brazo filantrépico de Amgen,

se asocio con el profesor Ikkanda para ampliar el programa. Durante varios ainos,
el programa se amplié a nuevas comunidades de Amgen en Estados Unidos

y Europa.

En 2013, la Fundacion Amgen unié fuerzas con el Centro de Desarrollo
Educativo, una organizacién global sin fines de lucro con profunda experiencia
y conocimientos en educacion cientifica, para establecer una Oficina del
programa con el fin de apoyar y fortalecer el programa. El programa ha seguido
amplidandose a nuevas comunidades de Amgen a nivel internacional.

Una colaboracién que comenzé hace casi 30 afos inspiré el compromiso
continuo de cientificos y profesores para compartir su conocimiento y pasion
por la ciencia. La Fundacion Amgen se enorgullece de continuar apoyando un
programa que hoy es mas fuerte que nunca, y esta preparado para llevar la
biotecnologia del mundo real a una nueva generacién de profesores y alumnos.
“Ese espiritu pionero distingue a Amgen”, afirma Eduardo Cetlin, presidente
de la Fundacién Amgen. “Siempre estaremos agradecidos con esos primeros
colaboradores por formar las raices de este poderoso programa”.

Visite el sitio web de ABE en www.amgenbiotechexperience.com
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DESCRIPCION GENERAL DEL PLAN DE ESTUDIOS
INTRODUCCION

La integracion de ABE en su aula es una oportunidad Unica e importante para
usted y sus alumnos. Para ayudarlo a desarrollar el conocimiento y las practicas
del contenido cientifico de los alumnos, asi como para ofrecer una aplicacién

del mundo real, el material de esta seccion cubre el qué, por qué y cémo del
plan de estudios: el contenido de la ciencia que se trata, los principios y practicas
de enseflanza y aprendizaje empleados, y las consideraciones practicas para
implementar el curso. Leer esta seccion antes de comenzar mejorara su forma

de ensenar y los beneficios que los alumnos obtienen de ella.

Los laboratorios de ABE son similares a algunos de los importantes pasos que la
industria de biotecnologia farmacéutica utiliza para fabricar farmacos (proteinas
terapéuticas) para tratar una serie de enfermedades. La biotecnologia proporciona
las herramientas y técnicas a la investigacion farmacéutica moderna y al desarrollo
de farmacos, y es fundamental que los futuros ciudadanos conozcan este campo.
Las técnicas de biotecnologia comunes se utilizan para desarrollar una amplia gama
de productos, desde la insulina, que salva vidas, hasta una enzima que aumenta

el contenido de vitaminas del arroz y una vacuna humana expresada en una planta.
Los laboratorios se centran en estas técnicas para que sus alumnos comprendan
mejor las herramientas de la biotecnologia y puedan comenzar a considerar el
impacto potencial de esta industria en nuestro futuro. Ademas, al participar en este
programa, los alumnos pueden estar mas motivados para comprender los conceptos
cientificos subyacentes y tal vez incluso seguir carreras relacionadas con las ciencias.

Las experiencias de laboratorio como las que proporciona este programa son
extremadamente importantes en la educacion cientifica, ya que ofrecen
oportunidades para hacer que la ciencia sea “real” y relevante para los alumnos
y, ademas, les permite utilizar las herramientas y técnicas profesionales de
biotecnologia para investigar cuestiones cientificas. Las experiencias eficientes
de laboratorio pueden hacer lo siguiente:

e Mejorar la comprension de los alumnos sobre el contenido y los conceptos
fundamentales de las ciencias.

e Ayudar a los alumnos a desarrollar habilidades cientificas y practicas
de razonamiento.

e Aumentar la comprension de los alumnos sobre la complejidad y la
ambigUedad de la investigacion cientifica.
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e  Permitir que los alumnos desarrollen habilidades académicas, interpersonales
e intrapersonales importantes que son necesarias para su éxito futuro, incluida
la resolucion de problemas, el pensamiento critico y el trabajo en equipo.

CONTENIDO DEL PLAN DE ESTUDIOS DE ABE

La secuencia completa de los laboratorios de ABE hace que los alumnos sigan

los mismos procedimientos que emplean los cientificos para introducir un gen
que codifica una proteina terapéutica humana en las bacterias. Inducen a las
bacterias a reproducir y expresar la proteina y luego cosechan la proteina
humana de las bacterias. En estos laboratorios, los alumnos produciran una
molécula de ADN recombinante que consiste en un plasmido bacteriano
disefado y sus elementos de control (origen de replicacién, gen de resistencia

a la ampicilina y el operén arabinosa) y un gen de la anémona de mar, Discosoma
sp. Al gen de la anémona de mar se le conoce como el gen de la proteina
fluorescente roja (rfp). Los genes rfp codifican la proteina fluorescente roja
(RFP), una proteina que permite que la anémona de mar sea fluorescente. Los
cientificos emplean el RFP como un gen reportero en estudios biolégicos. Al unir
el gen rfp a un gen que les interesa estudiar, pueden asegurarse de que el gen
de interés se expresa o identificar la ubicacién de una proteina en una célula.

Una vez que los alumnos han producido el plasmido de ADN recombinante,

lo usan para transformar Escherichia coli (E. coli). Las células transformadas

se esparcen sobre la superficie de una placa de agar que contiene ampicilina

y arabinosa, un monosacarido de cinco carbonos necesario para la expresién
génica de rfp. Las colonias bacterianas que expresan el gen rfp apareceran

de color rojo (o rosa brillante). Las células de una de estas colonias rojas se
transfieren a un medio de cultivo liquido para replicarse, y las células se cosechan
y se lisan (se rompen) para liberar la RFP dentro de la soluciéon. Luego, esta
solucion se fracciona en una columna de cromatografia, y la RFP se purifica de
otras proteinas que existen en el lisado celular en funcion de su hidrofobicidad.

El proceso para hacer una proteina terapéutica humana es muy similar, aunque las
colonias de bacterias recombinantes no pueden identificarse por su expresiéon de
RFP. Al hacer una proteina terapéutica humana, debe darse otro paso: las colonias
que crecieron en la placa que contiene ampicilina deben cultivarse después en
una placa que contiene otro antibiético, la tetraciclina. El gen para la tetraciclina
se interrumpe cuando se introduce el gen humano, y las bacterias de las colonias
recombinantes no sobreviviran en la placa que contiene tetraciclina. Las células

de las colonias que no pudieron sobrevivir en placas de tetraciclina se cultivan

y se lisan para liberar la proteina terapéutica humana, que luego se purifica.

Los alumnos que lleven a cabo la secuencia completa del laboratorio de ABE
produciran una molécula de ADN recombinante que luego usaran para transformar
E. coli. Esto los ayudara a comprender mejor cémo utilizar las herramientas

y técnicas de biotecnologia y los procedimientos utilizados para fabricar proteinas
terapéuticas humanas. Cuando comienza el programa por primera vez o si su tiempo
es limitado, puede ser un desafio terminar la secuencia completa de ingenieria
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genética. El plan de estudios de ABE incluye multiples secuencias para adaptarse
a una variedad de situaciones en el aula. En las cuatro secuencias, los alumnos
realizan la lectura introductoria y completan el primer conjunto de laboratorios
(Tab A). Vea previamente las secuencias de laboratorio de ABE descritas en la
Tabla OV.1 a continuaciéon y decida cual seguira cada una de sus clases.

Tabla OV.1: Posibles secuencias de laboratorio de ABE y contenido cubierto en cada uno

Numero de
Secuencia Pestafia | Contenido sesiones
Introduccion: Los alumnos leen sobre las industrias de la biotecnolégica 2
Pestafia A yla biofar.macéutica. : _
Laboratorio 1: Los alumnos aprenden a usar dos herramientas basicas de 3
laboratorio de biotecnologia: las micropipetas y la electroforesis en gel.
Secuencia Laboratorio 2: Los alumnos aprenden cémo se hacen los plasmidos. En el
completa de laboratorio, hacen un plasmido que contiene el gen rfp. 4
ingenieria Laboratorio 3: Los alumnos ligan su plasmido. 2
genética Pestafa B| Laboratorio 4: Los alumnos comprueban que tienen el plasmido 3
(sesiones 18-20) recombinante correcto.
Laboratorio 5: Los alumnos transforman las bacterias usando el plasmido :
recombinante, luego cultivan las bacterias transformadas.
e Laboratorio 6 (opcional): Los alumnos extraen y purifican la proteina 3
producida dentro de las bacterias por el gen rfp.
Introducciéon: Los alumnos leen sobre las industrias de la biotecnolégica )
Pestafia A y la biofar-macéutica. . _
Laboratorio 1: Los alumnos aprenden a usar dos herramientas basicas de 3
laboratorio de biotecnologia: las micropipetas y la electroforesis en gel.
Secuencia Laboratorio 2A: Los alumnos aprenden cémo se hacen los plasmidos. En el
abreviada de laboratorio, los alumnos usan enzimas de restriccién para crear fragmentos 3-4
ingenieria de ADN que contienen el gen rfp.
genética Pestafia C| Laboratorio 4A: Los alumnos comprueban que tienen el plasmido 3
(sesiones 16-18) recombinante correcto.
Laboratorio 5A: Los alumnos transforman las bacterias usando el plasmido 3
recombinante, luego cultivan las bacterias transformadas.
_ Laboratorio 6 (opcional): Los alumnos extraen y purifican la proteina
Pestana E . . 3
producida dentro de las bacterias por el gen rfp.
Introducciéon: Los alumnos leen sobre las industrias de la biotecnolégica >
Pestafia A yla biofar.macéutica. : _
Laboratorio 1: Los alumnos aprenden a usar dos herramientas basicas de s
Enfoque en laboratorio de biotecnologia: las micropipetas y la electroforesis en gel.
la secuencia Laboratorio 5B: Los alumnos aprenden cémo se hacen los plasmidos. En el
de bacterias e laboratorio, agregan un plasmido que contiene el gen rfp a las bacterias, cie
(sesiones 12-14) creando asi un organismo genéticamente modificado. Cultivan las
bacterias.
e 2 Laboratorio 6 (opcional): Los alumnos extraen y purifican la proteina 3
producida dentro de las bacterias por el gen rfp.
Introduccion a Introducciéon: Los alumnos leen sobre las industrias de la biotecnoldgica )
la secuencia de 3 y la biofarmacéutica.
biotecnologia Pestana A Laboratorio 1: Los alumnos aprenden a usar dos herramientas basicas del
(sesiones 4-5) laboratorio de biotecnologia: las micropipetas y la electroforesis en gel. 2-3
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SUGERENCIAS DE TIEMPO PARR ENSENAR ABE

Dado el poco tiempo que tiene permitido conservar el kit, puede ser dificil terminar
la secuencia completa de los laboratorios ABE durante el periodo del préstamo.

Si esta realizando la secuencia de ingenieria genética completa (pestafias A, By E)
o la secuencia de ingenieria genética abreviada (pestafias A, Cy E), debe completar
la introduccién del programa en la pestafia A antes de recibir el kit.

DESCRIPCION GENERAL DEL CONTENIDO

La descripcion general del plan de estudios describe el contenido de ciencias

del plan de estudios en el que idealmente deberian participar sus alumnos al
completar el programa ABE. Es especialmente importante proporcionar contexto
y conexiones al plan de estudios de ciencias mientras los alumnos participan en
las experiencias de laboratorio, dado que puede tener el kit en un momento

en que esta ensefando otro contenido, desde ecologia hasta evolucién, o que
incluso puede usar estos laboratorios con cursos que no sean biologia.

LA GRAN IDER

Las proteinas codificadas por el ADN son responsables de los rasgos:

ADN PROTEINA
LA GRAN PREGUNTA

¢ Cual es la relacién entre genes, proteinas y los rasgos de un organismo?

PREGUNTAS SECUNDARIAS

1. ¢Como resulta la expresion de un gen en los rasgos de un organismo?
¢Cudl es la relacion entre proteinas y rasgos?

¢ Como se codifica la informacién en el ADN?

¢ Como se decodifica esta informacion?

¢Cudl es el producto del mensaje decodificado?

¢Coémo resulta este producto en los rasgos?

N o v & W N

¢Cudles son las consecuencias para un organismo si el producto se altera o no
se fabrica?

8. ;Como se pueden disefiar los organismos para que produzcan diferentes
productos proteicos y tener nuevos rasgos?
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METAS DE COMPRENSION

e Los alumnos entienden que toda la informacién requerida por los organismos
para mantener la vida estéa codificada en la disposicion de los nucleétidos en
su ADN.

e Los alumnos entienden que la codificacién y decodificacion del ADN es la
misma entre todos los organismos, lo que hace posible la expresién de un gen
humano por las bacterias.

e Los alumnos entienden como los procesos de transcripcion y traduccion
facilitan la transferencia de informacién del ADN a las proteinas.

e Los alumnos reconocen que los rasgos de los organismos estan determinados
por la expresién de genes especificos en su ADN.

e Los alumnos entienden como se regula la expresién génica.

¢ Los alumnos entienden como las funciones de las proteinas son responsables
de los rasgos de un organismo.

e Los alumnos reconocen que un cambio en la secuencia de ADN puede alterar
la funcion de una proteina y puede cambiar los rasgos de un organismo.

e Los alumnos saben cémo las bacterias pueden modificarse genéticamente
para hacer nuevos productos.

e Los alumnos comprenden la relacion reciproca entre la investigacion cientifica
basica y el desarrollo tecnolégico: entienden que los descubrimientos de
los plasmidos, las enzimas de restricciéon y las ligasas que se obtuvieron
durante la investigacion basica han generado las herramientas y técnicas de
la biotecnologia; a su vez, las herramientas y técnicas de la biotecnologia
permiten a los cientificos alcanzar una comprensién mas profunda sobre los
genes y la funcién de sus productos en una célula.

e Los alumnos comprenden cudl es el propdsito de usar muestras de control
en las investigaciones cientificas.

L0S RESULTADOS DEL APRENDIZAJE

Después de completar el programa, los alumnos deberan estar en capacidad de
hacer lo siguiente:

e Describir la relacion entre el ADN, los genes, las proteinas y los rasgos.

e Explicar cdmo se transfiere la informacion del ADN a las proteinas mediante
la transcripcién y la traduccién.

e Explicar como la expresién génica en una célula determina los rasgos de
un organismo.

e Describir como las caracteristicas de los organismos (rasgos) son el resultado
de la actividad proteica.

e Describir como una pérdida o ganancia de la funcion proteica puede alterar
los rasgos de un organismo.

e Debatir como los organismos pueden ser disefiados para tener nuevas
caracteristicas.

e Describir la funcion de las herramientas biolégicas, como los plasmidos, las
enzimas de restriccion y la ADN ligasa, en el proceso de la ingenieria genética.

e Proporcionar ejemplos de cdbmo la ingenieria genética puede usarse para
resolver problemas médicos.

e Modelar el proceso de produccion de un plasmido recombinante.
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CONEXIONES CON EL PLAN DE ESTUDIOS DE BIOLOGIA

Aqui se muestran sugerencias sobre dénde los laboratorios ABE pueden
integrarse adecuadamente en el flujo conceptual de la ensefianza de las ciencias

en el aula.

Capitulo

Conexiones con el plan
de estudios

Notas

Competencias de
laboratorio

e Uso de micropipetas
e Uso de electroforesis en gel

2/2A/5B

e Estructura del ADN

e Genesy ADN

e Funcién de las
enzimas

e Estructura basica del ADN

e Principios y usos de la
ingenieria genética (GE)

e Relacién entre genes y ADN

e Como funcionan las enzimas

¢ Enzimas de restriccion

Reacciones enzimaticas

Funcién de la ligasa en la GE

4/4A

Universalidad del ADN

Visualizar el ADN

5/5A/5B

e Universalidad de la
expresion génica

e Transcripcidon

e Traduccién

e Actividad proteica

e  Estructura celular de
las bacterias

e Variablesy controles

e Gran idea de la biologia:
ADN — Proteina — Rasgo

* Proceso de expresion génica

e Todos los organismos
expresan los genes de la
misma manera

e Colonias frente a células
individuales

e (Crecimiento
bacteriano

e  Estructuray funcion
de la proteina

e Biomoléculas

e Mutacion

e Evolucién

e Crecimiento exponencial,
latencia, fase de muerte

e Plegamiento de la proteina

e Bioquimica

e Mutacién del gen rfp

¢ Motivo evolutivo de la
fluorescencia
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CONEKIONES CON LOS ESTANDARES ACADEMICOS
ENLACES AL CONTENIDO PRINCIPAL DE LA BIOLOGIA

ABE cumple con muchos de los Estandares de Ciencias de la Proxima Generacion
(NGSS) y los Estandares Estatales Basicos Comunes (CCSS). La biologia que los
alumnos exploran en el programa es fundamental para el aprendizaje de la
ciencia y la tecnologia. Los alumnos obtienen conocimiento del contenido,

dominio de las practicas cientificas y comprensién de varias ideas basicas
disciplinarias. Los alumnos también exploran la lectura y escritura cientifica que
cumple con los estandares de la Lengua inglesa del CCSS.

Los siguientes simbolos indican cuando se introduce un concepto, se desarrolla
en profundidad o se elabora en:

* = Introducido
** = Desarrollado

*** = Elaborado en
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Expectativas de rendimiento

Capitulo

‘ Introduccién ‘ 1

ZIZA‘ 3 ‘4/4A ‘5/5AISB‘ 6

HS-LS1. De las moléculas a los organismos: Estructuras y procesos

HS-LS1-1. Elabore una explicacion basada en la
evidencia de como la estructura del ADN determina
la estructura de las proteinas, que llevan a cabo las
funciones esenciales de la vida a través de sistemas
de células especializadas.

* %

* k%

* k%

HS-LS1-6. Elabore y revise una explicaciéon basada
en la evidencia de cémo el carbono, el hidrégeno
y el oxigeno de las moléculas de azucar pueden
combinarse con otros elementos para formar
aminoacidos u otras moléculas grandes cuya base
es el carbono.

*%

* k%

HS-LS3. Herencia: Hereditario y variacién de rasgos

HS-LS3-1. Haga preguntas para aclarar las relaciones
sobre la funcion del ADN y los cromosomas en la
codificacion de las instrucciones para los rasgos
caracteristicos transmitidos de padres a hijos.

*k%*

HS-LS3-2. Haga y defienda una afirmacion basada
en la evidencia de que las variaciones genéticas
hereditarias pueden resultar de (1) nuevas
combinaciones genéticas a través de la meiosis,

(2) errores viables que ocurren durante la replicaciéon
o (3) mutaciones causadas por factores ambientales.

HS-LS4 Evolucién biolégica: Unidad y diversidad

HS-LS4-4. Elabore una explicacién basada en la
evidencia de como la seleccién natural conduce a la
adaptacién de las poblaciones.

HS-LS4-5. Evalue la evidencia que respalda las
afirmaciones de que los cambios en las condiciones
ambientales pueden resultar en (1) aumentos

en el numero de individuos de algunas especies,
(2) la aparicion de nuevas especies con el tiempo

y (3) la extincién de otras especies.

*%
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Practicas cientificas

Capitulo

Introduccion ‘ 1

ZIZA‘ 3 ‘4/4A ‘5/5A/53‘ 6

Elaboracién de preguntas y definicién de problemas

Haga preguntas que surjan de examinar los modelos
0 una teoria para aclarar las relaciones.

* %

* %

* %

* %

* k%

Desarrollar y usar modelos

Utilice modelos (incluidos los matematicos

y computacionales) para generar datos que
respalden explicaciones y predigan los fenémenos,
analizar sistemas y resolver problemas.

Planificaciéon y realizacién de investigaciones

Planifique y realice una investigacion individual

y en colaboraciéon para producir datos que sirvan de
base para la evidencia y el disefio; decida los tipos,
la cantidad y la precisién de los datos necesarios
para producir mediciones confiables, considere

las limitaciones en la precisién de los datos (por
ejemplo, numero de ensayos, costo, riesgo, tiempo)
y refine el disefio en consecuencia.

*%*

Explicaciones de la elaboracion y el disefio de soluciones

Construya una explicacion basada en evidencia
vélida y confiable obtenida de una variedad de
fuentes (incluidas las propias investigaciones,
modelos, teorias, simulaciones, revisién por pares
de los alumnos) y la suposicion de que las teorias
y leyes que describen el mundo natural operan
hoy como lo hicieron en el pasado y continuara
haciéndolo en el futuro.

* %

**

*k*

Participar en un argumento a partir de la evidencia

Realice y defienda una afirmacién basada en
evidencia sobre el mundo natural que refleje
tanto el conocimiento cientifico como la evidencia
generada por los alumnos.

* %

**

*k*
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Conceptos transversales Capitulo

Introducci()n‘ 1 ZIZA‘ 3 ‘4/4A ‘SISAISB‘ 6

Patrones

Los patrones observados de las formas y eventos
guian la organizacion y clasificacion, y generan
preguntas sobre las relaciones y los factores que
influyen en estos.

Causa y efecto: Mecanismo y explicacion

Los eventos tienen causas, a veces simples, a veces
multifacéticas. Una actividad principal de la ciencia
es investigar y explicar las relaciones causales y los
mecanismos por los cuales estdn mediadas. Dichos * **
mecanismos pueden probarse después en contextos
determinados y usarse para predecir y explicar
eventos en nuevos contextos.

Escala, proporciéon y cantidad

Al considerar los fendmenos, es fundamental
reconocer lo que es relevante en diferentes medidas
de tamano, tiempo y energia, y reconocer cémo los * **
cambios en la escala, proporcién o cantidad afectan
la estructura o el rendimiento de un sistema.

Sistemas y modelos de sistemas

La definicion del sistema en estudio, especificando
sus limites y haciendo explicito un modelo de ese
sistema, proporciona herramientas para comprender * *
y probar ideas que son aplicables en toda la ciencia
y la ingenieria.

Estructura y funcién

La forma en que se forma un objeto o un ser vivo
y su estructura secundaria determinan muchas de * * HrE | Kk | kokk ** i
sus propiedades y funciones.

Estabilidad y cambio

Las condiciones de estabilidad y los determinantes
de las tasas de cambio o evolucién de un sistema
son elementos criticos de estudio, tanto para
sistemas naturales como creados.
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Ideas basicas disciplinarias

Capitulo

Introduccién‘ 1 ‘ZIZA‘ 3

‘ 4/4A ‘SISAISB‘ 6

LS1.A: Estructura y funcién

Los sistemas de células especializadas dentro de
los organismos les ayudan a realizar las funciones
esenciales de la vida.

Todas las células contienen informacién genética
en forma de moléculas de ADN. Los genes son
regiones en el ADN que contienen las instrucciones
que codifican la formacion de proteinas, que llevan
a cabo la mayor parte del trabajo de las células.

**

*k*

*k*

*k*

LS1.C: Organizacion de la materia y el flujo de energia en los organismos

Las moléculas de azucar asi formadas contienen
carbono, hidrégeno y oxigeno. Sus estructuras
principales de hidrocarburos se usan para producir
aminoacidos y otras moléculas basadas en carbono
que se pueden ensamblar en moléculas mas grandes
(como proteinas o ADN), que luego se pueden usar,
por ejemplo, para formar nuevas células.

**

**

*k*

LS3.A: Herencia de los rasgos

Cada cromosoma consta de una sola molécula de
ADN muy larga, y cada gen en el cromosoma es un
segmento especifico de ese ADN. Las instrucciones
para formar las caracteristicas de las especies se
Ilevan en el ADN. Todas las células en un organismo
tienen el mismo contenido genético, pero los
genes utilizados (expresados) por la célula pueden
estar regulados de diferentes maneras. No todo el
ADN codifica una proteina; algunos segmentos de
ADN estan involucrados en funciones reguladoras
o estructurales, y no se conoce la funcion de algunos
(hasta ahora).

**

*%*

*k %

LS3.B: Variacién de rasgos

En la reproduccién sexual, los cromosomas a veces
pueden intercambiar partes durante el proceso
de meiosis (division celular), creando asi nuevas
combinaciones genéticas y, por lo tanto, mas
variacién genética. Aunque la replicacién del ADN
esta estrictamente regulada y es extremadamente
precisa, se producen errores y se producen
mutaciones, que también son una fuente de
variacion genética. Los factores ambientales
también pueden causar mutaciones en los genes,
y las mutaciones que son viables se heredan.
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Ideas basicas disciplinarias

Capitulo

Introduccion

2/2A

3

4/4A

5/5A/5B

Los factores ambientales también afectan la
expresion de rasgos y, por lo tanto, afectan la
probabilidad de apariciéon de rasgos en una
poblacién. Por lo tanto, la variacién y distribucion
de los rasgos observados depende de factores
genéticos y ambientales.

LS4.B: Seleccion natural

Los rasgos que afectan positivamente la
supervivencia tienen mas probabilidades de
reproducirse y, por lo tanto, son mas comunes
en la poblacién.

LS4.C: Adaptacion

La seleccion natural conduce a la adaptacion,

es decir, a una poblacién dominada por organismos
que son anatémica, conductual y fisiolégicamente
adecuados para sobrevivir y reproducirse en un
entorno especifico. Es decir, la supervivencia

y reproduccién diferencial de organismos en una
poblacién que tiene un rasgo hereditario ventajoso
conduce a un aumento en la proporcién de
individuos en las generaciones futuras que tienen
el rasgo y a una disminucién en la proporcion

de individuos que no lo tienen.

ESTANDARES ESTATALES BASICOS COMUNES

Lengua inglesa/Alfabetizacion

Capitulo

Introduccion

2/2A

3

4/4A

5/5A/5B

RST.11-12.9: Sintetice la informacion de una
variedad de fuentes (p. €]., textos, experimentos,
simulaciones) en una comprension coherente de
un proceso, fenébmeno o concepto, aclarando
informacién conflictiva cuando sea posible.

*%*

*%

*%k%

WHST.9-12.1: Escriba argumentos centrados en
contenido especifico de la disciplina.

*%

*%k%

WHST.9-12.9: Obtenga evidencia de textos
informativos para respaldar el analisis, la reflexion
y la investigacion.

*%

*%

*%

* k%
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ENLACES A LAS COMPETENCIAS BASICAS DEL SIGLO KXI'

El programa ABE ofrece muchas oportunidades para que los alumnos desarrollen competencias basicas del

siglo XXI en los dominios cognitivo e interpersonal.

Dominio cognitivo

Capitulo

Introduccion ‘

1

‘ 2/2A ‘ 3 ‘ 4/4A ‘5/5A/53‘ 6

Procesos cognitivos y estrategias

Pensamiento critico * *% *k ek k
Resolucion de problemas * *% * % k| Rk
Analisis * *% K% Kk K%k
Razonamiento / argumentacion * k| kx| ok *k | kkk
Interpretacion * * % * ok *k k| kkk
Conocimiento

Comunicacion oral y escrita * *k *% *% kk | kkk
Escucha activa * * % *k *k *% | kxk
Dominio Interpersonal Capitulo

Introduccion ‘

1

‘ 2/2A ‘ 3 ‘ 4/4A ‘S/SA/SB‘ 6

Trabajo en equipo y colaboraciéon

Comunicacion * *k *k *% K% | kkk
Colaboracion * Kk |k *k k% | kkx
Trabajo en equipo * *k *k * % k% | kkx
Habilidades interpersonales * *k *k *% *k | kkk

'Del Consejo Nacional de Investigacion. (2012). Educacion para la vida y el trabajo: desarrollo de conocimientos y habilidades
transferibles en el siglo XXI. Washington, DC: The National Academies Press.
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SUPUESTOS DE CONOCIMIENTOS Y HABILIDADES PREVIAS

Los laboratorios de ABE pueden usarse para cualquier clase de biologia con una
minima adaptacién. Sin embargo, al comienzo de un curso introductorio de
biologia, los alumnos pueden tener una comprension conceptual menor sobre
algunos de los conceptos cientificos relacionados con estos laboratorios y, por lo
tanto, requerirdn mas apoyo para establecer esas conexiones. Le recomendamos
ensefar estos conceptos a medida que los alumnos los necesiten, en lugar

de ensefar todos antes de comenzar el programa. Los conocimientos previos
asumidos para cada capitulo se enumeran al comenzar cada capitulo en esta guia.

Los alumnos con poca experiencia en la realizacién de laboratorios de ciencias
pueden necesitar tiempo e instrucciones adicionales para tener una experiencia
de laboratorio segura y efectiva.

EVALUACION DEL APRENDIZAJE ESTUDIANTIL

Puede evaluar la comprensién de los alumnos a lo largo del programa mientras
participan en debates en clase y responden las preguntas del laboratorio. Las
preguntas DETENGASE Y PIENSE de la seccién Métodos del laboratorio estan
disefadas para que los alumnos reflexiones sobre cdbmo piensan en momento

y lugar; estas preguntas también le ofrecen una instantanea de su comprensién
a medida que avanzan en la investigacion.

Al final del programa de ABE, puede plantear preguntas de evaluacion final como las
siguientes (las posibles respuestas estan a continuacion de las preguntas en cursiva):

1. Explique el propésito, los productos, las herramientas y el proceso de la
ingenieria genética. El propdsito de la ingenieria genética es abordar
la necesidad de tratar enfermedades que son resultado de la falta de una
proteina funcional. Los productos asociados con la ingenieria genética son
proteinas funcionales. Las herramientas asociadas con la ingenieria genética
son los plasmidos, las enzimas de restriccion y las bacterias. El proceso de
ingenieria genética consiste en transferir un gen humano a un plasmido,
insertar el plasmido en bacterias, clonar el plasmido y purificar la proteina
fabricada por la bacteria.

2. Revise la Figura 2.4/2A.4/5B.4 en la pagina B-10/C-11/D-9. ¢En qué parte
de este proceso utilizaria el pipeteo y la electroforesis en gel? E/l pipeteo
se usa en cada paso, y la electroforesis en gel se usa para confirmar que
la digestion de la enzima de restriccion funciond y que se obtuvo el plasmido
recombinante correcto.

3. ¢Como usa la célula las instrucciones en el ADN para producir proteinas?
La transferencia de informacién del ADN a la proteina ocurre en dos pasos:
transcripcion y traduccidn. Transcripcion es la copia del gen del ADN en el ARN
mensajero (ARNm). Traduccion es la sintesis de la proteina usando el ARNm.
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4.

¢Por qué es importante que los cientificos tengan un conocimiento profundo
de biologia asi como de las competencias de laboratorio? Para producir un
producto a partir de un gen, los cientificos necesitan conocimiento cientifico
de las enfermedades genéticas, ADN y procesos celulares para disefiar los
procedimientos de laboratorio, y necesitan competencias de laboratorio para
llevar a cabo esos procedimientos.

En este programa leerd acerca de como los cientificos modifican un plasmido
bacteriano agregando un gen humano para producir proteinas terapéuticas
humanas. {De qué manera este proceso ayuda a tratar las enfermedades
genéticas? Las personas que carecen de las proteinas humanas pueden usar las
proteinas producidas por las bacterias para tratar los sintomas de su enfermedad.

Antes de que la ingenieria genética produjera la insulina humana, las
personas usaban insulina extraida del ganado que era similar (pero no
exactamente igual) a la insulina humana. ; Cuales podrian ser los beneficios
de la insulina genéticamente modificada sobre la insulina extraida del
ganado? La insulina genéticamente modificada tiene las siguientes ventajas
en comparacion con la insulina extraida del ganado: (1) es mds facil obtener
grandes cantidades, (2) es exactamente igual a la insulina humana, por lo
que es menos probable que cause una reaccion adversa, y (3) resuelve las
preocupaciones éticas sobre el uso de animales.

¢Cudles son algunos posibles riesgos que podrian estar asociados con el

uso de células bacterianas para producir proteinas humanas? Las bacterias
podria liberarse al medioambiente. Un posible resultado de esta liberacion

es que las bacterias que tienen resistencia a los antibidticos pueden transmitir
la resistencia a otras bacterias, incluidas las bacterias dafinas. Otro riesgo

es que el producto del gen humano fabricado por las bacterias podria ser
ligeramente diferente de la proteina producida en las células humanas,
produciendo asi efectos secundarios riesgosos, o el producto podria sufrir

un cambio no detectado y dejar de ser efectivo o seguro para el uso humano.

SEGURIDAD DEL LABORATORIO

Es fundamental ensefiar a los alumnos la seguridad del laboratorio adecuada durante
las experiencias del laboratorio. Los protocolos de laboratorio utilizados en el
programa ABE se designan como Nivel 1 de seguridad de laboratorio, lo que requiere
precauciones minimas. Sin embargo, dado que los alumnos trabajan con materiales
de laboratorio reales, estos protocolos ofrecen una excelente oportunidad para
ensefar a los alumnos buenas practicas en términos de seguridad de laboratorio.
Cabe sefalar que en los capitulos 5 y 6 los alumnos trabajan con células de E. coli.

Si bien la cepa de células utilizada en ABE es bastante benigna, es importante que los
alumnos sigan las buenas practicas y tomen precauciones al realizar los laboratorios.

Todos los alumnos deben conocer las siguientes precauciones basicas de seqguridad
de laboratorio:

El cabello largo debe permanecer atado.
No debe comer ni beber en el laboratorio, ni guardar alimentos o bebidas aqui.
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Debe mantener los bancos y mesas del laboratorio despejados y solo deben
mantener alli materiales de laboratorio, cuadernos e implementos.

Debe manipular los materiales y equipos con cuidado, y nunca deben usar
quimicos y colorantes sin la supervisién adecuada.

Debe asegurarse de que todos los cultivos, quimicos, desinfectantes y medios
estén etiquetados de manera clara con nombres y fechas. Si son peligrosos,
incluya la informacion de peligro adecuada.

Use gafas de laboratorio en todo momento.

Conozca la ubicacion de la estacion de lavado de ojos y el lavabo mas cercanos.
Cubra cualquier corte que tenga en las manos con una venda. Se pueden usar
guantes como proteccion adicional.

Lleve a cabo los siguientes procedimientos de seguridad cuando trabaje con
microorganismos:

Trate todos los microorganismos como si fueran patégenos.

Use guantes desechables cuando manipule bacterias en el laboratorio de

transformacion (Laboratorio 5/5A/5B).

Al manipular tubos de microcentrifuga, puntas de pipeta, esparcidores

de células y placas de Petri, evite derrames y cualquier contacto innecesario.

Informe al profesor si se produce un derrame.

Lavese las manos con un jabén desinfectante antes y después de trabajar

con microorganismos. El jabén no desinfectante eliminara las bacterias de

la superficie y se puede usar si no hay jabén desinfectante disponible. Se

pueden usar guantes como proteccion adicional.

Manejo de los residuos del laboratorio:

+ Coloque todo el equipo que entre en contacto con las bacterias en una
bolsa de residuos con riesgo biolégico bien etiquetada.

+ No deposite desechos liquidos en la bolsa de residuos con riesgo biolégico.
Vierta los desechos liquidos en un recipiente especialmente designado.

+ Devuelva la bolsa de residuos con riesgo bioldgico con el kit para
esterilizar en autoclave y volver a utilizar.

¢ Esterilice el desecho liquido agregando una solucién de lejia al 10 %

y luego vertiéndolo por el desague.

Limpieza:

¢ Limpie los derrames de inmediato, con precauciéon. Remoje el derrame
con una solucién de lejia al 10 % y cubralo con toallas de papel.
Después de dejar que el derrame se remoje en el blanqueador durante
dos minutos, limpie cuidadosamente y coloque los materiales en la
bolsa de residuos con riesgo bioldgico. Lave el &rea nuevamente con
desinfectante.

+ Use una solucion de lejia al 10 % para desinfectar todos los bancos
y areas de trabajo antes y después de trabajar con microorganismos.

+ Si hay fragmentos de vidrio, use un cepillo especialmente designado y un
recogedor para barrerlos. Coloque los fragmentos en una solucién de lejia
al 10 %, luego drene y deséchelos, de acuerdo con las normas locales.

+ Use gafas resistentes a productos quimicos y tenga cuidado al manipular
la solucion de lejia.

¢+ Conozca la ubicaciéon de la estacion de lavado de ojos y el lavabo
mas cercanos.

NOTA: No permita que los alumnos manejen la solucién de lejia.
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PREPARACION DE MATERIALES

Antes de comenzar, debe familiarizarse con los procedimientos de laboratorio
en cada capitulo, la preparacién requerida y los materiales que necesitara. La
preparacion de materiales en cada capitulo supone 12 grupos de 2 o 3 alumnos.
Si tiene mdas o menos grupos de laboratorio, ajuste la cantidad de materiales de
manera correspondiente. La siguiente informacién lo ayudara con estos ajustes.

NOTA: Algunos laboratorios requieren una preparacion varios dias antes del
laboratorio, asi que lea la seccion Preparacion para cada capitulo que planea usar
antes de comenzar el programa.

NOTA: El tiempo de preparacién que se requiere para los laboratorios ABE es
importante. Puede pedirles a los alumnos que estan interesados en adquirir
competencias de laboratorio que lo ayuden con la preparacion.

MATERIALES NECESARIOS POR GRUPO

Las siguientes tablas incluyen solo aquellos materiales para los cuales necesitara
ajustar cantidades dependiendo de cuantos grupos de alumnos tenga en cada
clase.
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PESTANA A

Sesion/

Laboratorio

Paso de
preparacion

Material

Cantidad
necesaria
por grupo

Capitulo 1, Sesiéon 1,
Laboratorio 1.1

Preparacion
adicional y
materiales para el
Laboratorio 1.1

Prepare juegos
de materiales;
cada uno de ellos
debe incluir lo

Una gradilla de plastico para
tubos de microcentrifuga con
un tubo de microcentrifuga con
solucion de colorante rojo (RD)

Micropipeta P-20

Caja de puntas de pipetas
desechables

al 0,8 %

siguiente: Hoja de practica de
. . . . 1
micropipeta laminada (del kit)
Uno por cada
Contenedor de residuos P
dos grupos
Prepare geles SB 20x 1.5 ml
de agarosa para Agua destilada (dH,0) 28.5ml
el Laboratorio Prepare la A 024
1.22 (se pueden solucién de garosa <49
preparar con agarosa: Bolsas con cierre de tamafio
varios dias de sandwich o de un cuarto 1
anticipacion) de galén
Prepare SB 1x 5B 20x 2.5 ml
(se puede preparar dH,0 47.5 ml
con va'rr.ios c.ll:as Frasco de 50 ml etiquetado Uno por cada
de anticipacion): “SB 1x" dos grupos
Gradilla de plastico para tubos
de microcentrifuga con:
Capitulo 1, Sesién 2, i.  Tubo de microcentrifuga
Laboratorio 1.2 de colorante rojo (RD)
ii. Tubo de microcentrifuga de 1
Preparacion solucién de colorante 1 (51)
adicional y _ iii. Tubo de microcentrifuga de
materiales para el | Prepare juegos solucion de colorante 2 (S2)
Laboratorio 1.2 de materiales; iv. Tubo de microcentrifuga de
cada uno de ellos solucién de colorante 3 (S3)
incluir | . -
del:.>e |r1c uirio Micropipeta P-20 1
siguiente:
Caja de puntas de pipetas 1
desechables
Placas de practica de pipeteo
cargadas con gel de agarosa 2

Contenedor de residuos

Uno por cada
dos grupos

2Se requieren las cantidades de los materiales enumerados para hacer un gel, que puede ser usado por dos grupos.
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PESTANA A (CONTINUACION)

Sesion/

Laboratorio

Paso de
preparacion

Material

Cantidad
necesaria
por grupo

Capitulo 1, Sesion 3,
Laboratorio 1.3
(Opcional)

Preparacion
y materiales
adicionales para
el Laboratorio
opcional 1.3

Copie el Master
reproducible
1y reuna los

siguientes
materiales:

Laboratorio 1.3: Examen de
precision de micropipetas
(RM 1)

Una copia por
alumno

Rejilla de plastico para tubos
de microcentrifuga con un
tubo de microcentrifuga

de dH,0O

Micropipeta P-20

Caja de puntas de pipetas
desechables

Tubos de microcentrifuga
de 1.5 ml

Marcador permanente

1

Gotero

1

Contenedor de residuos

Uno por cada
dos grupos
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PESTANA B

Sesion/

Laboratorio

Capitulo 2,
Sesion 2

Paso de
preparacion

Fotocopie los
folletos y retina
los materiales
de Clone ese gen

Copie los Masters
reproducibles
y retina los
siguientes
materiales:

Material

Diagrama de plasmidos (RM 2)

Cantidad
necesaria
por grupo

1 copia
(por pareja)

Secuencia de ADN humano (RM 3)

1 copia
(por pareja)

Tijeras

1 (por pareja)

Cinta

1 rollo
(por pareja)

Capitulo 2,
Sesion 3,
Laboratorio 2

Alicuotas de
reactivos para
el Laboratorio 2
(se pueden hacer

Etiquete cinco
tubos de
microcentrifuga
de 1.5 mldela

siguiente manera:

Tubo de microcentrifuga marcado
con “2.5B"

1

Tubo de microcentrifuga marcado
con “K”

Tubo de microcentrifuga marcado
con “A”

Tubo de microcentrifuga marcado
con “RE”

Tubo de microcentrifuga marcado
con “dH,0"

Tampon de restriccion 2.5x en el

con varios dias de tubo marcado con “2.5xB"” 200l
anticipacion) Pipetee los Soluciéon de plasmido pKAN-R en 10.0 L
reactivos en un tubo marcado con “K”
los tubos de Solucion de plasmido pARA en el 10,0 4L
microcentrifuga tubo marcado con “A”
de la siguiente Enzimas de restriccion en el tubo 5.0 4l
manera: marcado con “RE”
Agua destilada en el tubo marcado
con “dH,0" 1,000 uL
Gradilla de plastico para tubos de
microcentrifuga con:
i.  Tubo de microcentrifuga
marcado con “2.5xB”
ii. Tubo de microcentrifuga de K 1
iii. Tubo de microcentrifuga A
Prepare juegos iv. Tubo de microcentrifuga RE
Redna los de materiales; v. Tubo de microcentrifuga de
materiales para el | cada uno de ellos dH,0
laboratorio 2 dek')e ihcluir lo Micropipeta P-20 1
siguiente: Caja de puntas de pipetas 1
desechables
Tubos de microcentrifuga de 1.5 ml 4

Marcador permanente

1

Contenedor de residuos

Uno por cada
dos grupos
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PESTANA B (CONTINUACION)

Sesion/
Laboratorio

Capitulo 3,
Sesion 2,
Laboratorio 3

Paso de

preparacion

Alicuotas de
reactivos para
el Laboratorio 3
(se pueden hacer
con varios dias de

Etiquete tres
tubos de
microcentrifuga
de 1.5ml dela

siguiente manera:

Material

Tubo de microcentrifuga marcado
con “LIG"

Cantidad
necesaria
por grupo

Tubo de microcentrifuga marcado
con “5xB"”

Tubo de microcentrifuga marcado
con “dH,0"

NOTA: Este tubo puede estar
disponible de laboratorios anteriores

ADN ligasa en el tubo marcado

anticipacion) Pipetee los o 2.0 ul
reactivos en LIG
los tubos de Tampon de ligacion 5x en el tubo
. . 4.0 pl
microcentrifuga marcado “5xB”
de la siguiente Agua destilada en el tubo marcado 1000 UL
manera: con “dH,0" AO0
Gradilla de plastico para tubos de
microcentrifuga con:
i.  Tubo de microcentrifuga
de pKAN-R digerido del
laboratorio 2 (K+)
ii. Tubo de microcentrifuga de
pARA digerido del laboratorio 1
Prepare los 2 (A+)
conjuntos de iii. Tubo de microcentrifuga
Reuna los

materiales para el
laboratorio 3

materiales; cada
uno de ellos
debe incluir lo
siguiente:

de LIG

iv. Tubo de microcentrifuga
de 5xB

v. Tubo de microcentrifuga
de dH,O

Micropipeta P-20

Caja de puntas de pipetas
desechables

Marcador permanente

1

Contenedor de residuos

Uno por cada
dos grupos
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PESTANA B (CONTINUACION)

.. Cantidad
Sesion/ Paso de Material \
. ., ateria necesaria
Laboratorio preparacion
por grupo
Preparar geles a. SB20x 1.5 ml
de agarosa para
el Lagoratorri)o 43 Prepare |a b dH,0 28.3 ml
(Puede prepararse solucion de ¢ Agarosa 0.249
con varios dias de agarosa: d. Bolsas con cierre de tamafo 1
anticipacion) sandwich o de un cuarto de galén
Etiquete a. Tubo de microcentrifuga marcado 1
dos tubos de con “LD"
microcentrifuga .
Alicuotas de de 1.5 ml de la b. Tubo de microcentrifuga marcado 1
reactivos pafra el siguiente manera: con “M"
Laboratorio 4 -
(se pueden preparar Plpe'Fee los a. Colorante de carga en el tubo 20.0 il
con varios dias de reactivos en marcado con “LD"
anticipacion) !OS tuboslde
microcentrifuga | b, Escalera de ADN en el tubo 10.0 uL
de la siguiente marcado con “M” ~H
manera:
Prepare SB a. SB20x 2.5ml
Ix(sepuede | gH0 47.5 ml
) preparar con _
el s, varios dias de | ¢ Frasco de 50 ml etiquetado con 1
Laboratorind entipacién | 2
a. Gradilla de plastico para tubos de
microcentrifuga con:
i.  Tubo de microcentrifuga de K-
ii. Tubo de microcentrifuga de K+
iii. Tubo de microcentrifuga de A-
Preparacion iv. Tubo de microcentrifuga de A+ 1
y materiales v. Tubo de microcentrifuga de LIG
adicionales para Copie el Master vi. Tubo de microcentrifuga de LD
el Laboratorio 4 reproducible y vii. Tubo de microcentrifuga de
prepare juegos dH,0
de materiales viii. Tubo de microcentrifuga de M
queincluyanlo |, Marcador permanente 1
siguiente: : .
Micropipeta P-20 1
d. Caja de puntas de pipetas 1
desechables
. Uno por cada
e. Contenedor de residuos P
dos grupos
. Una copia por
f.  Diagrama de escalera de ADN (RM 4) plap
alumno

3Las cantidades de los materiales enumerados haran un gel, que puede ser usado por dos grupos.
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PESTANA B (CONTINUACION)

Sesion/

Laboratorio

Capitulo 5,
Sesion 1-3,
Laboratorio 5

Paso de
preparacion

Etiquete dos
tubos de
microcentrifuga
de la siguiente
manera:

Material

Tubo de microcentrifuga de 1.5 ml
marcado con “LB”

Cantidad
necesaria
por grupo

Tubo de microcentrifuga de 1.5 ml
marcado “CC”

Pipetee el
reactivo en el

Caldo Luria (LB 350 pl
tubo marcado aldo Luria (LB) H
con “LB”
Gradilla de plastico para tubos de
Alicuotas de microcentrifuga con:
reactivos y i.  Tubo de microcentrifuga de LB 1
materiales para el ii. Tubo de microcentrifuga
Laboratorio 5 de plasmido ligado del
(se pueden preparar laboratorio 3 (LIG)
con varios dias de . Tubos de microcentrifuga de 1.5 ml 2
L Prepare juegos
anticipacion) ] Marcador permanente 1
de materiales; 1 oar
cada uno de ellos Guantes desechables P
debe incluir lo (por alumno)
iquiente: Micropipeta P-20 1
siguiente: Micropipeta P-200 1
Caja de puntas de pipetas 1
desechables
3 placas Petri con agar: 1
i.  Placa LB (una franja) 1
ii. Placa LB/amp (dos franjas)
iii. PlacaLB/amp/ ara (tres franjas) 1
Taza de poliestireno 1
Esparcidores de células 2
1 rollo
Cinta de color (por cada dos
Copie el Master grupos)
i Recipiente d leccion d
repro’duable ec.lplen ? ?reco eccion de 1 (por cada
. y redna los residuos liquidos, como un vaso de
Alicuota de . .. B 1-2 grupos)
. otros materiales precipitado pequefio
reactivos y

materiales para
el Laboratorio 5
(para preparar
justo antes del
laboratorio)

necesarios para el
laboratorio:

Bolsa de residuos con riesgo
biolégico (para materiales que
entran en contacto con células
de E. coli.

Uno por cada
dos grupos

Predicciones de crecimiento

Una copia por

bacteriano (RM 5) alumno
Prepare células Tubo de microcentrifuga de 1.5 ml 1
competentes helado con la etiqueta “CC”
15 minutos antes
de que los alumnos i .
Células de E. coli competentes 100 pl

comiencen
el laboratorio:
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PESTANA C

., Cantidad
Sesion/ Paso de . )
. ., Material necesaria por
Laboratorio preparacion
grupo
1 copia
. Diagrama de plasmidos (RM 2) P .
. Copie los Masters (por pareja)
Fotocopie los . - -
i ) reproducibles Secuencia de ADN humano 1 copia
Capitulo 2A, folletos y retina ) .
L . y retina los (RM 3) (por pareja)
Sesion 2 los materiales ‘quient Ti m )
siguientes ijeras or pareja
de Clone ese gen 9 . J por parej
materiales: . 1 rollo
Cinta .
(por pareja)
Tubo de microcentrifuga 1
. marcado con “2.5xB"
Etiquete cuatro - -
Tubo de microcentrifuga
tubos de 1
. i marcado con “PR”
microcentrifuga - .
. Tubo de microcentrifuga
Alicuotas de de 1.5 ml de la 1
. - marcado con “RE”
reactivos para el | siguiente manera: - -
. Tubo de microcentrifuga
Laboratorio 2A 1
marcado con “dH,0"
(se pueden - ——
Tampdn de restriccion 2.5x en
preparar con . 12.0 pl
. , Pipetee los el tubo marcado con “2.5xB”
varios dias de . — ——
L, reactivos en Solucién de plasmido pARA-R
anticipacion) 10.0 pL
los tubos de en el tubo marcado con “RP”
microcentrifuga Enzimas de restriccién en el 3.0 Ul
de la siguiente tubo marcado con “RE” o H
manera: Agua destilada en el tubo
1,000 pL
marcado con “dH,0"
Gradilla de plastico para tubos
Capitulo 2A, de microcentrifuga con:
Sesion 2,
LSt s A i. Tubo de microcentrifuga
de 2.5xB
ii. Tubo de microcentrifuga 1
de RP
iii. Tubo de microcentrifuga
. de RE
Prepare juegos ) ) )
Relna los de materiales: iv. Tubo de microcentrifuga
. de dH,O
materiales para el | cada uno de ellos - —2
laboratorio 2A debe incluir lo Ml.croplpeta P-20 _ !
siguiente: Caja de puntas de pipetas 1
desechables
1 par

Guantes desechables

(por alumno)

Tubos de microcentrifuga de
1.5 ml

2

Marcador permanente

1

Contenedor de residuos

Uno por cada dos
grupos
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PESTANA C (CONTINUACION)

Sesion/

Laboratorio

Capitulo 4A,
Sesiones 1y 2,
Laboratorio 4A

Cantidad
Paso de . .
., Material necesaria por
preparacion
grupo
Prepare geles de SB 20x 1.5 ml
agarosa para el dH.O 28.5 ml
5 .
Laboratorio 4A* P I
aboratorio rep.alre a Agarosa 0249

(se pueden solucién de
preparar con agarosa: Bolsas con cierre de tamafno
varios dias de sandwich o de un cuarto de 1
anticipacién) galén

Etiquete Tubo de microcentrifuga 1
dos tubos de marcado con “LD"
i microcentrifuga
Allfuotas de J Tubo de microcentrifuga
reactivos para el de 1.5 mldela L 1
Lo marcado con “M
Laboratorio 4A siguiente manera:

(se pueden Pipetee los Colorante de carga en el tubo 0.0 Ul
preparar con reactivos en los marcado con “LD" oK
varios dias de tubos de
anticipacion) microcentrifuga Escalera de ADN en el tubo 10.0 uL

de la siguiente marcado con “M" oK
manera:

Prepare SB 1x SB 20x 2.5 ml
(se puede dH,0 47.5 ml

Preparacion

y materiales
adicionales para
el Laboratorio 4A

preparar con
varios dias de
anticipacion):

Frasco de 50 ml etiquetado con
IISB 1X"

Uno por cada dos
grupos

Copie el Master
reproducible y
prepare juegos
de materiales
que incluyan lo
siguiente:

Gradilla de plastico para tubos
de microcentrifuga con:

i. Tubo de microcentrifuga
de pARA digerido del
laboratorio 2A (R+)

ii. Tubo de microcentrifuga
de pARA-R no digerido del
laboratorio 2A (R-)

iii. Tubo de microcentrifuga
de LD

iv. Tubo de microcentrifuga
de M

Micropipeta P-20

1

Caja de puntas de pipetas
desechables

1

Contenedor de residuos

Uno por cada dos
grupos

Diagrama de escalera de ADN
(RM 4A)

1 copia
(por estudiante)

“4Las cantidades de los materiales enumerados haran un gel, que puede ser usado por dos grupos.
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PESTANA C (CONTINUACION)

Sesion/

Laboratorio

Capitulo 5A,
Sesion 1-3,
Laboratorio 5A

Paso de
preparacion

Material

Cantidad
necesaria por

grupo

Eti a. Tubo de microcentrifuga 1
tiquete marcado con “LB”
tres tubos de - -
. i b. Tubo de microcentrifuga
microcentrifuga . 1
marcado con “RP
de 1.5 mlde la Tubo d - ”
siguiente manera: C. ubo de microcentrifuga 1
marcado con “CC”
Pipetee los a. Caldo Luria en el tubo marcado
: i 350 pl
reactivos en con “LB
los tubos de
microcentrifuga b. Plasmido recombinante
S PARA-R en el tubo marcado 12.0 pl
de la siguiente
. con “RP”
manera:
a. Gradilla de plastico para tubos
Alicuotas de . P . P .
. de microcentrifuga con:
reactivos y
materiales para i Tubo de microcentrifuga 1
el Laboratorio 5A de LB
(se pueden ii. Tubo de microcentrifuga
preparar con de RP
varios dias de b. Tubos de microcentrifuga de 5
anticipacion) i 1.5ml
Prepare JUEGOS | ¢ Marcador permanente 1
de materiales; 1 oar
cada uno de ellos | d. Guantes desechables p
. . (por alumno)
debe incluir lo - -
L . e. Micropipeta P-20 1
siguiente: - -
f.  Micropipeta P-200 1
g. Caja de puntas de pipetas 1
desechables
h. 3 placas Petri con agar:
i. Placa LB (una franja) 1
ii. Placa LB/amp (dos franjas)
iii. PlacalB/amp/ara 1
(tres franjas)
a. Taza de poliestireno 1
b. Esparcidores de células 2
c. Cinta de color ! rch::) prf:r Zasda
Copie el Master - - grup
. e. Bolsa de residuos con riesgo
reproducible y N .
i biolégico (para materiales que | Uno por cada dos
i reuna los otros X
Alicuota de . entran en contacto con células grupos
- materiales
reactivos y . | de E. coli).
materiales para necesarios para € e. Contenedor de recoleccién
) laboratorio: :
el Laboratorio 5A de residuos liquidos, como un Uno pc;Lci::a dos
(para preparar vaso de precipitado pequeno grup
justo antes del f.  Predicciones de crecimiento Una copia por
laboratorio) bacteriano (RM 5) alumno
Prepare células | a. Tubo helado con la etiqueta 1
competentes "cC”
15 minutos antes
de que los alumnos
9 b. Células de E. coli competentes 100 pl

comiencen el
laboratorio:
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PESTANA D

Sesion/
Laboratorio

Paso de
preparacion

Material

Cantidad

necesaria por
grupo

Fotocopie los

Copie los Masters
reproducibles y

Diagrama de plasmidos
(RM 2)

1 copia
(por pareja)

Secuencia de ADN humano

1 copia

Capitulo 5B, folletos y retina retina los (RM 3) (por pareja)
Sesioén 2 los materiales . B ]
de Clone ese gen siguientes Tijeras 1 (por pareja)
materiales:
. 1 rollo
Cinta .
(por pareja)
) Tubo de microcentrifuga 1
Etiquete tres marcado con “LB”
tubos de
. i Tubo de microcentrifuga
microcentrifuga 1
de 1.5 ml de | marcado con “RP”
e1.5mldela
siguiente manera: Tubo de microcentrifuga 1
marcado con “CC”
Pipetee los Caldo Luria en el tubo 350 Ul
reactivos en marcado con “LB” H
los tubos de . .
microcentrifuga Plasmido recombinante
de la siguiente pPARA-R en el tubo marcado 12.0 pl
con “RP”
manera:
Gradilla de plastico para
) tubos de microcentrifuga
Alicuotas de con:
reactivos y 1
Capitulo 5B, materiales para el i Tubo de microcentrifuga
Sesion 3-5, Laboratorio 5B (se de LB
Laboratorio 5B | pueden preparar ii.  Tubo de microcentrifuga
con varios dias de de RP
anticipacién) Tubos de microcentrifuga de 5
1.5 ml
Prepare juegos
de materiales; Marcador permanente 1
cada uno de ellos 1 par

debe incluir lo
siguiente:

Guantes desechables

(por alumno)

Micropipeta P-20

1

Micropipeta P-200

1

Caja de puntas de pipetas
desechables

3 placas Petri con agar:

i. Placa LB (una franja)

ii. Placa LB/amp (dos franjas)

iii. PlacalLB/amp/ara (tres
franjas)
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PESTANA D (CONTINUACION)

Sesion/

Laboratorio

Paso de
preparacion

Material

Cantidad
necesaria por

grupo

Capitulo 5B,
Sesién 3-5,
Laboratorio 5B

(Continuacion)

Alicuotas de
reactivos y
materiales para
el Laboratorio 5B
(para preparar
justo antes del
laboratorio)

Copie el Master
reproducible y
reuna los otros
materiales
necesarios para el
laboratorio:

Taza de poliestireno

1

Esparcidores de células

2

Cinta de color

1 rollo por cada
dos grupos

Bolsa de residuos con riesgo
biolégico (para materiales
que entran en contacto con
células de E. coli).

Uno por cada dos
grupos

Contenedor de recoleccién
de residuos liquidos, como
un vaso de precipitado
pequeno

Uno por cada dos
grupos

Predicciones de crecimiento

Una copia por

bacteriano (RM 5) alumno
Prepare células Tubo helado con la etiqueta
competentes ucen 1
15 minutos antes
de que los alum-
nos comiencen Células de E. coli. 100 pl

el laboratorio:
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PESTANA E

Sesion/
Laboratorio

Paso de
preparacion

Material

Cantidad

necesaria por
grupo

Capitulo 6,
Sesion 2,
Laboratorio 6,
Parte A

Alicuotas de

Etiquete tres
tubos de
microcentrifuga
de 1.5 mlde la
siguiente manera:

Tubo de microcentrifuga
marcado con “EB”

Tubo de microcentrifuga
marcado con “LyB”

Tubo de microcentrifuga
marcado con “EC”

Pipetee los Tampén de elucién en el 200 ul
reactivos para el reactivos en tubo marcado “EB” H
Laboratorio 6, los tubos de
Parte A (se puede | microcentrifuga Tampon de lisis en cada tubo 160 ul
preparar uno o de la siguiente marcado con “LyB" 60 y
dos dias antes del manera:
laboratorio) Pipetee cultivo
en suspensién de
LB/amp/ara de . .
. Cultivo en suspensién de LB/
E. coli en el tubo i 1,000 pl (1 ml)
. | amp/ara de E. coli
de microcentrifuga
de la siguiente
manera:
Gradilla de plastico para
tubos de microcentrifuga
con:
i. Tubo de microcentrifuga
de E. coli (EC) 1
ii. Tubo de microcentrifuga
de EB
iii. Tubo de microcentrifuga
: de LyB
Prepare juegos
Reuna los pare Jueg

materiales para
laboratorio 6,
Parte A

de materiales;
cada uno de ellos
debe incluir lo
siguiente:

Contenedor de recolecciéon
de residuos liquidos, como
un vaso de precipitado
pequefio

Micropipeta P-200

Caja de puntas de pipetas
desechables

Marcador permanente

Bolsa de riesgo bioldgico
(para materiales que entran
en contacto con células de
E. coli).

Uno por cada dos
grupos
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PESTANA E (CONTINUACION)

Cantidad
Material necesaria por

grupo

Sesion/ Paso de

Laboratorio preparacion

a. Gradilla de plastico para
tubos de microcentrifuga con
un tubo de microcentrifuga
con EC de la Parte A

b. Los siguientes reactivos:®

i. Tampon de union (BB)
ii. Tampon de lavado (WB)
Prepare juegos iii. Tampon de eluciéon (EB)
. .. Reuna los . . , R
Capitulo 6, Sesion 2, . de materiales; iv. Tampoén de equilibrio de
. materiales para
Laboratorio 6, | laboratorio 6 cada uno de ellos columna (CEB)
Parte B el faboratorio & debe incluir lo ¢.  Tubos de microcentrifuga de

Parte B 2
siguiente: 1.5 ml

_ a A a

d. Columna de cromatografia 1

e. Contenedor de recoleccion
de residuos liquidos, como un 1
vaso de precipitado pequeino

f.  Micropipeta P-1,000 1

g. Caja de puntas de pipetas
desechables

ALICUOTAS DE REACTIVOS, ADN Y ENZIMAS

Los protocolos del laboratorio ABE se han escrito para minimizar la cantidad
de alicuotas que debe hacer; pero, no se ha eliminado por completo. Las
pautas para la separacion en alicuotas se incluyen para cada laboratorio en la
seccion Preparacion. Cuando sea adecuado, se hacen sugerencias que pueden
ahorrar tiempo de preparacion de las alicuotas. Por ejemplo, en lugar de hacer
una sola alicuota para cada grupo, hay momentos en que se puede hacer una
doble alicuota y dos grupos pueden compartir el reactivo.

PREPARACION DE SOLUCIONES

La mayoria de las soluciones en su kit estan en concentraciones de trabajo
para que no tenga que diluirlas antes de dividirlas en alicuotas para los
alumnos. Sin embargo, es posible que se le envien algunos a concentraciones
mas altas (es decir, concentracién de “stock”) que las concentraciones que los

°Se le entregara tubos de 15 ml de cada tampdn o un recipiente grande de cada tampodn. Si tiene los tubos de 15 ml, puede
entregar uno a cada grupo. Si tiene el recipiente mas grande, vierta 10 ml de cada tampdn en una serie de matraces que
pueden ser compartidos por dos grupos.
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alumnos realmente usan. Por ejemplo, el tampén de borato de sodio (SB, para
electroforesis) se proporciona a una concentracion stock de 20x; los alumnos solo
trabajaran con el SB en la concentracién 1x. Diluir un gran volumen de SB en la
concentracién de trabajo le ahorrara tiempo de preparacién.

NOTA: Una vez utilizado, SB 1x puede permanecer en la caja de
electroforesis o descartarse. Si tiene clases consecutivas, mantenga el
tampodn en las cajas de electroforesis para las clases que realizan el mismo
laboratorio.

Para calcular la dilucién de una concentraciéon de stock a una concentracién de
trabajo:

1. Determine cuanta solucién de trabajo necesita por grupo.
2. Multiplique el volumen necesario por grupo por el niumero de grupos.

3. Uselaférmula C\V, = C,V, para determinar el volumen de la solucién stock
(V,) a la concentracion del stock (C,) debera diluir para preparar el volumen
final de la solucién de trabajo (V,) en la concentracién de trabajo (C)).

4. Multiplique este volumen por el nimero de clases que tenga.

Ejemplo: Necesita preparar SB 1x para hacer geles de agarosa. Si cada una de
sus clases tiene 12 grupos de laboratorio, necesitara seis geles para cada clase.
Cada gel necesita aproximadamente 30 ml de SB 1x. El SB suministrado tiene una
concentracién de 20x. Tiene cinco clases en las que dirige los laboratorios de ABE.

e Determine cudnta solucion de concentracion de trabajo necesitara por
grupo:
30 ml de SB 1x por gel

e Multiplique el volumen necesario por grupo por el nimero de grupos.

30 ml x 6 geles = 180 ml

* Uselaférmula C\V,=C\V,
20x x V1 = 1x x 180 ml

V1= (1x x 180 ml) / 20x
V1 =9 ml de 20x SB

Necesita mezclar 9 ml de 20x SBy 171 ml de dH,O (desionizada
o destilada) para hacer 180 ml de 1x SB para una clase.

e Multiplique este volumen por el numero de clases que tiene:

5x9ml=45ml

Como tiene cinco clases, necesita mezclar 45 ml de 20x SB y 855 ml de
dH,0. Esto producira 900 ml de 1x SB, suficiente para las cinco clases.
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INFORMACION PEDAGOGICA ADICIONAL

Asi como los alumnos necesitan ayuda para realizar experimentos e interpretar
resultados, necesitan apoyo para utilizar las herramientas didacticas que son una
parte esencial de la investigacion cientifica. Independientemente de su dominio de
la lectura, los alumnos que se encuentran con textos cientificos a menudo necesitan
ayuda para entender lo que estan leyendo y aprender conceptos cientificos. Cada
capitulo tiene una o mas lecturas que cumplen diferentes funciones: involucrar a los
alumnos al relatar lo que estan a punto de aprender en situaciones de la vida real,
proporcionar la informacién de contexto necesaria para completar una actividad o
resumir las interpretaciones conceptuales que los alumnos deben haber adquirido.

Puede usar una serie de estrategias para apoyar a los alumnos en la lectura de
material cientifico. Algunas de las lecturas se pueden leer en voz alta durante la
clase, y algunas se pueden completar como tarea. En cualquier caso, la lectura
de los alumnos debe continuar con una serie de preguntas (quién, qué, por

qué, cuando y dénde) que se debatiran con toda la clase. Escribir las respuestas
en papel milimetrado con un dibujo relacionado con la idea principal y luego
publicarlas como referencia también puede ser efectivo. Los alumnos pueden
elaborar su propio glosario, usando sus propias palabras para definir vocabulario
desconocido. Pueden identificar palabras que no conocen, llevar las palabras

a un debate con toda la clase y agregarlas a su glosario.

COMO DIRIGIR DEBATES EN EL AULA

Los debates en clase son una estrategia integral para la ensefianza y el
aprendizaje en el programa ABE:

e Preguntas que hacen que los alumnos analicen o repasen una lectura, ya
sea solos o como parte de un grupo, pueden usarse para iniciar un debate.
Conforme se desarrolla el debate, los alumnos pueden plantear sus propias
preguntas.

¢ El debate a nivel de toda la clase brinda a los alumnos la oportunidad de
relatar experiencias de la vida real que podrian haber tenido sobre el tema
en cuestion, lo que hace que el curso sea auténtico, practico y pertinente.

e El debate se puede utilizar para generar ideas. Luego, los alumnos tienen la
oportunidad de explicar sus ideas y aportar pruebas para sus conclusiones.

e Los debates que requieren conocimiento previo pueden revelar ideas
preconcebidas sobre un tema.

e El proceso de criticar explicaciones en un foro publico permite a los alumnos
alcanzar una mayor profundidad de comprensién y confrontar ciertas ideas
preconcebidas.

¢ Los debates se pueden utilizar para informar la instruccion al permitirle
evaluar la comprensién previa, determinar el nivel de comprension de
los alumnos de los conceptos que se comentan y determinar la légica y el
razonamiento de los alumnos.
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Los alumnos pueden no estar acostumbrados a los debates en las aulas de ciencias.
Si alienta a todos los alumnos a participar y practicar el “tiempo de espera”
aumentara la participacién en la clase y la calidad de las respuestas. Si permite que
los alumnos tengan debates en grupos pequeios antes de participar en debates

a nivel de toda la clase brindara a los alumnos mas reticentes la oportunidad de
ganar confianza para hablar ante un grupo y conocer el valor de sus contribuciones.

Como facilitador, tiene varias tareas:

e Plantee preguntas que inviten a la reflexién.

e Divida las preguntas mas grandes en preguntas mas pequefias y manejables.

e Ayude a los alumnos a aclarar sus ideas reformulando o haciendo preguntas
diferentes.

e Mantenga el debate enfocado en los conceptos que se estan explorando.

e Ayude a los alumnos a practicar la “etiqueta” del debate al escuchary
responder a los demas.

CUADERNOS E INFORMES DE LABORATORIO

Cada estudiante debe usar un cuaderno de laboratorio que utilizara para
guardar todo su trabajo, incluidas las respuestas a las preguntas respondidas
individualmente o como parte de un grupo, notas tomadas durante los debates,
datos y comentarios registrados en investigaciones de laboratorio y tareas

de redaccion. Este cuaderno permitira a los alumnos referirse a sus ideas y
pensamientos, y les permitira a usted y a sus alumnos evaluar su progreso en

la comprensidn conceptual y monitorear las mejoras en habilidades tales como
redaccion, recopilacion de datos, analisis critico y pensamiento.

A medida que los alumnos participen en el programa ABE, brindeles la
oportunidad de escribir informes de laboratorio que sigan una secuencia de
crear una hipotesis, recopilar y analizar datos, y sacar conclusiones y afirmaciones
respaldadas por evidencia.

USO DE DIAGRAMAS DE FLUJO EN EL LABORATORIO

Dada la complejidad de algunos de los protocolos de laboratorio de ABE, sera
muy dificil para los alumnos completar los laboratorios a tiempo y correctamente
si no revisan los protocolos de antemano. Ademas, dado que hay muchos pasos
para cada protocolo, los alumnos deben desarrollar un diagrama de flujo para
trabajar durante cada laboratorio. Los alumnos deben desarrollar diagramas

de flujo que sean lo suficientemente detallados como para que no necesiten
consultar la Guia del estudiante durante el laboratorio y que les permita
registrar notas durante el experimento.

Se proporcionan diagramas de flujo de muestra para cada laboratorio y

como Masters reproducibles en el sitio web del programa. Para los primeros
laboratorios, es posible que desee proporcionar a los alumnos una muestra, ya
sea completa o parcial.

Revise el diagrama de flujo de cada estudiante antes de que comience el laboratorio.
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Los enlaces a los recursos que puede utilizar para mejorar el aprendizaje de
los alumnos estan disponibles en el sitio web del programa. Estos recursos
incluyen videos, articulos relacionados con el contenido del plan de estudios
y laboratorios que pueden usarse para ampliar el aprendizaje de los alumnos.

Se utilizan iconos en las Guias del maestro y del estudiante para llamar la
atencion sobre diversos aspectos del plan de estudios. La siguiente es una lista de
esos iconos y sus significados.

Guia del Guia del

icono Significado ]
estudiante maestro

¢SABIA?: Informacién general
sobre los conceptos que se \/
tratan en el capitulo.

DETENGASE Y PIENSE: Preguntas
clave para mejorar la comprension ‘/
de los alumnos de los protocolos

AN

de laboratorio.

CONSIDERAR: Preguntas clave
para mejorar la comprension ‘/
de los alumnos sobre conceptos
biolégicos importantes.

SEGURIDAD: Recordatorios de
técnicas clave de seguridad en /
el laboratorio.

TECNICA DE LABORATORIO:

Técnicas de laboratorio utiles ‘/
para mejorar la eficiencia y los
resultados.

IDEAS CLAVE: Conceptos
importantes que son centrales
para cada sesién.

RECURSOS: Informacion sobre
los recursos encontrados en el
sitio web del programa.

IR MAS ALLA: Areas sugeridas
para ir mas alla del plan de
estudios.

ESTRATEGIA: Sugerencias de
mejores practicas al ensefiar
este contenido.

N N A N N I N B NI N

HOOUCSA QS
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INTRODUCCION AL PROGRAMA
AMGEN BIOTECH EXPERIENCE
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DESCRIPCION GENERAL

La Introduccién al Programa proporciona un contexto para las experiencias
de laboratorio que sus alumnos tendran en Amgen Biotech Experience (ABE).
Los alumnos leen sobre ingenieria genética e investigacion biofarmacéutica
(biofarmacia).

SUPUESTOS DEL CONOCIMIENTO PREVIO

Los estudiantes ya deben saber lo siguiente:

e Larelacion entre el ADN, los genes, las proteinas y los rasgos, especificamente,
que los genes contienen el codigo para fabricar una proteina y que las
proteinas son moléculas que se utilizan para fabricar ydesarrollar la célula,
por lo que son responsables de los rasgos.

OBJETIVOS DE APRENDIZAJE

Al final de la Introduccion al programa, los alumnos podran hacer lo siguiente:

e Explicar que la ingenieria genética crea organismos genéticamente
modificados que producen proteinas humanas a partir del ADN humano.

e Explicar cobmo se puede usar la ingenieria genética para tratar algunas
enfermedades.

RESULTADOS EVALUADOS

e Evalue la capacidad de cada estudiante para explicar que la ingenieria
genética crea organismos genéticamente modificados que producen
proteinas humanas a partir del ADN humano y cémo la ingenieria genética
puede usarse para tratar algunas enfermedades al revisar el trabajo de los
alumnos sobre el K-W-L y el Muro de palabras en la segunda sesion.
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SECUENCIA DE ACTIVIDADES SUGERIDA

¢ Haga que los alumnos comiencen un K-W-L sobre los conceptos de
biotecnologia y la industria biofarmacéutica. (10 minutos)

e Haga que los alumnos lean ;Qué es la biotecnologia? Dirija un debate sobre
la lectura. (35 minutos)

¢ Haga que los alumnos comiencen un K-W-L sobre los conceptos de
biotecnologia y la industria biofarmacéutica. (20 minutos)

e Haga que los alumnos creen un Muro de palabras que defina las palabras en
¢ Qué es la biotecnologia? (20 minutos)

e Haga que los alumnos registren una pregunta relacionada con el
contenido de ;Qué es la biotecnologia? (5 minutos)
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Familiaricese con el contenido de la descripcién general del plan de estudios
y de esta introduccion. Elija y marque un video que muestre debates sobre
biotecnologia y sus contribuciones.

MATERIALES PARA ACTIVIDADES DE LECTURA

Reuna los siguientes materiales y distribuyalos a los alumnos segun sea necesario:

e Tres hojas de papel de periddico, con la etiqueta “Saber (K)"”, “Quiero saber
(W)" y “Aprendido (L)", respectivamente

e Marcadores

¢ Resaltadores o notas adhesivas para tomar notas

¢ Una ficha o nota adhesiva por estudiante

e (Cinta adhesiva o cinta de enmascarar

IDEAS CLAVE: La ingenieria genética permite a los humanos insertar

ADN humano en otros organismos y luego hacer que estos organismos g
genéticamente modificados produzcan proteinas humanas. Estas proteinas

se pueden usar para tratar una amplia variedad de enfermedades y ayudar

a millones de personas.

Haga que los alumnos comiencen un K-W-L sobre los conceptos de biotecnologia
y la industria biofarmacéutica. (10 minutos)

Publique las hojas preparadas de papel de periédico: “Saber (K)”, “Quiero saber
(W)" y “Aprendido (L)". Pida a los alumnos que indiquen lo que ya saben sobre
biotecnologia (“K"”) y lo que quieren saber (“W"), y que anoten esto en el papel
periédico. Mantenga las hojas publicadas en el aula durante el programa.

ESTRATEGIA: Después de cada laboratorio o lectura, vuelva a visitar la hoja
“W" y comience a agregar a la hoja “L". Revise las hojas “W" y “L" al final del
programa para evaluar cémo ha evolucionado el conocimiento de los alumnos
sobre este campo.

Haga que los alumnos lean ;Qué es la biotecnologia? Dirija un debate sobre
la lectura. (35 minutos)

En esta lectura, los alumnos aprenden que la biotecnologia comenzé después
del descubrimiento de los plasmidos y las enzimas de restriccién y que se utiliza
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para desarrollar productos y tecnologias que mejoran la salud humana, crean
combustibles para impulsar el mundo y desarrollan mejores sistemas para la
produccién de alimentos. Recuerde a los alumnos que usen el Glosario para
buscar términos cientificos si necesitan ayuda para entender la lectura.

Muestre uno o mas videos que presenten debates sobre biotecnologia y sus
contribuciones. Después de ver los videos, pida a los alumnos que intercambien
ideas sobre el futuro y la promesa de la biotecnologia.

RECURSOS: Los enlaces a los videos que puede mostrar a los alumnos estan
disponibles en el sitio web del programa.

Para ayudar a los alumnos a comprender la lectura y los videos, pidales que trabajen
en grupos de dos a cuatro y lleven a cabo las siguientes estrategias de lectura:

e Destaque o registre en notas adhesivas cualquier palabra y concepto que
considere importante mientras leen.

e Registre las preguntas que tengan sobre la lectura o el contenido
relacionado.

Diga a los alumnos que compartiran algunas de sus notas y preguntas en la
siguiente clase.

ESTRATEGIA: Mientras dirige el debate, emplee las siguientes practicas
y técnicas:

e Dé alos alumnos tiempo para evaluar las respuestas de los demas.
e Pida aclaraciones.

¢ Pida una explicacion.

¢ Replantee o reformule.

e Pida un ejemplo.

¢ Pida evidencia.

e Proporcione ejemplos y contraejemplos.

¢ Pida a los alumnos que aporten una explicacion.

¢ Pida a los alumnos que evallien una respuesta.

IDEAS CLAVE: Los investigadores biofarmacéuticos estudian la biologia humana
para comprender mejor como desarrollar soluciones para mejorar la vida de las
personas que padecen enfermedades graves.

Haga que los alumnos comiencen un K-W-L sobre los conceptos de biotecnologia
y la industria biofarmacéutica. (20 minutos)

Pida a los alumnos que vuelvan a examinar la hoja “W" y comiencen a agregar
a la hoja “L", utilizando lo que aprendieron en ;Qué es la biotecnologia?
Explique a los alumnos que realizaran actividades y laboratorios en los préximos
dias que les daran una mejor idea de la biotecnologia y la biofarmacia.
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ESTRATEGIA: Si los alumnos necesitan apoyo adicional para comprender la
lectura, dirija un debate en clase formulando las siguientes preguntas:

¢ ;Qué idea importante sacé de esta lectura?
e ;Como cree que la informacion de esta introduccion se relaciona con los
laboratorios que esta a punto de realizar?

Haga que los alumnos creen un Muro de palabras que defina las palabras del
contenido de ;Qué es la ingenieria genética? (20 minutos)

Entregue una ficha o una nota adhesiva y un marcador a cada estudiante y
pidales que escriban una palabra o término clave de la lectura. Haga que los
alumnos publiquen las tarjetas de una en una, agrupando las mismas palabras
o palabras similares.

ESTRATEGIA: Es posible que desee mantener este “Muro de palabras” publicado
y volver a examinarlo cada cierto tiempo; puede agregarlo a lo largo del
programa, pero limite el nimero de palabras a 10-20. Anime a los alumnos

a consultar el Muro de palabras durante los debates en clase o mientras leen
protocolos de laboratorio. También puede usar el Muro de palabras como

una herramienta para evaluar el aprendizaje de los alumnos al pedirles que
desarrollen mapas conceptuales que muestren las relaciones entre las palabras.

Haga que los alumnos registren una pregunta relacionada con el contenido de
¢Qué es la biotecnologia? (5 minutos)

ESTRATEGIA: Es posible que desee volver a examinar estas preguntas al final
del programa (como clase o individualmente) para evaluar la comprensién del
contenido por parte de los alumnos.
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CAPITULO 1
ALGUNAS HERRAMIENTAS DEL TRABAIO
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DESCRIPCION GENERAL

El Capitulo 1 presenta a los alumnos algunas herramientas de ingenieria genética,
y los laboratorios relacionados les brindan a los alumnos una experiencia practica
con algunas herramientas y técnicas importantes comunmente utilizadas en
biologia molecular. A los alumnos también se les presentan algunas mediciones
volumétricas que se usan con mayor frecuencia en este campo de la ciencia.

SUPUESTOS DEL CONOCIMIENTO PREVIO

Los estudiantes ya deben saber lo siguiente:

e Larelacion entre el ADN, los genes, las proteinas y los rasgos,
especificamente, que los genes contienen el codigo para fabricar una
proteina y que las proteinas son moléculas que se utilizan para fabricar
y desarrollar la célula, por lo que son responsables de los rasgos.

e Los objetos cargados, incluidas las moléculas, se mueven a través de un
campo eléctrico.

OBJETIVOS DE APRENDIZAJE

Al final de este capitulo, los estudiantes podran hacer lo siguiente:

e Utilizar correctamente las micropipetas y la técnica de electroforesis en gel

e Explicar la importancia de las micropipetas y la electroforesis en gel en la
ingenieria genética

e Describir cémo la electroforesis en gel separa el ADN

e Explicar cobmo se puede usar la ingenieria genética para tratar algunas
enfermedades genéticas.

RESULTADOS EVALUADOS

e Evalue la capacidad de cada estudiante para usar micropipetasy la
técnica de electroforesis en gel revisando su trabajo en los Laboratorios
1.1y 1.2, y revisando sus respuestas a las preguntas de DETENGASE Y
PIENSE en el Laboratorio 1.1 (pagina A-17 de la Guia del estudiante) y a la
primera pregunta de DETENGASE Y PIENSE en el Laboratorio 1.2, Parte B
(pagina A-22 de la Guia del estudiante).

e Evalue la capacidad de cada alumno para explicar la importancia de las
micropipetas y la electroforesis en gel en la ingenieria genética revisando
sus respuestas a la pregunta 1 en Antes del laboratorio en el Laboratorio 1.1
(pagina A-15 de la Guia del estudiante) a la pregunta 1 en Antes del laboratorio
en el Laboratorio 1.2 (pagina A-19 de la Guia del estudiante), y a la pregunta 1
en Preguntas del Capitulo 1 (pagina A-24 de la Guia del estudiante).
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e Evalue la capacidad de cada estudiante para describir cdmo la electroforesis
en gel separa el ADN al revisar sus respuestas a la segunda y tercera
preguntas de DETENGASE Y PIENSE en el Laboratorio 1.2, Parte B
(pagina A-22 de la Guia del estudiante).

e Evalue la capacidad de cada estudiante para explicar como se puede utilizar
la ingenieria genética para tratar algunas enfermedades genéticas revisando
sus respuestas a la pregunta 2 en Preguntas del Capitulo 1 (pagina A-24 de la
Guia del estudiante).

SECUENCIA DE ACTIVIDADES SUGERIDA

e Revise la Introduccion y los Objetivos del Capitulo 1. (5 minutos)

e Pida a los estudiantes que contesten las preguntas ; Qué sabes ya? y que
compartan sus respuestas. (10 minutos)

e Haga que los alumnos completen el Laboratorio 1.1. Durante el laboratorio,

haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas de Antes
del laboratorio y el DETENGASE Y PIENSE con la clase y que expliquen su
razonamiento. (20 minutos)

e Pida a los alumnos que lean la introduccién al Laboratorio 1.2 y que
respondan las preguntas de Antes del laboratorio. (10 minutos)

e Haga que los alumnos completen el Laboratorio 1.2. Durante el laboratorio,
haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas de Antes
del laboratorio y de DETENGASE Y PIENSE con la clase y que expliquen su
razonamiento. (35 minutos)

e Pida a los alumnos que discutan las Preguntas del Capitulo 1 en grupos
pequeios y que registren sus respuestas de forma individual. Dirija un
debate a partir de las respuestas de los alumnos. (10 minutos)

e Haga que los alumnos completen el Laboratorio 1.3 (RM 1). Durante el
laboratorio, haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas
de Antes del laboratorio y de DETENGASE Y PIENSE con la clase y que
expliquen su razonamiento. (45 minutos)
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Antes de comenzar, debe familiarizarse con los procedimientos de laboratorio
en cada capitulo, la preparacion requerida y los materiales que necesitara.
Las instrucciones suponen que proporcionara materiales para 12 grupos de

2 o 3 alumnos. Multiplique las cantidades segun sea necesario en funcion

de la cantidad de alumnos y el niumero de clases que imparte.

PREPARE GELES DE AGAROSA PARA EL LABORATORIO0 1.2

RECURSOS: El video Preparacion de un gel de agarosa (disponible en el sitio web I:l
del programa) repasa el proceso de preparar y moldear un gel de agarosa como %
se describe a continuacion.

1. Reuna los siguientes materiales:

¢ 6 bandejas para electroforesis en gel
e 6 peines de 10 pocillos

e Opcional: cinta adhesiva
2. Coloque las 6 bandejas de gel de electroforesis / =

y los 6 peines. Prepare las bandejas para el
moldeado asegurando las compuertas en los extremos [™ =
de cada bandeja en la posicion “arriba” o colocando
cinta adhesiva en los extremos de cada bandeja. L
Coloque un peine en cada bandeja antes de agregar /
la solucién de agarosa.

~J

3. Prepare la solucién de agarosa:
a. Reuna los siguientes materiales:

e 2 matraces graduados de 250 ml, uno etiquetado como “1x SB”

¢ Matraz de 500 ml etiquetado con “Gel”

e 12.5ml de tampdn de borato de sodio 20x (20x SB)

e 237.5 ml de agua destilada o desionizada.

e 1.44 g de agarosa

e Balanza de masa

e Plastico para envolver

¢ Punta de pipeta desechable

e Horno de microondas

e Guantes resistentes al calor o pinzas

* 6 bolsas con cierre de tamafio sandwich o de un cuarto de galén

e Contenedor de residuos para puntas y tubos de microcentrifuga
usados

b. Prepare 250 ml de una solucién 1x de tampoén de borato de sodio (1x SB).
Agregue 12.5 ml de 20x SB al matraz graduado de 250 ml etiquetado con
“SB", agregue agua destilada o desionizada hasta la marca de 250 ml
y mezcle.
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Vierta 180 ml de SB 1x en el sequndo matraz graduado de 250 ml.

Mida 1.44 g de agarosa con la balanza de masa y coléquelos en el
matraz de 500 ml etiquetado con “Gel”. Agregue los 180 ml de 1x SB del
paso 3¢ para preparar una solucién de agarosa al 0.8 %.

Cubra la abertura del matraz de 500 ml con plastico para envolver. Use la
punta de la pipeta para perforar un pequefio agujero en el plastico para
envolver.

Coloque el matraz cubierto en un horno de microondas y caliente
durante un minuto a maxima potencia. Con una mano con guante, agite
suavemente el matraz. (De otro modo puede usarse una placa caliente
para derretir la agarosa, pero necesitara usar un hervidor doble).

SEGURIDAD: Use guantes resistentes al calor o emplee pinzas para
sostener el matraz.

Continue calentando en el horno de microondas el matraz durante
intervalos de 5 a 15 segundos hasta que toda la agarosa se haya disuelto.
Para verificar esto, sostenga el matraz hacia la luz y agite la solucion.
Busque con cuidado las “lentes” de cristales de agarosa suspendidos en
el liquido. Si no hay lentes visibles, la agarosa esta disuelta. Espere cinco
minutos para que la agarosa se enfrie a aproximadamente 60 °C antes
de continuar con el paso 4.

TECNICA DE LABORATORIO: Intente no dejar que la solucién se enfrie
hasta el punto de que la agarosa comience a solidificarse nuevamente,
pero si lo hace, simplemente vuelva a calentar la solucién como se
describié anteriormente.

4. Moldee los geles en las bandejas preparadas.

Cuando la solucion de agarosa se haya enfriado hasta el punto de que pueda
tocar de manera segura el fondo del matraz (aproximadamente 60 °C; esto
tomara unos cinco minutos), vierta 25 a 30 ml de la solucién de agarosa en
cada bandeja de electroforesis.

a.
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Asegurese de incluir los peines al moldear los geles. La soluciéon debe
cubrir unos 2 mm del peine.

Una vez que los geles se solidifiquen (lo que llevara alrededor de 30 minutos),
extraiga los peines de cada gel. Tire de cada peine hacia afuera sin moverlo
de un lado a otro; esto minimizara el dafo a la pared frontal del pocillo.

Retire los geles de las bandejas de electroforesis en gel y almacénelos
en bolsas con cierres individuales con una pequefia cantidad restante
de SB 1x del paso 3b. Almacene en el refrigerador hasta que esté listo
para usar. Asegurese de mantenerlos planos y no sobre una superficie
con textura, ya que las superficies con textura se grabaran en los geles
y afectaran la forma en que las moléculas se mueven a través de ellos.
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PREPARACION Y MATERIALES ADICIONALES PARA EL LABORATORIO 1.1

Prepare 12 juegos de materiales; cada uno de ellos debe incluir lo siguiente:

1. Gradilla de plastico para tubos de microcentrifuga que contenga un tubo de
microcentrifuga de una solucién de colorante rojo (RD, del kit)

2. Micropipeta P-20

3. Caja de puntas de pipetas desechables

4. Hoja de practica de micropipeta laminada (del kit)

5. Contenedor de residuos para puntas y tubos de microcentrifuga usados
(1 recipiente para cada 2 grupos)

PREPARACION Y MATERIALES ADICIONALES PARA EL LABORATORIO 1.2

1. Prepare 300 ml de SB 1x.

completaran este laboratorio; simplemente multiplique las cantidades dadas

TECNICA DE LABORATORIO: Debe preparar SB 1x para todas las clases que E
por el numero de clases.

a. Reuna los siguientes materiales:

e 15 ml de SB 20x

e Matraz graduado de 500 ml etiquetado con “SB”
e 285 ml de agua destilada o desionizada

* 6 matraces de 50 ml etiquetado con “SB”

b. Agregue 15 ml de tampdn SB 20x al matraz de 500 ml etiquetado con
“SB", agregue agua destilada o desionizada hasta la marca de 300 ml
y mezcle.

¢. Vierta 50 ml de SB en cada uno de los matraces de 50 ml etiquetados
con “SB".

2. Desu kit, retina 12 juegos de cuatro tubos (uno de cada uno RD, S1, S2 y S3).
Asegurese de devolver estos tubos al kit después del laboratorio.

3. Prepare 12 juegos de materiales; cada uno de ellos debe incluir lo siguiente:
e Gradilla de plastico para tubos de microcentrifuga que contenga los

siguientes reactivos:

¢ Tubo de microcentrifuga de colorante rojo (RD)

¢ Tubo de microcentrifuga de solucién de colorante 1 (S1)
¢  Tubo de microcentrifuga de solucién de colorante 2 (52)
¢  Tubo de microcentrifuga de solucién de colorante 3 (S3)

e Micropipeta P-20
e Caja de puntas de pipetas desechables
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e 2 placas de practica de pipeteo cargadas con gel de agarosa al 0,8 %.
e Contenedor de residuos para puntas y tubos de microcentrifuga usados
(1 recipiente para cada 2 grupos)

4. Prepare seis cajas de electroforesis, cada una cerca de una fuente de
alimentacion; cada dos grupos compartirdn una caja. Una vez que las cajas
estan preparadas, cargue cada una con un gel de agarosa (preparado
anteriormente) y coloque un matraz de 50 ml que contenga SB 1x
(preparado anteriormente) cerca de cada caja.

5. Coloque la microcentrifuga en una ubicacién central para que todos los
grupos puedan compartirla.

PREPARACION Y MATERIALES ADICIONALES PARA EL LABORATORIO
1.3 OPCIONAL

Los materiales para alumnos se enumeran en Laboratorio 1.3: Examen de
precision de micropipetas (RM 1), que se encuentra al final de esta guia.

1. Haga una copia de Laboratorio 1.3: Examen de precisién de micropipetas
(RM 1) para cada estudiante.

2. Reuna 12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml y etiquételos como “dH,0.”

3. Con una micropipeta P-200, vierta 200 pl de agua destilada en los tubos
marcados con “dH,0".

4. Prepare 12 juegos de materiales; cada uno de ellos debe incluir lo siguiente:

e Gradilla de plastico para tubos de microcentrifuga que contenga un tubo
de microcentrifuga de dH,O (preparado en el paso 3)

e Micropipeta P-20

e Caja de puntas de pipetas desechables

e 8 tubos de microcentrifuga vacios de 1.5 ml

e Marcador permanente

e Gotero

e Contenedor de residuos para puntas y tubos de microcentrifuga usados
(1 recipiente para cada 2 grupos)

5. Coloque la microcentrifuga en una ubicacién central para que todos los
grupos puedan compartirla.
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IDEAS CLAVE: La biotecnologia requiere el uso de herramientas muy especificas
y tener competencias de laboratorio perfeccionadas. Las micropipetas se utilizan
para medir y transferir volimenes muy pequenos de liquidos.

Revise la Introduccion y los Objetivos del Capitulo 1 con los alumnos. (5 minutos)

La Introduccion explica el propdsito principal de este capitulo, vinculandolo a la
Introduccion al programa. Los Objetivos del Capitulo 1 indican a los alumnos en
qué deben enfocarse mientras trabajan en el capitulo. Explique a los alumnos
qué evaluara en este capitulo y cuales son sus expectativas en relacién con el
desemperfio de los alumnos.

Pida a los alumnos que contesten lo siguiente ;Qué sabes ya? y que compartan
sus respuestas. (10 minutos)

La seccion s Qué sabes ya? La seccion activa el conocimiento sobre biotecnologia
de los alumnos y cdmo la precisidn es necesaria para llevar a cabo experimentos
de biotecnologia. Haga que los alumnos trabajen en parejas para responder las
preguntas y registrar sus ideas; esto les ayudara a evaluar lo que saben y lo que
no saben sobre la biotecnologia y los procedimientos experimentales que se
utilizan en ella.

NOTA: El nivel de respuestas de los alumnos a estas preguntas puede variar
mucho segun sus conocimientos previos. Por ejemplo, los alumnos en las clases
de biologia de nivel superior probablemente tendran un conocimiento mucho
mas extenso de diferentes herramientas y técnicas biotecnolégicas y una
comprension mas profunda de por qué es necesaria la precision.

Posibles respuestas a las preguntas ; Qué sabes ya?:

1. ¢Qué herramientas y técnicas de biotecnologia ha usado anteriormente?
iPara qué las usd? Las respuestas variardn mucho segun las experiencias de
los alumnos.

2. ¢Por qué es importante la precision cuando se llevan a cabo
procedimientos de biotecnologia? La exactitud y la precision de las
mediciones ayudan a garantizar que los experimentos sean exitosos
y reproducibles.

CAPITULO 1 | GUIA DEL PROFESOR
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Haga que los alumnos completen el Laboratorio 1.1. Durante el laboratorio,
haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas de Antes
del laboratorio y el DETENGASE Y PIENSE con la clase y que expliquen su
razonamiento. (20 minutos)

En este laboratorio, los alumnos se familiarizan con la forma de usar la
micropipeta para cargar y verter liquidos y comparan el tamafo relativo de las
diferentes cantidades medidas por una micropipeta. Establezca un sistema de
gestion de materiales para que los alumnos lo sigan. Los alumnos deben ser
responsables de recoger y devolver sus Kkits.

Los alumnos comentan las preguntas de Antes del laboratorio en sus grupos
y registran sus respuestas de forma individual. Haga que los alumnos compartan
sus respuestas con la clase.

ESTRATEGIA: Para los laboratorios del Capitulo 1, es posible que desee

mostrar a los alumnos el diagrama de flujo de muestra y explicar como se puede
usar para ayudarlos a recordar los pasos que deben seguir para completar

el laboratorio, en lugar de hacer que sigan los Métodos del laboratorio paso

a paso.

Posibles respuestas a las preguntas de Antes del laboratorio:

1. ¢Por qué cree que es necesario utilizar voliumenes de reactivos muy
pequefios y exactos en biotecnologia? En este campo, usara cantidades muy
pequenas de reactivos y las medidas correctas de las cantidades de reactivo
son necesarias para que los procedimientos sean exitosos.

2. Lea laseccion de Métodos en las paginas de A-15 a A-17 de la Guia del
estudiante y describa brevemente los pasos, utilizando palabras y un diagrama
de flujo. Las respuestas de los alumnos seran variadas. El diagrama de flujo de
un estudiante podria parecerse al de la pagina siguiente.
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Diagrama de flujo del laboratorio 1.1
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Antes de que los alumnos comiencen el laboratorio, repase brevemente la
seccion Métodos, luego revise las partes de la micropipeta (Figura 1.1 en la
pagina A-14 de la Guia del estudiante) y demuestre cémo usarlo.

RECURSOS: El video Cargar una pipeta (disponible en el sitio web del programa)
muestra como usar la micropipeta.

TECNICA DE LABORATORIO: Repase lo siguiente con los alumnos:

e Sostenga el tubo a la altura de los ojos para que pueda ver si la soluciéon
esta cargada y distribuida adecuadamente.

e Al cargar la pipeta, presione siempre el émbolo hasta la primera posiciéon
de parada antes de sumergir la punta en el liquido. Esto evitara que una
burbuja de aire sea expulsada al liquido.

Durante el laboratorio, los alumnos deben debatir las preguntas de DETENGASE
Y PIENSE en sus grupos y luego registrar sus respuestas de forma individual.

(Las preguntas de DETENGASE Y PIENSE ayudan a los alumnos a mantenerse
enfocados en el objetivo del laboratorio). Haga que los alumnos compartan sus
respuestas y sus opiniones para cada pregunta.

Posibles respuestas para las preguntas de DETENGASE Y PIENSE:

e Al cargar o dispensar una solucién, {por qué es importante ver cémo la
solucién entra o sale de la punta de la pipeta? Las cantidades son tan
pequenas y es facil confundirse y sequir los pasos en el orden incorrecto, por
lo que es importante verificar que la solucion ingrese y salga de la punta. Si
falta un reactivo, todo el experimento sera invalido.

e Se le indicé que evitara el contacto con las puntas de la pipeta; por ejemplo,
se le pidié que pusiera la punta en la pipeta sin usar las manos, para evitar
colocar la micropipeta, usar el botén de expulsiéon para extraer la puntay
mantener la caja de puntas cerrada. Si estuviera trabajando con plasmidos
y células bacterianas, ; por qué serian importantes estas precauciones?

Las puntas y todas las superficies deben permanecer limpias para que los
pldasmidos y las células bacterianas no se contaminen con otras sustancias.
Tampoco desea contaminarse a si mismo ni a las superficies con bacterias.

ESTRATEGIA: Mientras dirige el debate, implemente las siguientes practicas:

¢ Dé alos alumnos tiempo para evaluar las respuestas de los demas.
e Pida aclaraciones.

¢ Pida una explicacion.

¢ Replantee o reformule.

e Pida un ejemplo.

¢ Pida evidencia.

e Proporcione ejemplos y contraejemplos.

e Pida a los alumnos que aporten una explicacion.

¢ Pida a los alumnos que evallien una respuesta.
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Pida a los alumnos que lean la introduccién al Laboratorio 1.2 y que respondan
las preguntas de Antes del laboratorio. (10 minutos)

Los alumnos se familiarizan con la técnica de electroforesis en gel. Explique

a los alumnos que en este laboratorio practicaran el uso de colorantes para
convertirse en expertos en la técnica. Si procede, diga a sus alumnos que en el
Capitulo 4 o 4A utilizaran esta técnica para asegurarse de que estan trabajando
con el plasmido correcto.

IDEAS CLAVE: Aquellos que llevan a cabo la ingenieria genética utilizan

herramientas muy especificas y tienen competencias de laboratorio &
perfeccionadas. La electroforesis en gel permite visualizar cantidades pequeiias

de ADN. Con esta técnica, los cientificos pueden separar e identificar fragmentos

de ADN con los que estan trabajando.

Haga que los alumnos completen el Laboratorio 1.2. Durante el laboratorio,
haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas de Antes del
laboratorio y de DETENGASE Y PIENSE y que expliquen su razonamiento.

(35 minutos)

Haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas de Antes del
laboratorio con la clase.

ESTRATEGIA: Para el laboratorio, es posible que desee mostrar a los alumnos los
ejemplos de diagramas de flujo de las paginas A-22 y A-23 en lugar de hacerlos
crear los suyos propios.

Posibles respuestas a las preguntas de Antes del laboratorio:

1. ¢En qué circunstancias podria ser importante usar la electroforesis en gel
para separar e identificar los plasmidos y los segmentos lineales cortos
de ADN? Esto seria importante si esta haciendo un plasmido recombinante
y tiene que verificar que ha tenido éxito.

2. Lealaseccion Métodos en las paginas de A-20 a A-23 de la Guia del
estudiante y describa brevemente los pasos para la Parte Ay la Parte B,
utilizando palabras y un diagrama de flujo. Las respuestas de los alumnos
seran variadas. Sus diagramas de flujo pueden parecerse a los de las
paginas A-22 y A-23.
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Laboratorio 1.2, Diagrama de flujo de la Parte A
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Laboratorio 1.2, Diagrama de flujo de la Parte B
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Antes de que los alumnos comiencen el laboratorio, repase brevemente la
seccion Métodos, luego revise la unidad de electroforesis en gel (Figura 1.3 de la
pagina A-18 de la Guia del estudiante) y demuestre cémo usarla.

RECURSOS: El video Trabajando con pequeros volimenes de liquido
muestra como mezclar los liquidos con la micropipeta, Mediante una caja de
electroforesis muestra cdmo configurar el equipo de electroforesis, y Cargar
un gel muestra cémo pipetear soluciones en pocillos. Los tres videos estan
disponibles en el sitio web del programa.

Durante el laboratorio, los alumnos deben debatir las preguntas de DETENGASE
Y PIENSE en sus grupos y luego registrar sus respuestas de forma individual.
Haga que los alumnos compartan sus respuestas y su razonamiento durante el
laboratorio con la clase.

Posibles respuestas para las preguntas DETENGASE Y PIENSE:

e Estudie sus resultados de la electroforesis en gel. ; Qué solucién de muestra
contenia un solo colorante: S1, S2 0 S3? ;Cémo lo sabes? S3 contenia un solo
colorante porque solo tenia una banda.

e ;Qué carga eléctrica tienen los colorantes? Explique su razonamiento. Los
colorantes tienen una carga negativa porque son repelidos por el electrodo
negativo y atraidos por el electrodo positivo.

e Los colorantes que se separan son naranja G (amarillo), azul de bromofenol
(purpura) y cianol de xileno (azul). Si la forma molecular y la carga eléctrica
de los tres colorantes son similares, ; cual es el orden de los colorantes de
las moléculas mas pesadas a las mas livianas, segun sus resultados iniciales?
iPor qué cree que este es el orden correcto? De la mas pesada a la mas
liviana: Xileno cianol, azul de bromofenol, naranja G. Este orden se basa en
la apariencia de las bandas de color en el gel de agarosa después de correr la
caja de electroforesis: el azul esta mds cerca de los pocillos, el purpura es el
siguiente mds cercano y el colorante amarillo se alejé mas de los pocillos.
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ANTECEDENTES CIENTIFICOS:
MOVIMIENTO DE COLORANTES EN LA ELECTROFORESIS EN GEL

El orden que los alumnos pueden dar probablemente no sea correcto,
porque los colorantes utilizados en este laboratorio tienen diferentes
relaciones de carga a masa. Aunque las moléculas mas pesadas se
moveran mas lentamente que las moléculas mas pequeras si ambas
tienen la misma carga eléctrica, las moléculas con mas carga eléctrica
negativa se moveran mas rapido que las moléculas con menos carga
eléctrica negativa si ambas tienen el mismo peso. Los pesos moleculares
para los colorantes son 408.40 unidades atoémicas (au) para naranja

G, 669.98 au para azul de bromofenol y 538.62 au para xileno cianol.
Sin embargo, el xileno cianol migra mas lentamente que el azul de
bromofenol, aunque es mas pequeio, porque el azul de bromofenol
tiene una mayor relacion carga a masa.

El otro factor que afecta la distancia recorrida a través del gel es la
forma. Las moléculas mas largas o ramificadas se enredaran en el gel y se
moveran mas lentamente que las moléculas mas cortas o mas compactas,
incluso si tienen el mismo peso y carga eléctrica. En el Capitulo 4, los
alumnos separaran segmentos lineales de ADN y plasmidos de ADN.
Todas las moléculas de ADN tienen la misma relacion de carga a masa,
por lo que el movimiento del ADN esta determinado Unicamente por la
masa y la forma.

IR MAS ALLA: Es posible que desee entrar en mas detalles sobre los
factores que afectan la distancia recorrida a través del gel que se
proporciona en la Guia del estudiante. Puede usar el ejemplo de los
colorantes para presentar la idea de la relacion carga a masa.

Pida a los alumnos que comenten las Preguntas del Capitulo 1 en grupos
pequeinos y que registren sus respuestas de forma individual. Debata las
respuestas de los alumnos como clase. (10 minutos)

Los alumnos reflexionan sobre las herramientas que usaron y su comprensién del
proceso de ingenieria genética respondiendo las Preguntas del Capitulo 1.

Posibles respuestas a las Preguntas del Capitulo 1:

1. ¢Por qué seria beneficioso utilizar una micropipeta para medir reactivos en
biotecnologia en lugar de otro instrumento de medicién? Las micropipetas
se utilizan para transferir volimenes muy pequeros y exactos de reactivos.

2. ¢Qué le dicen los resultados de la electroforesis en gel sobre el material
genético? La electroforesis en gel se usa para separar e identificar plasmidos
y segmentos lineales cortos de ADN.
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Estrategia: Mientras dirige el debate, implemente las siguientes practicas:

e Dé alos alumnos tiempo para evaluar las respuestas de los demas.
e Pida aclaraciones.

e Pida una explicacion.

¢ Replantee o reformule.

e Pida un ejemplo.

¢ Pida evidencia.

e Proporcione ejemplos y contraejemplos.

¢ Pida a los alumnos que aporten una explicacién.

¢ Pida a los alumnos que evaltien una respuesta.

SESION 3 (OPCIONAL)

IDEAS CLAVE: La micropipeta es mucho mas precisa que el gotero.

Haga que los alumnos completen el Laboratorio 1.3 (RM 1). Durante el
laboratorio, haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas

de Antes del laboratorio y de DETENGASE Y PIENSE con la clase y que expliquen
su razonamiento. (45 minutos)

Los alumnos comentan las preguntas de Antes del laboratorio en sus grupos y
registran sus respuestas de forma individual. Haga que los alumnos compartan
sus respuestas a las preguntas de Antes del laboratorio con la clase.

Posibles respuestas a las preguntas de Antes del laboratorio:

1. ¢Por qué la precision podria ser importante en el proceso de ingenieria
genética? Necesita precision para mezclar las cantidades correctas de
reactivos; de lo contrario, el procedimiento podria no funcionar.

2. Lealasecciéon Métodos a continuacion y describa brevemente los pasos,
utilizando palabras y un diagrama de flujo. Las respuestas de los alumnos
seran variadas. El diagrama de flujo de un estudiante podria verse como el
diagrama de flujo en la pagina A-27.

Durante el laboratorio, los alumnos deben debatir las preguntas de DETENGASE
Y PIENSE en sus grupos y luego registrar sus respuestas de forma individual. Haga
que los alumnos compartan sus respuestas y su razonamiento en cada pregunta.

Posible respuesta para la pregunta DETENGASE Y PIENSE:

¢Qué sucede cuando se centrifuga el agua? ;Por qué podria ser importante la
centrifugacién cuando se manejan pequefios volumenes de liquido? E/ liquido se
consolida en el fondo del tubo, por lo que puede verterse mds facilmente desde
el tubo o mezclarse mds facilmente si se agrega otro reactivo al tubo.
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Diagrama de flujo del laboratorio 1.3
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DESCRIPCION GENERAL

En este capitulo, los alumnos aprenden sobre dos herramientas biolégicas
esenciales utilizadas en ingenieria genética: plasmidos y enzimas de restriccion.

Los alumnos llevan a cabo una actividad en papel en la que determinan qué
enzima de restriccion se debe usar para crear un nuevo plasmido recombinante.
Luego participan en una actividad de laboratorio, Laboratorio 2, en la que usan
las enzimas de restriccién BamHI y Hindlll para digerir dos plasmidos, pARA y
pKAN-R. En la preparacién del laboratorio, los alumnos describen los fragmentos
de ADN que resultaran del protocolo del laboratorio. También aprenden cémo
se hacen las proteinas terapéuticas humanas y qué partes del proceso exploraran
durante el desarrollo del plan de estudios.

SUPUESTOS DEL CONOCIMIENTO PREVIO

Los estudiantes ya deben saber lo siguiente:

e EI ADN es una molécula bicatenaria, y cada cadena de ADN esta formada por
subunidades unidas covalentemente llamadas nucleétidos.

¢ Un nucleétido esta formado por un azucar, un grupo fosfato y una base
nitrogenada. Hay cuatro bases nitrogenadas diferentes: citosina, guanina,
adenina y timina.

e Los nucleétidos estan unidos entre si por un esqueleto de azucar-fosfato; las
bases nitrogenadas sobresalen de este esqueleto.

e Las dos cadenas de ADN estan conectadas por enlaces de hidrégeno entre
bases nitrogenadas adyacentes, que se denominan pares de bases; la citosina
siempre se combina con guanina, y la adenina siempre se combina con timina.

e El proceso de decodificacion del ADN tiene dos pasos: un paso de
transcripcion que transfiere la informacién codificada en el ADN al ARN
mensajero, y un paso de traduccién en el que la informacién transportada
por el ARN mensajero se usa para producir proteinas.

OBJETIVOS DE APRENDIZAJE

Al final de este capitulo, los estudiantes podran hacer lo siguiente:

e Describir las caracteristicas de los plasmidos.

e Explicar cobmo se usan los plasmidos en la clonacién de un gen.

e Describir la funcién de las enzimas de restriccion.

e  Explicar cdmo usar enzimas de restriccién para crear un plasmido
recombinante.

RESULTADOS EVALUADOS

e Evalue la capacidad de cada estudiante para describir las caracteristicas del
plasmido revisando sus respuestas a las preguntas 1, 3y 5 en Preguntas del
Capitulo 2 (pagina B-19 de la Guia del estudiante).
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e Evalue la capacidad de cada estudiante para explicar cémo se usan los
plasmidos para clonar un gen revisando sus respuestas a la pregunta 4 en
Preguntas del Capitulo 2 (pagina B-19 de la Guia del estudiante).

e Evalue la capacidad de cada alumno para describir la funcion de las enzimas
de restriccion revisando sus respuestas a la pregunta 2 en Preguntas del
Capitulo 2 (pagina B-19 de la Guia del estudiante).

e Evalue la capacidad de cada estudiante para explicar como usar las enzimas
de restriccion para crear un plasmido recombinante revisando sus respuestas
a las preguntas 1y 3 en Preguntas de la actividad (pagina B-14 de la Guia del
estudiante).

SECUENCIA DE ACTIVIDADES SUGERIDA

e Revise la Introduccion y los Objetivos del Capitulo 2 con los alumnos.
(2 minutos)

e Pida a los estudiantes que contesten las preguntas ; Qué sabes ya? y que
compartan sus respuestas. (10 minutos)

e Presentar y debatir Su desafio (3 minutos)

e Haga que los alumnos lean Comenzar a clonar un gen y Producir Proteinas
Terapéuticas Humanas en Bacterias y que contesten las preguntas
de CONSIDERAR (15 minutos)

e Dirija un debate sobre las respuestas de los alumnos a las preguntas
de CONSIDERAR de Comenzar a clonar un gen. (10 minutos)

e Presente la secuencia del laboratorio ABE que seguira la clase. (5 minutos)

SESION 2 (OPCIONAL)

¢ Haga que los alumnos completen una de las tres actividades opcionales:
(1) Llevar a cabo una investigacion en Internet sobre un producto
farmacéutico realizado mediante un proceso recombinante, (2) llevar a cabo
una investigaciéon en Internet sobre un tema bioético relacionado con la
ingenieria genética y luego debatir sobre el tema o escribir un articulo de
opinién o publicacion de blog, o (3) extraer ADN. (45 minutos)

e Haga que los alumnos lleven a cabo el procedimiento Clone ese gen.
(15 minutos)

* Haga que los alumnos comenten la pregunta de DETENGASE Y PIENSE y
de Preguntas de la actividad en pequefios grupos y que registren sus
respuestas de forma individual. (15 minutos)

e Dirija un debate a partir de las respuestas de los alumnos. (15 minutos)
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e Antes de comenzar el Laboratorio 2, haga que los alumnos compartan sus
respuestas a las preguntas de Antes del laboratorio y que expliquen su
razonamiento. Haga que los alumnos completen el Laboratorio 2. Durante el
laboratorio, haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas
de DETENGASE Y PIENSE y que expliquen su razonamiento. (25 minutos)

e Pida a los alumnos que comenten las Preguntas del Capitulo 2 en grupos
pequefos y que registren sus respuestas de forma individual. (10 minutos)

e Discuta las respuestas de los estudiantes como una clase. (10 minutos)

Antes de comenzar, debe familiarizarse con los procedimientos de laboratorio
en cada capitulo, la preparacion requerida y los materiales que necesitara. Las
instrucciones suponen que proporcionara materiales para 12 grupos de

2 o 3 alumnos. Multiplique las cantidades segun sea necesario en funcion de
la cantidad de alumnos y el numero de clases que imparte.

TECNICA DE LABORATORIO: Con excepcion del agua destilada, todos los
reactivos utilizados en el Capitulo 2 deben almacenarse en un congelador hasta
que esté listo para prepararlos para los alumnos.

OBTENER ACCESO A INTERNET

Si planea que los alumnos completen una investigacion en Internet sobre una
enfermedad que es abordada por la industria biofarmacéutica o sobre un
problema bioético relacionado con la ingenieria genética, asegurese de que los
alumnos tengan acceso a computadoras con una conexion confiable a Internet
para la Sesion 2.

EXTRACCION DE ADN

Si planea que los alumnos extraigan ADN en la Sesién 2, elija un laboratorio
y retina los materiales necesarios. Aqui hay dos posibilidades:

e Los alumnos extraen ADN de las fresas.
e Los alumnos extraen y comparan ADN de varios organismos diferentes
(por ejemplo, fresas, timo de ternera y E. coll).

RECURSOS: Los enlaces a los posibles laboratorios que puede usar en su clase
estan disponibles en el sitio web del programa.
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FOTOCOPIE LOS FOLLETOS Y REUNA LOS MATERIALES PARA EL
PROCEDIMIENTO CLONE ESE GEN

Se necesitan dos folletos para cada pareja de alumnos: Diagrama de plasmido
(RM 2) y Secuencia de ADN humano (RM 3). El Master reproducible (RM) para
el folleto se encuentra al final de esta guia. Consiga tijeras y un rollo de cinta
adhesiva para cada pareja. Los alumnos usaran estos materiales para construir un
modelo en papel de un plasmido recombinante que contenga un gen de insulina.

ALICUOTAS DE REACTIVOS PARA EL LABORATORIO 2

Los reactivos se pueden dividir en alicuotas hasta varios dias antes del
Laboratorio 2.

1. Saque los siguientes reactivos del congelador y permita que se descongelen
durante 15 minutos:

e Tampodn de restriccion 2.5x (2.5xB)

e  Plasmido pKAN-R (K)

e Plasmido pARA (A)

e Enzimas de restriccion BamHI y Hindlll (RE)

2. Etiquete dos tubos de microcentrifuga de la siguiente manera:

* 12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “2.5xB"
e 12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “K”

e 12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “A”

* 12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “RE”

* 12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “dH,0"

3. Agite en vortex y gire los tubos 2.5xB y RE antes de dividir en alicuotas. Si no
tiene un vortice, mueva el tubo varias veces para mezclar y luego gire hacia
abajo en la microcentrifuga.

4. Pipetee los reactivos en los tubos de microcentrifuga de la siguiente manera:

e 20.0 pl de 2.5xB en los tubos marcados como “2.5xB”

e 10.0 pyl de la solucion de plasmido pKAN-R en los tubos marcados con “K”
¢ 10.0 pl de la solucion de plasmido pARA en los tubos marcados con “A”
e 5.0 pl de RE en los tubos marcados con “RE”

e 1,000 pl de agua destilada en los tubos marcados con “dH,0"”

5. Después de la division en alicuotas, almacene los reactivos en el refrigerador
hasta el comienzo del periodo de clase en el que se utilizaran.

PREPARAR Y CALIBRAR BANO MARIA PARA EL LABORATORIO 2

El dia anterior al Laboratorio 2, prepare y calibre el bafio maria a 37 °C para
garantizar que la temperatura sea correcta para la incubacién de las digestiones de
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restricciéon de los alumnos. Es importante que la temperatura no supere los 37 °C, ya
que esto conducird a la desnaturalizacion de la enzima; equivéquese hacia abajo si
es necesario. Asegurese de usar agua destilada en el bafio maria.

1. Reuna los siguientes materiales:

e Bafio maria

e Termdmetro

e Gradilla flotante para tubos de microcentrifuga
e Temporizador

2. Coloque el bafio maria en una ubicacién central para que todos los grupos
puedan compartirlo.

3. Llene el bafio maria con agua destilada y coloque el termémetro dentro de
este. Caliente el agua a 37 °C, manteniendo el bafo cubierto para reducir la
evaporacion.

4. Coloque la gradilla flotante para tubos de microcentrifuga (para sostener los
tubos en el bafio maria) y el temporizador en la mesa al lado del bafio maria.

5. Silas clases realizaran el Laboratorio 3, deje el bafio maria preparado y calibre
a 80 °C el dia anterior al laboratorio. (Asegurese de que haya suficiente agua
en el bafo y que el bafio esté cubierto para reducir la evaporacién).

REUNA LOS MATERIALES PARA EL LABORATORIO 2

Relina materiales en el dia del laboratorio. Después de preparar las gradillas con
los reactivos, asegurese de guardarlos en el refrigerador hasta que los alumnos
estén listos para usarlos.

1. Prepare 12 juegos de materiales; cada uno de ellos debe incluir lo siguiente:

e Gradilla de plastico para tubos de microcentrifuga que contengan los
siguientes reactivos:

Tubo de microcentrifuga de 2.5xB

Tubo de microcentrifuga de plasmido pKAN-R (K)
Tubo de microcentrifuga de plasmido pARA (A)
Tubo de microcentrifuga de RE

Tubo de microcentrifuga de dH,0

* 6 6 o o

e Micropipeta P-20

e (Caja de puntas de pipetas desechables

e 4 tubos de microcentrifuga vacios de 1.5 ml

e Marcador permanente

e Contenedor de residuos para puntas y tubos de microcentrifuga usados
(necesitara 1 contenedor por cada 2 grupos)

2. Coloque la microcentrifuga en una ubicacién central para que todos los
grupos puedan compartirla.
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IDEAS CLAVE: Los plasmidos son vectores ideales para usar en ingenieria
genética porque pueden replicarse en la célula bacteriana, tienen una secuencia
llamada promotor del gen que permite la transcripcion y traducciéon de un
gen cercano, llevan un gen de resistencia a los antibiéticos que se puede usar
como marcador seleccionable y se puede transferir a las bacterias mediante
un proceso llamado conjugacién. La creacién de un plasmido recombinante
que contiene ADN de otra especie se logra mediante la acciéon de enzimas de
restriccidon. Las enzimas de restriccion pueden cortar un gen de interés del
ADN humano y pueden cortar el plasmido; las dos piezas de ADN se pueden
unir. Algunas enzimas de restriccion cortan de manera asimétrica el ADN en
secuencias especificas, de modo que el extremo de una cadena sobresale del
otro. Estos extremos se denominan “extremos adhesivos”. Otras enzimas
pueden cortar directamente el ADN y crear “extremos romos”.

Revise la Introduccion y los Objetivos del Capitulo 2 con los alumnos. (2 minutos)

La Introduccion explica el propdsito principal de este capitulo, vinculandolo a la
Introduccién al programa. Los Objetivos del Capitulo 2 indican a los alumnos en
qué deben enfocarse mientras trabajan en el capitulo. Explique a los alumnos
qué evaluara en este capitulo y cudles son sus expectativas en relacién con el
desemperfio de los alumnos.

Pida a los estudiantes que contesten las preguntas ¢ Qué sabes ya? y que
compartan sus respuestas. (10 minutos)

Responder las preguntas en esta seccidn activa el conocimiento de los alumnos
sobre el ADN y como se usan los plasmidos y las enzimas de restricciéon en la
ingenieria genética, y revela las brechas que existen en su conocimiento. Haga
que los alumnos respondan las preguntas en parejas y que anoten sus ideas para
que pueda evaluar lo que saben y lo que no saben.

Posibles respuestas a las preguntas ; Qué sabes ya?:

1. ¢Cual es la estructura y funcion del ADN? Describa en palabras o mediante
un dibujo la estructura de una molécula de ADN. Sea lo mas detallista
posible. E/ ADN es una molécula bicatenaria, y cada cadena estda compuesta
de nucledtidos. Existen cuatro nucledtidos diferentes, que se distinguen
por una subparte llamada base. Las bases son citosina, guanina, adenina y
timina. Las dos cadenas de ADN estdn conectadas por enlaces de hidrégeno
entre bases adyacentes, que se denominan pares de bases. En los pares de
bases, la citosina siempre se combina con guanina, y la adenina siempre se
combina con timina. Las cadenas dobles y los enlaces de hidrégeno débiles
entre pares de bases aseguran que el ADN se pueda desenrollar y copiar. Los
cuatro nucledtidos diferentes permiten crear secuencias que codifican las
estructuras de las proteinas.
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2. Todos los organismos vivos contienen ADN. ;De qué manera es igual el
ADN de los diferentes organismos y de qué manera varia? Todo el ADN
tiene la misma estructura y utiliza el mismo cddigo y los mismos procesos de
transcripcion y traduccion. Entre los diferentes organismos, las secuencias de
ADN variaran porque los organismos producen diferentes proteinas.

3. Aplicando lo que sabe sobre los genes y cdmo se expresan, explique por qué
es posible que una célula bacteriana produzca una proteina humana a partir
de las instrucciones codificadas en un gen humano. La célula bacteriana
puede crear una proteina humana a partir de un gen humano debido a que
el ADN en todos los organismos usa el mismo cddigo y los mismos procesos
de transcripcion y traduccion.

4. Los cientificos utilizan dos herramientas bioldgicas para disefiar organismos
para producir nuevas proteinas: los plasmidos y las enzimas de restriccion.
¢ Como podria cada uno de estos ser util para crear una nueva proteina?
Las enzimas de restriccion pueden cortar un gen humano y pueden cortar
un plasmido, y estas dos piezas se pueden unir para formar un plasmido
recombinante que se inserta en las bacterias.

Presentar y debatir Su desafio. (3 minutos)

Haga que los alumnos lean Su desafio y discuta qué haran en estos laboratorios.

Haga que los alumnos lean Comenzar a clonar un gen y Producir Proteinas
Terapéuticas Humanas en Bacterias y que contesten las preguntas
de CONSIDERAR que siguen a esta primera lectura. (15 minutos)

En estas lecturas, los alumnos aprenden por qué los plasmidos son una
herramienta ideal para insertar un gen humano en las bacterias y como se
usan las enzimas de restriccién para crear un plasmido recombinante. Haga
que los alumnos anoten las respuestas de las preguntas de CONSIDERAR en sus
cuadernos. Recuerde a los alumnos que usen el Glosario para buscar términos
cientificos si necesitan ayuda para entender la lectura.

Dirija un debate sobre las respuestas de los alumnos a las preguntas
de CONSIDERAR de Comenzando a clonar un gen y Produciendo Proteinas
Terapéuticas Humanas en Bacterias. (10 minutos)

Evalte el conocimiento de los alumnos sobre el ADN y cémo se utilizan los
plasmidos y las enzimas de restriccion en la ingenieria genética al revisar las
respuestas de los alumnos a las preguntas de CONSIDERAR.

Posibles respuestas a las preguntas de CONSIDERAR:

e Utilice lo que sabe sobre la seleccion natural y la evolucién para describir como
los plasmidos pueden conferir una ventaja selectiva a sus bacterias huésped.
Si algunas bacterias transportan un plasmido con un gen de resistencia a los
antibidticos, sobreviviran cuando se expongan al antibidtico. Esto les da una
ventaja selectiva sobre las bacterias que no llevan ese plasmido; aquellas
bacterias sin el plasmido morirdn cuando se expongan al antibidtico.
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i Como las bacterias que llevan una enzima de restriccién evitan cortar su
propio ADN? Las bacterias podrian tener una forma de proteger su propio
ADN en secuencias donde podria ser cortada por la enzima de restriccion,
o su ADN podria no tener la secuencia cortada por la enzima de restriccion.

¢ Cual es la secuencia del extremo adhesivo que se produce cuando se corta
el ADN con BamHI? ;Con HindlIll? El extremo sobresaliente para BamHI es
GATC. El extremo sobresaliente para Hindlll es AGCT.

Los cientificos pueden modificar a los plasmidos para tener un solo sitio

de enzimas de restricciéon. Imagina que tienes un plasmido con un solo

sitio EcoRI. Dibuje la estructura del plasmido después de que se haya cortado
con la enzima y muestre las secuencias de nucleétidos que quedan en el sitio
del corte. Si quisiera insertar un gen de una planta en este sitio, ;qué enzima
usaria usted para cortar el ADN de la planta? Explique su respuesta. Hay dos
formas posibles de representar un plasmido que se ha cortado con EcoRI:

AATTC G
G CTTAA

Usaria la enzima de restriccion EcoRl para cortar el gen de la planta.
Los extremos del gen pueden alinearse con los extremos del plasmido.

ANTECEDENTES CIENTIFICOS: CLONACION

En su sentido mas verdadero, un clon es una copia genética exacta

de un organismo. En la naturaleza, la clonacién ocurre cada vez que

una célula se divide durante la mitosis para producir células hijas, o
cuando un embrion se divide para producir gemelos. La reproduccion
asexual en plantas implica la generacién de una planta completamente
nueva a partir de una célula madura, completamente diferenciada
(somatica). La clonacion en plantas es posible porque cada célula madura
tiene el complemento completo de ADN necesario para producir una
planta completa. Casi todas las células animales también contienen un
complemento de ADN completo, lo que les permite regenerar células
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danadas, e incluso partes de todo el cuerpo, en el caso de anfibios
y reptiles.

El desarrollo de clones de animales completos a partir de células
completamente diferenciadas no ha sido tan sencillo como lo ha sido

con las plantas. Sin embargo, en 1996 (jdespués de 276 intentos!),
investigadores escoceses lograron clonar al primer mamifero, Dolly, de la
célula de la ubre de una oveja de seis afios. Desde entonces, muchos otros
animales han sido clonados de células somaticas, incluidos gatos, vacas,
ciervos, perros, bueyes, ratas, cabras, lobos, cerdos, bufalos de agua e
incluso un mono rhesus, pero no humanos. A pesar de varias afirmaciones,
la clonacion humana no se ha logrado (y si se deberia lograr, es una
pregunta que quizas desee debatir con sus alumnos). Si los alumnos estan
interesados en aprender como se clonan los animales, la informacion esta
disponible en Internet. Informe a los alumnos que realizaran la clonacién
genética, es decir, haran una copia exacta de un solo gen de un organismo
(anémona de mar) en otro organismo (bacteria).

ESTRATEGIA: Los dibujos de los alumnos pueden variar y es posible que desee
comparar diferentes representaciones. Debido a que un plasmido es un objeto
tridimensional, los alumnos pueden tener problemas para visualizar un cambio
en la estructura, como un corte. Por ejemplo, en la segunda representacion

del plasmido cortado, el extremo se voltea y, por lo tanto, también lo hace la
secuencia. Si es necesario, haga modelos de papel para el plasmido y haga que
los alumnos realicen el corte en el modelo.

ESTRATEGIA: Mientras dirige el debate, implemente las siguientes practicas:

¢ Dé alos alumnos tiempo para evaluar las respuestas de los demas.
e Pida aclaraciones.

¢ Pida una explicacion.

¢ Replantee o reformule.

e Pida un ejemplo.

¢ Pida evidencia.

e Proporcione ejemplos y contraejemplos.

e Pida a los alumnos que aporten una explicacion.

¢ Pida a los alumnos que evaltien una respuesta.

Presente la secuencia del laboratorio ABE que seguira la clase. (5 minutos)

Repase la secuencia de laboratorio ABE elegida. Si bien los alumnos pueden
no tener la oportunidad de completar todos los laboratorios, es importante
que sepan cémo su trabajo encaja en el “panorama general” del desarrollo
de organismos genéticamente modificados para fabricar productos que los
seres humanos puedan usar. Revise la Figura 2.4 (pagina B-10 de la Guia del
estudiante), que muestra la produccién de una proteina terapéutica humana.
Sefale qué partes del proceso completaran en su secuencia de laboratorio y

describa los desafios especificos de los alumnos (ver Tabla OV.1 en la pagina OV-3).
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ANTECEDENTES CIENTIFICOS: )
¢POR QUE HAY PROMOTORES BACTERIANOS EN LOS PLASMIDOS?

Todos los genes tienen sus propios promotores, entonces, ;por qué

incluir un promotor al construir un vector plasmidico? El mecanismo de
transcripcién génica es el mismo en todos los organismos: la ARN polimerasa
se une a un promotor especifico y copia la secuencia de ADN del gen en

el ARN mensajero. Sin embargo, la secuencia de ADN de los promotores

y la estructura de las ARN polimerasas pueden variar; asi, la ARN polimerasa
bacteriana no reconocerd ni se unird a un promotor humano. Quizas lo

mas importante, dado que muchos genes eucariotas contienen intrones

y exones, muchos genes humanos, como el de la insulina, que han sido
clonados no se eliminan directamente del ADN genémico; en cambio, el
ADN se sintetiza a partir del ARNm del gen de interés por la transcriptasa
inversa. Esta es la copia de ADN (ADNc) que luego se clona. Estos ADNc
carecen de un promotor y, por lo tanto, deben insertarse en el vector
plasmidico cerca de un promotor. Para facilitar la comprensién de la
clonacion del gen de la insulina, el uso de ADNc se ha omitido en la lectura.
Es posible que desee elaborar este proceso con sus alumnos.

SESION 2 (OPCIONAL)

IDEAS CLAVE: Las decisiones sociales sobre la implementacion de los esfuerzos

% relacionados con la ciencia y la tecnologia deben basarse tanto en el conocimiento
cientifico como en la economia, las politicas, la politica y la ética. El ADN tiene la
misma estructura y funcién sin importar de qué organismo provenga.

Haga que los alumnos completen una de las tres actividades opcionales:

(1) llevar a cabo una investigacion en Internet sobre un producto farmacéutico
elaborado mediante un proceso recombinante, (2) llevar a cabo una
investigacion en Internet sobre un tema bioético relacionado con la ingenieria
genética y luego debatir sobre el tema o escribir un articulo de opinién

o publicacion de blog, o (3) extraer ADN. (45 minutos)

Puede extender la introduccién de los alumnos a la biotecnologia haciéndolos
participar en una o mas de las actividades siguientes.

TERAPEUTICA HUMANA AHORA Y EN EL FUTURO

Asigne a los alumnos para trabajar individualmente o en equipos para aprender
mas sobre algunos de los productos recombinantes que se encuentran actualmente
en investigacion y desarrollo o en el mercado, ya sea en este pais o en el
extranjero, y que luego presenten lo mas destacado de sus hallazgos al resto de

la clase. Puede sugerir que investiguen qué productos recombinantes se usan, o
podrian usarse en el futuro, para afecciones médicas comunes, por ejemplo:

e Anemia
e Asma
¢ Enfermedades autoinmunes, como el lupus o la enfermedad de Crohn
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e Cancer o los efectos secundarios de los tratamientos contra el cancer, como
los trasplantes de médula ésea y la quimioterapia

e Diabetes

e Insuficiencia renal

CONSIDERACIONES BIOETICAS

Existen muchos problemas bioéticos potenciales relacionados con la ingenieria
genética y la biofarmacéutica. Los alumnos pueden investigar uno de los
siguientes temas y luego participar en un debate en clase o escribir un articulo
de opinién o una entrada de blog:

¢ Insulina natural frente a la genéticamente modificada: Ademas de la
insulina genéticamente modificada producida por bacterias, las personas con
diabetes pueden ser tratadas con insulina tomada de vacas o cerdos. Si bien
algunas personas pueden tener reacciones adversas a la insulina sintética
modificada genéticamente y, por lo tanto, necesitan tomar un producto
natural, otras simplemente prefieren usar productos naturales (en lugar de
productos genéticamente modificados). ; Deberian respetarse sus puntos de
vista? ;Se debe permitir que las personas con diabetes elijan?

e Seguridad del tratamiento frente al acceso al tratamiento: La invencion
de nuevas terapias, incluida la insulina genéticamente modificada, ha
salvado innumerables vidas. Sin embargo, antes de que un medicamento
o tratamiento pueda ponerse a disposicion del publico, debe someterse a
una gran cantidad de pruebas para determinar su efectividad y garantizar
gue el producto sea seguro para su uso en seres humanos. Estos ensayos
clinicos pueden tardar muchos afios en completarse, tiempo que los
pacientes con enfermedades terminales a menudo no tienen. Los pacientes
que padecen enfermedades potencialmente mortales han defendido durante
mucho tiempo el acceso a medicamentos que aun no han completado
todo el proceso de aprobacion. Argumentan que deberian poder recibir
medicamentos no aprobados si han agotado todas las demas opciones de
tratamiento. ; Deberian concederse sus deseos? ; Es mas importante permitir
que los pacientes tengan acceso a medicamentos o asegurarse de que los
productos sean completamente seguros para uso humano primero?

RECURSOS: En el sitio web del programa se incluyen enlaces a noticias sobre I:l

estos temas. %
EXTRACCION DE ADN

En esencia, este programa trata sobre el ADN. El ADN codifica las proteinas, que

a su vez dan como resultado los rasgos de los organismos, ya sea que esos rasgos
sean fluorescencia, produccién reducida de insulina o cabello castafio. Para ayudar

a los alumnos a comprender que todo el ADN tiene la misma estructura, haga que
realicen un laboratorio de extraccion de ADN. Aislar el ADN de diferentes organismos
y comparar sus propiedades (como la viscosidad) reforzara la idea de que no importa
cudl sea la fuente, todo el ADN se ve similar y tiene propiedades similares.

RECURSOS: Se proporcionan enlaces a posibles laboratorios en el sitio web I:I

del programa. @
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IDEAS CLAVE: Al crear un plasmido recombinante, es importante examinar

las secuencias del ADN plasmidico y del ADN humano que contiene el gen de
interés. Es necesario encontrar una enzima de restriccion tnica que corte el

ADN plasmidico en un solo sitio y que corte cerca de los dos extremos del gen
humano. Los “extremos adhesivos” idénticos creados por los cortes de una tnica
enzima de restriccion hacen posible unir las diferentes secuencias de ADN en un
plasmido recombinante.

Haga que los alumnos lleven a cabo el procedimiento Clone ese gen. (15 minutos)

Los alumnos ven secuencias genéticas de ADN plasmidico y un gen humano
diana cromosémico (insulina) y eligen la enzima de restriccién apropiada para
usar para crear un modelo en papel de un plasmido recombinante. Haga que
los alumnos completen esta actividad en parejas. Tenga en cuenta que el gen de
insulina que se muestra en RM 3 es un modelo y no es la secuencia completa de
pares de bases en el gen de la insulina humana.

ESTRATEGIA: Si varias parejas estan luchando con la misma parte de la actividad,
pare la clase y revise las instrucciones para esa parte. Es posible que desee que los
alumnos que hayan completado con éxito esa parte compartan lo que han hecho.

Haga que los alumnos comenten la pregunta de DETENGASE Y PIENSE y
de Preguntas de la actividad en pequeios grupos y que registren sus respuestas
de forma individual. (15 minutos)

Durante la actividad, los alumnos deben debatir las preguntas en sus grupos
y registrar sus respuestas de forma individual. Luego, pida a los alumnos que
compartan sus respuestas y razonamiento para cada pregunta con la clase.
Circule para realizar un seguimiento de los debates y brindar apoyo.

Posible respuesta para la pregunta DETENGASE Y PIENSE:

¢Por qué es importante usar la misma enzima o enzimas para cortar tanto

el plasmido como el gen de la insulina del ADN humano? Para que tengan
secuencias complementarias de bases que puedan coincidir y permitir que los dos
segmentos de ADN se unan.

Posibles respuestas a las Preguntas de las actividades:

1. ¢Qué enzima de restriccion eligié? ;Por qué eligio esa? La enzima de restriccion
EcoRl es la unica enzima que corta el pldasmido una vez sin alterar un gen.

2. ;Doénde insertaria el gen de la insulina y por qué? El gen debe insertarse
cerca de la secuencia promotora, ya que esta secuencia permitira que el gen
se transcriba en la célula bacteriana.

3. ¢Qué antibiodtico usaria para determinar si se tomé el ADN recombinante?
Se puede usar ampicilina o kanamicina, ya que ambos genes son parte del
plasmido recombinante final.
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Dirija un debate a partir de las respuestas de los alumnos. (15 minutos)

Haga que los alumnos compartan sus respuestas y su razonamiento para

DETENGASE Y PIENSE y Preguntas de la actividad con la clase A medida que los
alumnos compartan sus respuestas, evalte el conocimiento de los alumnos sobre

como se utilizan las enzimas de restriccién en la ingenieria genética.

ANTECEDENTE CIENTIFICO: ENZIMAS DE RESTRICCION

A principios de la década de 1970, Hamilton Smith y Daniel Nathans
pudieron purificar un “agente” inmune desconocido que se encontré en
las bacterias. Este agente molecular protegié a las bacterias al restringir
el crecimiento de los virus bacteriofagos. Se descubrié que el agente

era una enzima que podia cortar el ADN viral en fragmentos a medida
que se inyectaba en su célula. Smith, Nathans y Werner Arbor recibieron
el Premio Nobel por su descubrimiento y caracterizacion de estas
importantes moléculas.

Existen varias clases de enzimas de restriccion, pero las que han sido mas
utiles son las que reconocen y cortan consistentemente una secuencia de
bases especifica. Algunas enzimas de restriccidn reconocen una secuencia
de cuatro bases; otras reconocen una secuencia de cinco o seis bases. Los
sitios de restriccion son palindromos. Este es un concepto importante
gue puede enfatizar a sus alumnos, tal vez utilizando ejemplos como
“radar” y "Madam, I'm Adam”.

Algunas enzimas de restriccion haran un “corte contundente”, sin dejar
bases sobresalientes. Otras enzimas, incluidas BamHI y Hindlll, dejaran
bases sobresalientes, creando asi extremos adhesivos. Estas enzimas

son particularmente Utiles ya que los extremos adhesivos hacen que la
recombinacion de fragmentos de ADN sea un procedimiento bastante
simple. Lo “adhesivo” es el resultado de la extraordinaria afinidad de los
nucledtidos complementarios para formar enlaces de hidrégeno entre ellos.

La nomenclatura para las enzimas de restriccion es bastante sencilla. La
primera letra del nombre de la enzima se deriva del género de bacteria
de la cual se aisl6 la enzima. Las siguientes dos letras provienen de las dos
primeras letras del epiteto especifico de la bacteria. A menudo hay una
cuarta letra después de las tres primeras, que representa la cepa o el tipo
de bacteria. Debido a que algunas cepas de bacterias producen varias
enzimas de restriccion, un nimero romano identifica el orden en que se
aislaron las enzimas. Tabla 2.1 en la pagina B-8 de la Guia del estudiante,
se muestran algunos ejemplos de enzimas de restriccién aisladas de
diferentes cepas de bacterias y las secuencias de ADN que cortan.
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IDEAS CLAVE: Los cientificos que trabajan en ingenieria genética utilizan
% herramientas muy especificas, incluidas herramientas fabricadas por personas
y herramientas biolégicas.

Antes de comenzar el Laboratorio 2, haga que los alumnos compartan sus
respuestas a las preguntas de Antes del laboratorio y que expliquen su
razonamiento. Haga que los alumnos completen el Laboratorio 2. Durante el
laboratorio, haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas
de DETENGASE Y PIENSE y que expliquen su razonamiento. (25 minutos)

En este laboratorio, los alumnos usan enzimas de restriccion para digerir
(cortar) dos plasmidos. Explique a los alumnos que la digestién de la enzima
de restriccion creara los fragmentos que necesitan para que el plasmido
recombinante se inserte en las bacterias.

NOTAS: Aqui hay algunas notas importantes para la incubacién en bafio maria
en este laboratorio:

e Al final del laboratorio, cargue la gradilla flotante con todos los tubos de los
grupos sobre la mesa y luego coloque la gradilla en el bafio maria para una
incubacién de 15 minutos.

¢ Dejar el digerido en el bafio maria durante un par de horas no interferira
con la restriccion, pero las muestras no deben dejarse en el bafio maria
durante mas de dos horas, ya que BamHI puede comenzar a cortar el ADN
de manera aleatoria.

¢ Después de la incubaciéon de 15 minutos, asegurese de colocar lo digerido
en el congelador hasta que sea necesario para el proximo laboratorio.

Los alumnos comentan la primera pregunta de DETENGASE Y PIENSE y las
preguntas de Antes del laboratorio en sus grupos y registran sus respuestas de
forma individual. Haga que los alumnos compartan sus respuestas con la clase.

Posible respuesta para la primera pregunta de DETENGASE Y PIENSE:

¢Por qué el uso de dos enzimas diferentes para cortar el plasmido evita

que el plasmido vuelva a formar un circulo sin el gen insertado? Debido

a que las secuencias de los extremos adhesivos son diferentes (uno tiene la
secuencia BamHI y el otro tiene la secuencia Hindlll), los dos extremos no
pueden aparearse. La unica forma de reformar el circulo es con la insercion del
gen rfp que tiene los extremos BamH! y Hindlll
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Posibles respuestas a las preguntas de Antes del laboratorio:

1.

Revise la Figura 2.3. Si pKAN-R se digiere con BamHIl y Hindlll, ; qué
fragmentos se producen? Si pARA se digiere con BamHIl y Hindlll, ; qué
fragmentos se producen? Registre la secuencia de nucleétidos de los
extremos adhesivos y la longitud de cada fragmento (pb), e indique los
genes y otras secuencias importantes presentes en cada fragmento.

Las secuencias son las siguientes:

Fragmentos de digestion de pKAN-R:

rfp pBAD
Hindlll 807 bp BamHI
kanR
GATCC A
G TTCGA
BamHI 4705 bp Hindlll
Fragmentos de digestion de pARA:
AGCTT G
A CCTAG
Hindlll 377 bp BamHI
araC ori ampR
GATCC A
¢ L 1IN N Frcen
BamHI 4495 bp Hindlll

Para crear un plasmido que pueda producir RFP en bacterias, ; qué componentes
se necesitan en el plasmido? El pléasmido necesita un origen de replicacion, un
promotor, el gen de interés (rfp), y un gen de resistencia a los antibidticos que
permite la identificacion de las bacterias que han tomado el plasmido.

Las bacterias pueden ser eliminadas por un antibiético a menos que
contengan un plasmido que tenga el gen de resistencia a ese antibiotico.
(Los cientificos llaman a este tipo de genes marcadores seleccionables;

solo las bacterias que portan este gen sobrevivirdn a la exposicién a un
antibiotico. Si la captacion de ADN por las bacterias es ineficiente (como se
analiza en la lectura), ¢ por qué un marcador seleccionable es crucial en la
clonacion de un gen en las bacterias? Desea saber qué células bacterianas
tienen el plasmido y pueden producir la proteina que esta purificando.

El marcador seleccionable le permitiréd matar las bacterias que no tienen el
pldasmido con el gen de interés.
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kb

Lea la secciéon de Métodos en las paginas de B-17 y B-18 de la Guia del
estudiante y describa brevemente los pasos, utilizando palabrasy un
diagrama de flujo. Las respuestas de los alumnos seran variadas. Un
diagrama de flujo de los alumnos podria verse asi:

Diagrama de flujo del laboratorio 2

25 K A RE  dHO

Verifique los reactivos ’ Etiquete 4 tubos ’ Revise la
(2.5xB, K, A, RE, dH,0) K+, K-, A+y A- tabla 2.2

4.0 uL 2.5xB

I

\_\_

Pipetee 4.0 pL 2.5xB en l Pipetee 4.0 pL K en los ’
los tubos K+, K-, A+y A- tubos K+ y K-

Pipetee 4.0 pL A en los ! Pipetee 2.0 pL RE en los i Utilice una pipeta para
tubos A+yA- tubos K+y A+ mezclar los reactivos en
los tubos K+ y A+

Pipetee 2.0 uL dH,O en los ’ Utilice una pipeta para ’ Centrifugue los tubos
tubos K-y A- mezclar los reactivos K+, K-, A+y A-
en los tubos K-y A-
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Diagrama de flujo del laboratorio 2 (continuacién)

5-15 min.

T
S
3re w -
@ W @ W 2 -20°C
Coloque 4 tubos en una ’ El profesor: ’ El profesor:
gradilla flotante para tubos Colocara los tubos en baiio mariaa37°Cy Colocara los tubos en
de microcentrifuga los incubara de 5 a 15 minutos el congelador a-20 °C

Revise la seccion Métodos brevemente con los alumnos antes de comenzar
el laboratorio.

TECNICA DE LABORATORIO: Revise el uso de las micropipetas con los alumnos.

Durante el laboratorio, los alumnos deben debatir las preguntas de DETENGASE
Y PIENSE en sus grupos y luego registrar sus respuestas de forma individual. Pida
a los alumnos que compartan sus respuestas y razonamiento para cada pregunta
con la clase.

Posibles respuestas a la segunda y tercera preguntas de DETENGASE Y PIENSE:

e En el paso 4, se le pide que prepare dos tubos sin las enzimas de restriccién,
BamHl y Hindlll. ; Cudl es el propdsito de este paso y por qué es importante?
Los tubos sin las enzimas son controles. Podemos comparar un control con
el tubo que tiene las enzimas para comparar el plasmido sin cortar con el
pldsmido cortado. Si por alguna razon las enzimas no funcionaron como
se esperaba, el control lo indicara, ya que tanto el tubo de control como
el tubo con las enzimas daran el mismo resultado cuando se examinen con
electroforesis en gel.

e ;Por qué las enzimas funcionan mejor a 37 °C? ;Por qué se deben colocar las
enzimas en el congelador? Las enzimas originalmente provenian de bacterias
que estan a la temperatura del cuerpo humano y estan diseAadas para
funcionar a esta temperatura. Colocar las enzimas en el congelador detendra
la reaccion.

En el paso 6, se indica a los grupos que coloquen sus cuatro tubos de microcentrifuga
(K +, A+, K-y A-) en la gradilla flotante para tubos de microcentrifuga cerca del
bafo maria. Cuando la gradilla esté llena, coléquela en el bafio maria e incube
durante 5 a 15 minutos. Una vez completada la incubacion, coloque todos los tubos
en el congelador a 20 °C para el Laboratorio 3.

Pida a los alumnos que comenten las Preguntas del Capitulo 2 en grupos
pequeios y que registren sus respuestas de forma individual. (10 minutos)

Los alumnos reflexionan sobre los conceptos que aprendieron en este capitulo
respondiendo a las Preguntas del Capitulo 2. Circule para realizar un seguimiento
de los debates y brindar apoyo.
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Posibles respuestas a las Preguntas del Capitulo 2:

1. Enumere en palabras o indique en un dibujo las caracteristicas importantes
de un vector plasmidico que se requieren para clonar un gen. Explique el
propdsito de cada caracteristica. Las caracteristicas importantes de un vector
plasmidico son (1) una secuencia para el inicio de la replicacion del ADN, ori,
que permite que el plasmido se replique en la bacteria; (2) una secuencia
promotora para iniciar la transcripcion del gen insertado; y (3) un gen que
codifica una proteina para la resistencia a los antibidticos, lo que permite la
identificacion de bacterias que han captado el plasmido.

2. ¢Qué papel tienen las enzimas de restriccion en la naturaleza? Protegen a las
bacterias de la infeccion por virus bacteriéfagos.

3. Segun su comprension de la evolucion, ¢por qué las bacterias retienen un
gen que les da resistencia a los antibiéticos? ; Como es que la existencia de las
bacterias con resistencia a los antibidticos afecta a la medicina hoy en dia? Las
bacterias con el gen de resistencia a los antibidticos se reproducirdn mas porque
tienen una ventaja selectiva sobre otras bacterias que no portan ese gen. Esta es
una gran preocupacion en medicina porque ahora hay cepas de bacterias que
causan enfermedades pero que los antibidticos no pueden destruir.

4. Las bacterias, las anémonas de mar y los humanos parecen ser, en la
superficie, organismos muy diferentes. ; Como se puede expresar un gen de
los seres humanos o una anémona de mar en las bacterias para hacer un
producto nunca antes hecho en bacterias? E/ cddigo de ADN y los procesos
de transcripcion y traduccion son los mismos en todos los organismos vivos.
Las enzimas como la ARN polimerasa son especificas para los promotores;
la ARN polimerasa bacteriana solo reconocera promotores bacterianos. Una
vez que un gen humano o de anémona de mar se coloca bajo el control
de un promotor bacteriano en un plasmido y el plasmido recombinante
es absorbido por la bacteria, la ARN polimerasa bacteriana transcribira el
gen insertado. Si estd ensefiando una clase avanzada, los alumnos también
pueden notar que la maquinaria de sintesis de proteinas traducira los
codones triples universales en proteinas.

5. Debido a un accidente en el laboratorio, las bacterias que llevan un plasmido
con un gen de resistencia a la kanamicina y las bacterias que llevan un
plasmido con un gen de resistencia a la ampicilina se mezclaron de forma
accidental. ;Como disefiaria un experimento que te permita clasificar los
dos tipos de bacterias? (Pista: jAsegurese de no eliminar uno de los tipos de
bacterias que intenta clasificar!) Las bacterias deben dividirse en dos lotes; un
lote debe tratarse con kanamicina y el otro lote debe tratarse con ampicilina.

Discuta las respuestas de los estudiantes como una clase. (10 minutos)

Evalte la comprension de los alumnos sobre el uso de plasmidos y enzimas
de restriccion para la clonacion de genes mientras discuten sus respuestas a
las Preguntas del Capitulo 2.
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ESTRATEGIA: Mientras dirige el debate, aplique las siguientes practicas:

e Dé alos alumnos tiempo para evaluar las respuestas de los demas.
e Pida aclaraciones.

¢ Pida una explicacion.

¢ Replantee o reformule.

e Pida un ejemplo.

e Pida evidencia.

e Proporcione ejemplos y contraejemplos.

¢ Pida a los alumnos que aporten una explicacion.

e Pida a los alumnos que evaltien una respuesta.

ANTECEDENTE CIENTIFICO:
LOS COMPONENTES DEL PLASMIDO pARA-R

El plasmido recombinante que Figura T2.1: El plasmido pARA-R

se utiliza en este programa para ) c
ori ara

clonar el gen rfp es el plasmido

pPARA-R (ver Figura T2.1). Se

han desarrollado muchos tipos

. > PARA-R

diferentes de vectores plasmidicos 5,302 bp BamHI
pBAD

para clonar genes. Todos . ,

tienen los componentes basicos

necesarios para clonary expresar ampR rfp

genes en bacterias, incluida " pBAD-rfp

. . 807 bp
una secuencia para iniciar la

replicacién del ADN (el punto ori),
un promotor para iniciar la

\\?u"\‘\

transcripcion, un marcador seleccionable y un sitio o sitios de restricciéon
cerca del promotor para insertar el gen de interés. El plasmido pARA-R
se ha construido de manera que el gen se inserte utilizando BamHI y
Hindlll. El uso de dos enzimas de restriccion diferentes asegura que el
gen rfp se insertara en una sola orientacién, la apropiada para transcribir
la cadena con sentido del ADN. Es posible que desee revisar la idea de las
cadenas “de sentido” y “antisentido” con los alumnos.

El plasmido pARA-R se ha construido para incluir componentes del
operon arabinosa, que permiten la expresion del gen rfp gen a ser
regulado. Todos los organismos vivos, incluidas las bacterias, tienen la
capacidad de regular la expresion de sus genes. El ejemplo mas obvio
de esta regulacién se da en la diferenciacién celular en organismos
multicelulares. La mayoria de las células contienen el complemento
completo de ADN, pero durante la diferenciacién solo ciertos genes se
expresan a medida que las células se convierten en células de la piel,
los musculos o las raices. Gran parte de esta regulacién ocurre al nivel
de iniciacion de la transcripcién. El inicio de la transcripcién puede
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ser activado por proteinas llamadas activadores, o desactivado por
proteinas llamadas represores. Si bien las bacterias no se diferencian, si
responden a las condiciones ambientales, como la presencia o ausencia
de un azucar, incluida la arabinosa. El operén arabinosa es un ejemplo
clasico de regulacion génica en bacterias (ver Figura T2.2). El operén
comprende tres genes, araB, araA 'y araD, que codifican las proteinas
responsables del transporte y la descomposicion de la arabinosa. También
incluye un promotor y una secuencia 5' de ADN préoximo a la secuencia
del promotor, que se une a la proteina AraC. La proteina AraC regula

la expresién de los genes de arabinosa permitiendo su transcripcién en
presencia de arabinosa o desactivando la expresidon génica en su ausencia.

Figura T2.2: El operén arabinosa

pBAD I
araC —| araB |—| araA |—| araD |—

l O arabinosa

araB |—| araA |—| araD |—

l ARN Pol

araB I—l araA |—| araD |—

—_

ARN Pol

En ausencia de arabinosa, la proteina AraC bloquea la unién de la ARN
polimerasa al promotor; por lo tanto, no puede iniciarse la transcripcién,
y los tres genes: araB, araA 'y araD, no se expresan. Cuando la arabinosa
esta presente en el medioambiente, el azlcar se une a la proteina AraC,
lo que altera la forma del ADN de tal manera que la ARN polimerasa
puede unirse al promotor y los genes araB, araA'y araD se expresan.

El plasmido pARA-R utilizado en este programa tiene el promotor

pBAD y el gen araC, asi como los genes resistentes a la ampicilina

y la kanamicina. Los genes araB, araA 'y araD han sido eliminados y
reemplazados por el gen rfp, poniendo el gen rfp bajo el control del
promotor de arabinosa. Las colonias de bacterias que albergan este
plasmido seran rojas en presencia de arabinosa y blancas en su ausencia.
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CAPITULO 3
CONSTRUCCION DE UN PLASMIDO RECOMBINANTE
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DESCRIPCION GENERAL

En este capitulo, los alumnos aprenden sobre otra herramienta biologica esencial
utilizada en la ingenieria genética: las ADN ligasas, enzimas que catalizan la
union de fragmentos de ADN. Los alumnos leen sobre el rol de la ADN ligasa en
la replicacién del ADN y la ingenieria genética. Los alumnos llevan a cabo una
actividad de laboratorio, Laboratorio 3, en la que ligan la digestién de restricciéon
que llevaron a cabo en el Laboratorio 2, con el objetivo de hacer el plasmido
pPARA-R que contiene el gen rfp y el gen ampR.

SUPUESTOS DEL CONOCIMIENTO PREVIO

Los estudiantes ya deben saber lo siguiente:

e El ADN es una molécula bicatenaria, y cada cadena de ADN esta formada por
subunidades unidas covalentemente llamadas nucledtidos.

e Un nucleétido esta formado por un azucar, un grupo fosfato y una base
nitrogenada. Hay cuatro bases nitrogenadas diferentes: citosina, guanina,
adeninay timina.

e Los nucledtidos estan unidos entre si por una estructura de azucar-fosfato;
las bases nitrogenadas sobresalen de esta estructura.

e Las dos cadenas de ADN estan conectadas por enlaces de hidrégeno entre
bases nitrogenadas adyacentes, que se denominan pares de bases; la citosina
siempre se combina con guanina, y la adenina siempre se combina con timina.

OBJETIVOS DE APRENDIZAIE

Al final de este capitulo, los estudiantes podran hacer lo siguiente:

e Describir el papel de una ADN ligasa en la replicaciéon

e Explicar cdmo se usa la ADN ligasa para crear un plasmido recombinante

e Describir posibles plasmidos recombinantes que se forman al ligar una
digestion de restriccion.

RESULTADOS EVALUADOS

e Evalue la capacidad de cada alumno para describir el papel de las ADN
ligasas en la replicacion del ADN al revisar sus respuestas a las preguntas
1y 5 en Preguntas del Capitulo 3 (pagina B-33 de la Guia del estudiante).

e Evalue la capacidad de cada alumno para describir el papel de las ADN
ligasas en la replicacion del ADN al revisar sus respuestas a las preguntas
2, 3y 5 en Preguntas del Capitulo 3 (pagina B-33 de la Guia del estudiante).

e Evalue la capacidad de cada alumno para describir los posibles plasmidos
recombinantes que se forman durante la ligacién al revisar sus respuestas
a la pregunta 1 en Antes del laboratorio (pagina B-31 de la Guia del
estudiante) y a la pregunta 4 en Preguntas del Capitulo 3 (pagina B-33 de
la Guia del estudiante).
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SECUENCIA DE ACTIVIDADES SUGERIDA

e Revise la Introduccién y los Objetivos del Capitulo 3 con los alumnos.
(5 minutos)

e Pida a los estudiantes que contesten las preguntas ; Qué sabes ya? y que
compartan sus respuestas. (15 minutos)

e Haga que los alumnos lean Pegar fragmentos de ADN juntos y que contesten
las preguntas de CONSIDERAR. (10 minutos)

e Dirija un debate sobre las respuestas de los alumnos a las preguntas
de CONSIDERAR de Pegar fragmentos de ADN juntos. (5 minutos)

e Haga que los alumnos comiencen el Laboratorio 3 leyendo el parrafo
introductorio y que luego respondan las preguntas de Antes del laboratorio
(10 minutos)

e Haga que los alumnos realicen el Laboratorio 3. Durante el laboratorio,
haga que los alumnos compartan sus respuestas a las pregunta 1 de Antes
del laboratorio y la pregunta de DETENGASE Y PIENSE con la clase y que
expliquen su razonamiento. (30 minutos)

e Pida a los alumnos que discutan las Preguntas del Capitulo 3 en grupos
pequenos y que registren sus respuestas de forma individual. (5 minutos)

e Dirija un debate de toda la clase sobre las respuestas de los alumnos.

(10 minutos)

NOTA: Hay un periodo de incubaciéon de 20 minutos en esta sesién, durante el
cual los alumnos pueden comenzar a trabajar en las Preguntas del Capitulo 3.

Antes de comenzar, debe familiarizarse con los procedimientos de laboratorio de este
capitulo, la preparacién requerida y los materiales que necesitara. Las instrucciones
suponen que proporcionara materiales para 12 grupos de 2 o 3 alumnos. Si tiene mas
o menos alumnos, ajuste las cantidades segun corresponda.

TECNICA DE LABORATORIO: Con excepcion del agua destilada, todos los
reactivos utilizados en el Capitulo 3 deben almacenarse en un congelador hasta
que esté listo para prepararlos para los alumnos.

CALIBRAR EL BANO MARIA PARA EL LABORATORIO 3

Si su bafio maria aln no esta preparado, vea Preparar y calibrar el bafio maria
para el laboratorio 2 (pagina B-6 de esta guia). Para este laboratorio, calibre

el bafio maria a 80 °C, asegurandose de que haya suficiente agua en el bafio

y que el bafio esté cubierto para reducir la evaporacién. Asegurese de usar agua
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destilada en el bafio maria y de mantener el termémetro, el temporizadory la
gradilla flotante para tubos de microcentrifuga con el bafio maria. Si las clases
realizaran el Laboratorio 5, deje el baflo maria preparado y calibrelo a 42 °C el
dia anterior al laboratorio.

ALICUOTAS DE REACTIVOS PARA EL LABORATORIO 3

Los reactivos se pueden dividir en alicuotas varios dias antes del Laboratorio 3.
Almacene los reactivos separados en alicuotas en el refrigerador.

1. Saque los siguientes reactivos del congelador y permita que se descongelen
durante 15 minutos:
e ADN ligasa (LIG)
e Tampodn de ligaciéon 5x (5xB)

2. Gire el 5xB en la microcentrifuga.

3. Etiquete dos tubos de microcentrifuga de la siguiente manera:

e 12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “LIG"
e 12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “5xB”
e 12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “dH,0”

NOTA: Los tubos dH,O pueden estar disponibles de laboratorios
anteriores.
4. Pipetee los reactivos en los tubos de microcentrifuga de la siguiente manera:

e 2.0 pl de LIG en los tubos marcados como “LIG”
e 4.0 pl de 5xB en los tubos marcados como “5xB”
e 1,000 pl de agua destilada (dHZO) en los tubos marcados con “dH,0"

REONA LOS MATERIALES PARA EL LABORATORIO 3

Relina materiales en el dia del laboratorio. Después de preparar las gradillas con
los reactivos, asegurese de guardarlos en el refrigerador hasta que los alumnos
estén listos para usarlos.

1. Saque los siguientes reactivos del congelador y permita que se descongelen
durante 15 minutos:
e Tubo de microcentrifuga de pKAN-R digerido del laboratorio 2 (K+)
e Tubo de microcentrifuga de pARA digerido del laboratorio 2 (A+)

NOTA: Las muestras digeridas pueden permanecer a temperatura
ambiente durante algunas horas sin la amenaza de degradacion.

2. Gire los reactivos en la microcentrifuga para integrar la condensacion.
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B-28

3. Prepare 12 juegos de materiales; cada uno de ellos debe incluir lo siguiente:

Gradilla de plastico para tubos de microcentrifuga que contenga los
siguientes reactivos:

¢ Tubo de microcentrifuga de pKAN-R digerido del laboratorio 2 (K+)
Tubo de microcentrifuga de pARA digerido del laboratorio 2 (A+)
Tubo de microcentrifuga de LIG (preparado anteriormente)

Tubo de microcentrifuga de 5xB (preparado anteriormente)

Tubo de microcentrifuga de dH,O (preparado anteriormente

o sobrante de un laboratorio anterior)

*
L 4
*
*

Micropipeta P-20

Caja de puntas para puntas de pipetas desechables

Marcador permanente

Contenedor de residuos para puntas y tubos de microcentrifuga usados
(necesitara 1 contenedor por cada 2 grupos)

4. Coloque la microcentrifuga en una ubicacién central para que todos los
grupos puedan compartirla.

5. Coloque el termémetro, el temporizador y la gradilla flotante para tubos de
microcentrifuga (para sostener los tubos en el bafio maria) en la mesa al lado
del bafio maria.

NOTAS:

Cuando sus alumnos hayan completado sus ligaciones, asegurese de
recoger todos sus tubos de microcentrifuga A+, K+ y LIG. Estos tubos
deben tener el nimero de grupo y el periodo de clase de los alumnos
para que los alumnos puedan ubicarlos facilmente para el proximo
laboratorio. Los tubos LIG pueden mantenerse a temperatura ambiente
durante la noche. Los tubos K+ y A+ deben devolverse a la caja de
almacenamiento que contiene los tubos K- y A- (en el congelador).

Los tubos de 5xB se pueden desechar.

Las muestras de los tubos K+, A+, K-, A~y LIG se analizaran en un gel
de electroforesis en el préximo laboratorio.

IDEAS CLAVE: La herramienta final necesaria para hacer ADN recombinante
& es una forma de “pegar” el plasmido y los fragmentos de genes creados

con enzimas de restriccion. A principios de la década de 1960, los cientificos

aislaron enzimas llamadas ADN ligasas que podian unir fragmentos de ADN.

El papel biolégico principal de las ligasas era asegurar la replicacion del ADN

al catalizar la formacion de enlaces covalentes entre bases adyacentes en una
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cadena de ADN recién hecha. Las ligasas también pueden usarse en el proceso
de ingenieria genética al catalizar la formacion de enlaces covalentes entre
bases adyacentes en dos extremos adhesivos complementarios. El paso de la
ligacion en el proceso de ingenieria genética conduce a multiples productos de
ADN recombinante.

Revise la Introduccidn y los Objetivos del Capitulo 3 con los alumnos. (5 minutos)

La Introduccion explica el propésito principal de este capitulo, vinculandolo a la
Introduccion al programa. Los Objetivos del Capitulo 3 les dicen a los alumnos en
qué deben enfocarse mientras trabajan en este capitulo. Explique a los alumnos
qué evaluara en este capitulo y cudles son sus expectativas en relacién con el
desemperio de los alumnos.

Pida a los estudiantes que contesten las preguntas ; Qué sabes ya? y que
compartan sus respuestas. (15 minutos)

La seccién ¢ Qué sabes ya? La seccién activa el conocimiento de los alumnos
sobre enzimas, replicacién de ADN y ligaciéon de ADN, y revela brechas en ese
conocimiento. Haga que los alumnos respondan las preguntas en parejas y luego
registren y compartan sus ideas, para que puedan evaluar lo que saben y lo

que no saben sobre las enzimas, la replicacion del ADN y la ligacion del ADN. Es
posible que desee recordar a los alumnos la definicion de replicacion del ADN
antes de comenzar.

a Y

ANTECEDENTE CIENTIFICO: REPLICACION DEL ADN

Replicacion del ADN: es el proceso biolégico de hacer una copia idéntica
de una seccion de ADN, que ocurre en todos los organismos vivos.

El proceso comienza cuando una molécula de ADN de doble cadena
produce dos copias idénticas. La doble hélice se desenrolla, y cada
cadena de la molécula original sirve como plantilla para la produccién de

la cadena complementaria.
A\ Y

Posibles respuestas a las preguntas ; Qué sabes ya?:

1. ¢Cual es la funcién de las enzimas en las reacciones? Las enzimas catalizan
reacciones, lo que significa que causan reacciones a una velocidad mayor que
la que ocurriria si la enzima no estuviera presente.

2. ¢Coémo se produce la replicacion del ADN? Las dos cadenas en la doble hélice
se desenrollan y se separan una de la otra. Los nucledtidos en cada cadena
estan unidos por hidrégeno a nucledtidos simples complementarios. La
enzima ADN polimerasa crea una nueva cadena de ADN asegurando que los
nucledtidos individuales estén unidos entre si por una estructura de azucar
y fosfato. El resultado son dos hélices dobles que son idénticas a la doble
hélice original, excepto por los raros errores de copia.
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3. ¢Por qué es esencial la replicaciéon del ADN en todas las células? E/ ADN
codifica las instrucciones para las proteinas que se necesitan para la
estructura y funcion celular. Cuando las células se dividen, necesitan replicar
el ADN para que ambas células tengan las instrucciones.

4. ;Qué sucede cuando se unen dos fragmentos de ADN con extremos
adhesivos complementarios? ;Co6mo asegura la actividad de la ADN ligasa
que la unién sea permanente? Cuando se unen dos extremos adhesivos
complementarios, las bases en cada hebra sobresaliente forman enlaces de
hidrégeno entre si, creando pares de bases. Los alumnos podrian especular
que la ligasa une las estructuras principales del ADN.

Haga que los alumnos lean Pegar fragmentos de ADN juntos y que contesten
las preguntas de CONSIDERAR. (10 minutos)

En esta lectura, los alumnos aprenden sobre las ligasas y su papel tanto en la
replicacién del ADN como en el proceso de ingenieria genética. Los alumnos
revisan los enlaces de hidrégeno y los enlaces covalentes en el contexto de la
replicacion del ADN y la unién de fragmentos de ADN. Haga que los alumnos
anoten las respuestas de las preguntas de CONSIDERAR en sus cuadernos.
Recuerde a los alumnos que usen el Glosario para buscar términos cientificos
si necesitan ayuda para entender la lectura.

Dirija un debate sobre las respuestas de los alumnos a las preguntas
de CONSIDERAR de Pegar fragmentos de ADN juntos. (5 minutos)

Evalte el conocimiento de los alumnos sobre el ADN y cémo se utilizan las
ligasas en la ingenieria genética al revisar las respuestas de los alumnos a las
preguntas de CONSIDERAR.

Posibles respuestas a las preguntas de CONSIDERAR:

e ;Cudlesson los roles de los enlaces de hidrégeno y los enlaces covalentes
en la estructura del ADN? Los enlaces de hidrégeno son enlaces débiles
formados entre las bases de nucledtidos en las dos cadenas en la doble
hélice; mantienen las dos cadenas juntas. Se forman enlaces covalentes entre
los nucledtidos; crean una estructura principal para cada cadena de ADN.

e Segun lo que acaba de aprender sobre la replicacion del ADN, ¢cual es
la posible funcién de las ligasas al unir los extremos adhesivos de los
fragmentos de ADN? E/ ADN recombinante se forma al insertar un gen en
un vector plasmidico. Para que la clonacion sea completa y funcional, el
plasmido y el gen deben unirse mediante enlaces covalentes. La ADN ligasa
cataliza esta reaccion.
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ANTECEDENTE CIENTIFICO: LAS ENZIMAS DE LA
REPLICACION DEL ADN

La ADN ligasa es una de varias enzimas involucradas en la replicacién

del ADN, lo que ocurre en multiples puntos de origen a lo largo de la
molécula. Para replicarse, la molécula de ADN primero debe desenrollarse
para revelar las bases. La topoisomerasa inicia el desenrollado cortando el
ADN en los puntos ori. El desenrollado contintia mediante la helicasa, que
rompe los enlaces de hidrégeno entre los pares de bases. La enzima ADN
polimerasa copia las secuencias en nuevas cadenas uniéndose a la cadena
de ADN que se copiara y guiando los nucleétidos al enlace de hidrégeno
con las bases complementarias.

La replicacién por la ADN polimerasa puede ocurrir solo en la direccion

de 5'a 3'. La replicacion puede llevarse a cabo de manera continua en

la cadena principal o la cadena de 5' a 3' de la doble hélice, pero debe
ocurrir de manera no continua en la cadena rezagada o de 3'a 5'. La
replicacién en la cadena rezagada requiere iniciadores de ARN que
activan la replicaciéon en la direccién de 5' a 3'. Estos iniciadores estan
unidos al ADN por primasa. La replicacion en la cadena rezagada produce
pequeios fragmentos, que se unen mediante ADN ligasa. Los cebadores
de ARN se eliminan antes de la ligacion de los fragmentos por ADN ligasa.

La ADN polimerasa también tiene una funcion de correccion, que reconoce
pares de bases no coincidentes y elimina la base incorrecta. La ADN ligasa
cataliza el paso final de la replicacion, la formacion del enlace fosfodiéster
covalente para completar la estructura de azucar-fosfato de la nueva
cadena de ADN.

Haga que los alumnos comiencen el Laboratorio 3 leyendo el parrafo introductorio
y que luego respondan las preguntas de Antes del laboratorio (10 minutos)

Los alumnos usan una ADN ligasa para unir los fragmentos creados por la
digestién de restriccion de los plasmidos pKAN-R y pARA. Explique a los alumnos
que una ADN ligasa se unird a cualquier fragmento que tenga extremos
adhesivos complementarios.

Los alumnos comentan las preguntas de Antes del laboratorio (pagina B-31 de
la Guia del estudiante) en sus grupos y registran individualmente sus respuestas.
Este trabajo se puede completar como tarea si es necesario. Los alumnos
necesitaran sus cuadernos para responder la pregunta 1, ya que deben referirse
al trabajo que hicieron en el Capitulo 2.

ESTRATEGIA: Es posible que los alumnos estén menos comprometidos con este
laboratorio, ya que requiere pocos pasos y no sucede nada visible. Recuérdeles
que la ligacién es un paso critico en el proceso de creaciéon de un plasmido
recombinante. También explique que es importante visualizar lo que sucede
en los tubos de microcentrifuga determinando qué posibles productos pueden
formarse durante el procedimiento de ligacion.

CAPITULO 3 | GUIA DEL PROFESOR

© 1991, 2000, 2013-2019 Amgen Foundation, Inc. Todos los derechos reservados.



Para responder la pregunta 1 en Antes del laboratorio, los alumnos dibujan
modelos del proceso de ligacién para determinar tres productos que pueden
resultar. Revise esta pregunta con los alumnos y pidales que expliquen qué
informacién necesitan para responderla.

IDEAS CLAVE: El paso de ligacion en el proceso de ingenieria genética conduce
a multiples plasmidos de ADN recombinante; solo uno de los productos es el
plasmido recombinante que necesita.

Haga que los alumnos continten el Laboratorio 3. Durante el laboratorio,

haga que los alumnos compartan sus respuestas a las pregunta 1 de Antes del
laboratorio y la pregunta de DETENGASE Y PIENSE con la clase y que expliquen
su razonamiento. (30 minutos)

Haga que los alumnos completen los pasos 1-3 en la seccion Métodos. Luego,
haga que los alumnos compartan sus respuestas a las dos preguntas, mientras
comienza la incubacion de las digestiones de restriccion.

ESTRATEGIA: Para ahorrar tiempo, no revise la pregunta 2 durante esta practica
de laboratorio. Puede revisar los resimenes de los alumnos en otro momento.
A continuacién se proporciona una posible respuesta a esta pregunta.

NOTA: Durante este periodo de incubacién, los alumnos también pueden
comenzar a trabajar en las Preguntas del Capitulo 3.

Posibles respuestas a las preguntas de Antes del laboratorio:

1. Revise su respuesta a la pregunta 1 en Antes del laboratorio en el
Laboratorio 2 (pagina B-16 de la Guia del estudiante), en la que describi6 los
fragmentos que se formaron a partir de la digestién de pKAN-R y pARA con
BamHl y Hindlll. Con esta informacién, dibuje tres plasmidos recombinantes
posibles resultantes de la union de dos fragmentos pARA y pKAN-R. Muestre
los genes de cada plasmido, otras secuencias importantes y la cantidad de
pares de bases que tiene cada uno. Se pueden hacer diez posibles plasmidos
de dos fragmentos a partir de los cuatro fragmentos presentes en la
digestion de restriccion. Los 4 fragmentos y los 10 plasmidos aparecen en
las siguientes pdginas. Revise el trabajo de los alumnos y presente todos los
plasmidos posibles si los alumnos no los han descrito a todos.

ESTRATEGIA: Pida a los alumnos que expliquen por qué los plasmidos pKAN-R
y PARA originales se encuentran entre los productos. Los alumnos deben darse
cuenta de que los dos plasmidos pueden volver a formarse a partir de los
fragmentos en presencia de ligasa.
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Fragmentos de digestion de pKAN-R:

rfp
Hindlll
ind 807 bp
GATCC
G
BamHI

Fragmentos de digestion de pARA:

AGCTT G
A CCTAG

Hindlll 377 bp BamHI

araC

orce g .

BamHl

pBAD
BamHI
kanR
A
TTCGA
4705 bp Hindlll
ori ampR
] 7
TTCGA
4495 bp Hindlll

CAPITULO 3 | GUIA DEL PROFESOR

© 1991, 2000, 2013-2019 Amgen Foundation, Inc. Todos los derechos reservados.



Todos los plasmidos de dos fragmentos que pueden formarse durante la ligaciéon

|

754 bp 2.
pBAD
*pBAD
1,614 bp 4.
rfp
rfp

kanR

5,082 bp 6.
T,

kanR

pKAN-R

5,512 bp '}:BAD 8.

kanR

araC

9,200 bp 10.

f\

ampR
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1,184 bp 4\ PBAD
rfp

o
araC
pARA
4,872 bp
ampR E
Y
pARA-R
5,302 bp pBAD

aL /
ori

-
8,990 bp araC
f""
A
ampR
9,410 bp
A
kanR



Lea la secciéon de Métodos en la pagina B-32 de la Guia del estudiante y
describa brevemente los pasos, utilizando palabras y un diagrama de flujo.
Las respuestas de los alumnos seran variadas. Un diagrama de flujo de los
alumnos podria verse asi:

Diagrama de flujo del laboratorio 3

o
Ke oo A+ e £ €
: g

ﬁ — %, |

2
(0 A%

Verifique los reactivos
(K+, A+, 5xB, LIG, dH,0) =

Coloque K+ y A+ en bafio maria a i
80 °C durante 20 minutos

*
\UG K+ A+
Etiquete el tubo LIG con ’ Retire K+ y A+ ’
el niumero de grupo del bafio maria
y el periodo de clase
4.0 L 4.0 uL

Pipetee 4.0 pL de K+ ’
en el tubo LIG

3.0uL

)

Pipetee 3.0 pL de 5xB ’
en el tubo LIG

LIG \{79/ y

Tape y centrifugue

Utilice la pipeta para mezclar ’
el tubo LIG

los reactivos en el tubo LIG

)

Pipetee 4.0 uL de A+ ’
en el tubo LIG

2.0puL

(3

Pipetee 2.0 uL de dH,0 ’
en el tubo LIG

’ Coloque LIG, A+ y K+ en las
gradillas correspondientes
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Posible respuesta para la pregunta DETENGASE Y PIENSE:

¢Por qué es importante desactivar las enzimas de restriccion BamHI

y HindlIll antes de ligar los fragmentos? ;Qué podria suceder si no realizé
este paso? Si las enzimas de restriccion aun estan activas, descompondrén los
plasmidos formados por la accion de la ADN ligasa.

Al final del laboratorio, haga que los grupos coloquen sus tubos LIG en una
gradilla para tubos de microcentrifuga para incubarlos durante la noche a
temperatura ambiente. Haga que los grupos coloquen sus tubos A+ y K+ en
una segunda gradilla para tubos de microcentrifuga, que debe devolverse al
congelador a -20 °C para el Laboratorio 4.

Pida a los alumnos que discutan las Preguntas del Capitulo 3 en grupos
pequeiios y que registren sus respuestas de forma individual. (5 minutos)

Haga que los alumnos reflexionen sobre su comprension de la ligacion
respondiendo las Preguntas del Capitulo 3. Interrumpa esta actividad para volver
a la seccion Métodos del Laboratorio 3 cuando sea hora de retirar los tubos de
K+ y A+ del bafio maria a 80 °C.

Dirija un debate de toda la clase sobre las respuestas de los alumnos. (10 minutos)
Posibles respuestas a las Preguntas del Capitulo 3:

1. ¢Qué papel tienen las ADN ligasas en la naturaleza? La ligasa es necesaria
en un paso de la replicacion del ADN. Durante el proceso de replicacion,
una de las cadenas hijas esta formada por fragmentos de ADN. La ligasa
une los fragmentos al catalizar la formacion de un enlace covalente entre
nucledtidos adyacentes.

2. ¢Qué papel tienen las ADN ligasas en la clonacion de genes? La ligasa
cataliza la union a lo largo del esqueleto de azucar-fosfato del ADN después
de que las bases en los extremos adhesivos complementarios han formado
enlaces de hidrégeno entre si.

3. ¢Qué propiedades de los fragmentos de restriccién de ADN producidos en
el Laboratorio 2 permiten la ligacién de estos fragmentos? Los fragmentos
tienen extremos adhesivos complementarios. La ligasa cataliza la union de la
estructura principal solo después de la creacion de los pares de bases.
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4. ¢Podrian dos fragmentos de rfp unirse para formar un plasmido durante
la ligacién? Si no, ;qué evitaria eso? Si es asi, ¢cual seria el resultado?
Si, los dos fragmentos pueden unirse porque tienen extremos adhesivos
complementarios. El plasmido resultante (plasmido 3 de la figura en la
pagina B-34) se muestra aqui:

N
&
pBAD °

pBAD

rfo 1,614 bp

N rfi
Q’\\(\b P

5. Durante la ligacién, se forman tanto enlaces de hidrégeno como covalentes.
¢ Qué enlaces se forman primero? ;Por qué deben formarse ambos tipos
de enlaces? Los enlaces de hidrégeno se forman primero. Ambos tipos de
enlaces deben formarse porque los enlaces de hidrégeno aseguran que las
bases se coloquen en el orden correcto, mientras que los enlaces covalentes
aseguran que los nucledtidos se unan permanentemente a lo largo de la
estructura de azucar y fosfato.

Estrategia: Mientras dirige el debate, implemente las siguientes practicas:

e Dé alos alumnos tiempo para evaluar las respuestas de los demas.
e Pida aclaraciones.

e Pida una explicacion.

¢ Replantee o reformule.

e Pida un ejemplo.

e Pida evidencia.

e Proporcione ejemplos y contraejemplos.

¢ Pida a los alumnos que aporten una explicacién.

¢ Pida a los alumnos que evalten una respuesta.
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CAPITULO 4
ASEGURARSE DE QUE SE CREO UN PLASMIDO RECOMBINANTE
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DESCRIPCION GENERAL

Dado que se fabrican diferentes productos durante el proceso de ligacion, los
bidlogos deben verificar que han creado el plasmido recombinante que necesitan,

es decir, el que tiene el gen de interés y todos los componentes necesarios para
que se produzca la proteina de interés. En este capitulo, los alumnos aprenden
sobre la importancia de verificar su trabajo a medida que determinan si tienen el
plasmido pARA-R que contiene tanto el gen rfp y el gen ampR.

SUPUESTOS DEL CONOCIMIENTO PREVIO

Los estudiantes ya deben saber lo siguiente:

e EI ADN es una molécula bicatenaria, y cada cadena de ADN esta formada por
subunidades unidas covalentemente llamadas nucleétidos.

¢ Un nucleétido esta formado por un azucar, un grupo fosfato y una base
nitrogenada. Hay cuatro bases nitrogenadas diferentes: citosina, guanina,
adenina y timina.

¢ Los nucledtidos estan unidos entre si por una estructura de azucar-fosfato;
las bases nitrogenadas sobresalen de esta estructura.

e Las dos cadenas de ADN estan conectadas por enlaces de hidrégeno entre
bases nitrogenadas adyacentes, que se denominan pares de bases; la citosina
siempre se combina con guanina, y la adenina siempre se combina con timina.

OBJETIVOS DE APRENDIZAIE

Al final de este capitulo, los estudiantes podran hacer lo siguiente:

e Describa por qué es importante verificar los productos creados en el proceso
de ingenieria genética.

e Predice la velocidad relativa de los fragmentos de restricciéon de ADN y los
plasmidos a través de un gel durante la electroforesis en gel

e Separe e identifique los fragmentos de restriccion de ADN y los plasmidos
mediante electroforesis en gel

RESULTADOS EVALUADOS

e Evalue la capacidad de cada alumno para describir por qué es importante
verificar los productos creados en el proceso de ingenieria genética al revisar
sus respuestas a la pregunta 1 en las Preguntas del Capitulo 4 (pagina B-48
de la Guia del estudiante).

e Evalue la capacidad de cada alumno para predecir la distancia relativa
recorrida de los fragmentos de restriccion de ADN y los plasmidos a través
de un gel revisando sus respuestas a la primera pregunta de DETENGASE
Y PIENSE en el Laboratorio 4 (pagina B-47 de la Guia del estudiante).

e Evalue la capacidad de cada alumno para separar e identificar los fragmentos
de restriccion de ADN y los plasmidos mediante la electroforesis en gel al
revisar sus respuestas a las preguntas 2-9 en las Preguntas del Capitulo 4
(pagina B-48 de la Guia del estudiante).
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SECUENCIA DE ACTIVIDADES SUGERIDA

e Revise la Introduccion y los Objetivos del Capitulo 4 con los alumnos. (5 minutos)
e Pida a los estudiantes que contesten las preguntas ; Qué sabes ya? y que

compartan sus respuestas. (10 minutos)

e Haga que los alumnos lean ;Por qué necesita verificar? y que contesten las
preguntas de CONSIDERAR. (15 minutos)

e Dirija un debate sobre las respuestas de los alumnos a las preguntas
de CONSIDERAR de ;Por qué necesita verificar? (5 minutos)

e Haga que los alumnos comiencen el Laboratorio 4. Haga que los alumnos
lean el parrafo introductorio y revisen las preguntas de Antes del laboratorio
en sus grupos. (10 minutos)

NOTA: Haga que los alumnos respondan las preguntas de Antes del
laboratorio como tarea.

e Haga que los alumnos completen el Laboratorio 4. Durante el laboratorio,
haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas de Antes
del laboratorio y las preguntas de DETENGASE Y PIENSE con la clase y que
expliquen su razonamiento. (45 minutos)

e Pida a los alumnos que comenten las Preguntas del Capitulo 4 en grupos
pequenos y que registren sus respuestas de forma individual. (20 minutos)
e Dirija un debate a partir de las respuestas de los alumnos. (25 minutos)

Antes de comenzar, debe familiarizarse con los procedimientos de laboratorio
en cada capitulo, la preparacion requerida y los materiales que necesitara.
Las instrucciones suponen que proporcionara materiales para 12 grupos

de 2 o 3 alumnos. Multiplique las cantidades seguiin sea necesario en funcién
de la cantidad de alumnos y el nimero de clases que imparte.

FOTOCOPIE LOS FOLLETOS PARA EL LABORATORIO 4

Se necesita una copia del diagrama de escalera de ADN (RM 4) para cada estudiante.
El Master reproducible (RM) para el folleto se encuentra al final de esta guia.

CAPITULO 4 | GUiA DEL PROFESOR

© 1991, 2000, 2013-2019 Amgen Foundation, Inc. Todos los derechos reservados.



PREPARE GELES DE AGAROSA PARA EL LABORATORIO 4

RECURSOS: El video Preparacion de un gel de agarosa (disponible en el sitio web I:I
del programa) repasa el proceso de preparar y moldear un gel de agarosa como @
se describe a continuacion.

NOTA: Los geles se pueden preparar con varios dias de anticipacion.
1. Prepare las bandejas para la electroforesis en gel:

a. Reuna los siguientes materiales:

¢ 6 bandejas para electroforesis en gel
e 12 peines de 10 pocillos
e Opcional: cinta adhesiva

b. Prepare las bandejas para electroforesis en gel para el moldeado
asegurando las compuertas en los extremos de cada bandeja en la
posicion “arriba” o colocando cinta adhesiva en los extremos de cada
bandeja. Coloque dos peines en cada bandeja, uno al final y otro en el
medio, antes de agregar la solucién de agarosa.

2. Prepare la solucién de agarosa:

a. Reuna los siguientes materiales:

e 2 matraces graduados de 250 ml, uno etiquetado con “1x SB”

e 12.5 ml de tampdn de borato de sodio 20x (20x SB)

e 237.5 ml de agua destilada o desionizada.

e 1.44 g de agarosa

e Balanza de masa

e Matraz de 500 ml etiquetado con “Gel”

e Envoltura de plastico

¢ Punta de pipeta desechable

e Horno de microondas

e Guantes resistentes al calor o pinzas

* 6 bolsas con cierre de tamafio sandwich o de un cuarto de galén
e  Contenedor de residuos para puntas y tubos de microcentrifuga usados

b. Prepare 250 ml de SB 1x agregando 12.5 ml de SB 20x al matraz
graduado de 250 ml etiquetado como “SB 1x”, agregando agua
destilada o desionizada hasta la marca de 250 ml, y mezcle.

¢. Vierta 180 ml de SB 1x en el segundo matraz graduado de 250 ml.

d. Agregue 1.44 g de agarosa (ya medida en tubos cénicos, a menos que
se indique lo contrario) al matraz de 500 ml etiquetado como “Gel".
Agregue los 180 ml de SB 1x que se midieron previamente para obtener
una solucion de agarosa al 0.8 %.

e. Cubra la abertura del matraz de 500 ml con plastico para envolver. Use la
punta de la pipeta para perforar un pequefio agujero en el plastico para
envolver.
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Coloque el matraz cubierto en un horno de microondas y caliente
durante un minuto a maxima potencia. Con una mano con guante, agite
suavemente el matraz. (De otro modo puede usarse una placa caliente
para derretir la agarosa, pero necesitara usar un hervidor doble).

SEGURIDAD: Use guantes resistentes al calor o use pinzas para sostener
el matraz.

Continue calentando en el horno de microondas el matraz durante
intervalos de 5 a 15 segundos hasta que toda la agarosa se haya disuelto.
Para verificar esto, sostenga el matraz hacia la luz y agite la solucion.
Busque con cuidado las “lentes” de cristales de agarosa suspendidos en
el liquido. Si no hay lentes visibles, la agarosa esta disuelta. Espere cinco
minutos para que la agarosa se enfrie a aproximadamente 60 °C antes
de continuar con el paso 3.

TECNICA DE LABORATORIO: Si la solucién se enfria demasiado, la agarosa
comienza a solidificarse nuevamente. Si esto sucede, simplemente
recaliente la solucién como se describe anteriormente.

3. Moldee los geles en las bandejas:

a.

Cuando la solucion de agarosa se haya enfriado hasta el punto de que
pueda tocar de manera segura el fondo del matraz (aproximadamente
60 °C; esto tomara unos cinco minutos), vierta 25 a 30 ml de la soluciéon
de agarosa en cada bandeja de electroforesis. La solucion debe cubrir
unos 2 mm del peine.

Una vez que los geles se solidifiquen (lo que llevara alrededor de 30 minutos),
saque los peines de cada gel. Tire de cada peine hacia afuera sin moverlo de
un lado a otro; esto minimizara el dafio a la pared frontal del pocillo.

Retire los geles de las bandejas de electroforesis en gel y almacénelos
en bolsas con cierres individuales con una pequena cantidad de SB 1x.
Almacene en el refrigerador hasta que esté listo para usar. Asegurese
de mantenerlos planos y no sobre una superficie con textura, ya que las
superficies con textura se grabaran en los geles y afectaran la forma en
que las moléculas se mueven a través de ellos.

ALICUOTAS DE REACTIVOS PARA EL LABORATORIO 4

NOTA: Los reactivos se pueden dividir en alicuotas varios dias antes del Laboratorio 4.

1. Obtenga el colorante de carga que se ha almacenado a temperatura
ambiente. Retire la escalera de ADN del congelador y deje que se descongele
durante 15 minutos.

NOTA: El colorante de carga es el mismo que la Solucién 2 que se usé en el
Laboratorio 1.2; contiene naranja G, azul de bromofenol y xileno cianol.

2. Etiquete dos tubos de microcentrifuga de la siguiente manera:
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3. Pipetee los reactivos en los tubos de microcentrifuga de la siguiente manera:

e 20.0 pl de colorante de carga en los tubos marcados como “LD"
¢ 10.0 pl de escalera de ADN en los tubos marcados con “M"”

NOTA: Después de la divisién en alicuotas, almacene el colorante de carga a
temperatura ambiente y la escalera de ADN en el refrigerador.

REUNA LOS MATERIALES PARA EL LABORATORIO 4

NOTA: Retina los materiales el dia del laboratorio.

1. Prepare 300 ml de SB 1x.

completaran este laboratorio; simplemente multiplique las cantidades dadas

TECNICA DE LABORATORIO: Debe preparar SB 1x para todas las clases que E
por el numero de clases.

a. Reuna los siguientes materiales:

e 15 ml de SB 20x

e Matraz graduado de 500 ml etiquetado con “1x SB”
e 285 ml de agua destilada o desionizada

* 6 matraces de 50 ml etiquetados con “1x SB”

b. Agregue 15 ml de 20x SB al matraz de 500 ml con la etiqueta “1x SB”,
agregue agua destilada o desionizada hasta la marca de 300 ml y mezcle.

¢.  Vierta 50 ml de 1x SB en cada uno de los matraces de 50 ml etiquetados
con “1x SB”.

2. Saque los siguientes reactivos del congelador y permita que se descongelen
durante 15 minutos:

¢ Tubo de microcentrifuga de pKAN-R no digerido del laboratorio 2 (K-)
e Tubo de microcentrifuga de pKAN-R digerido del laboratorio 2 (K+)

e Tubo de microcentrifuga de pARA no digerido del laboratorio 2 (A-)

e Tubo de microcentrifuga de pARA digerido del laboratorio 2 (A+)

¢ Tubo de microcentrifuga de plasmidos ligados del laboratorio 3 (LIG)

3. Gire las digestiones de restriccion y los controles en la microcentrifuga para
integrar la condensacion.

4. Prepare 12 juegos de materiales; cada uno de ellos debe incluir lo siguiente:

e Gradilla de plastico para tubos de microcentrifuga que contenga los
siguientes reactivos:

Tubo de microcentrifuga de pKAN-R no digerido del laboratorio 2 (K-)
Tubo de microcentrifuga de pKAN-R digerido del laboratorio 2 (K+)
Tubo de microcentrifuga de pARA no digerido del laboratorio 2 (A-)
Tubo de microcentrifuga de pARA digerido del laboratorio 2 (A+)
Tubo de microcentrifuga de plasmido ligado del laboratorio 3 (LIG)
Tubo de microcentrifuga de LD (preparado anteriormente)

® 6 6 6 o o
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¢ Tubo de microcentrifuga de agua destilada (dH,0)
¢  Tubo de microcentrifuga de M (preparado anteriormente)

e Micropipeta P-20

e Caja de puntas de pipetas desechables

e Contenedor de residuos para puntas y tubos de microcentrifuga usados
(necesitara 1 contenedor por cada 2 grupos)

e Copias de Diagrama de escalera de ADN (RM 4), uno para cada estudiante

5. Prepare seis cajas de electroforesis, cada una cerca de una fuente de
alimentacién; cada dos grupos compartirdn una caja. Cargue cada caja con gel
de agarosa al 0.8 % (preparado anteriormente) y coloque un matraz de 50 ml
que contenga tampoén 1x SB (también preparado anteriormente) cerca de cada
caja. Guarde las bolsas con cierre que contenian los geles y etiquételos con el
numero de cada grupo y el periodo de clase en caso de que necesite almacenar
los geles antes de realizar la coloracion final y la fotodocumentacion, vea
Completar los geles para el Laboratorio 4 a continuacioén.

6. Coloque la microcentrifuga en una ubicacién central para que todos los
grupos puedan compartirla.

NOTA: Al final del laboratorio, asegtirese de regresar al congelador el tubo de
microcentrifuga de plasmidos ligados (LIG) de los alumnos del Laboratorio 3.

COMPLETAR LOS GELES PARA LABORATORIO 4.

1. A menos que tenga un periodo doble para las sesiones de clase 2y 3,
debera continuar corriendo los geles después de que finalice la sesion 2,
o interrumpir el procedimiento si esta realizando otra clase utilizando las
unidades de electroforesis en gel:

e Si puede completar los geles después de que la clase haya terminado,
corra los geles hasta que la coloracién amarilla de Naranja G esté
cerca del final del gel. El fragmento mas pequefo que le interesa, que
contiene el gen rfp, corre justo detras de la banda amarilla. Una vez que
se completa la electroforesis, los geles se pueden transferir a las bolsas
con cierre etiquetadas o en una bandeja de coloracién.

e Si necesita interrumpir los geles, asegurese de que los estudiantes
los hayan estado corriendo durante al menos 10 minutos. Pida a los
alumnos que desconecten la alimentacion de la unidad de electroforesis,
extraigan la bandeja de moldeado y deslicen el gel dentro de la bolsa
con cierre etiquetada. Coloque un nuevo gel en la bandeja para la
siguiente clase. Cuando tenga tiempo, puede devolver los geles que se
corrieron parcialmente a la bandeja y continuar con la electroforesis,
siguiendo las instrucciones anteriores.

2. Después de que los geles se hayan corrido, debe colorearlos y
fotodocumentarlos para visualizar las bandas de ADN. Las instrucciones para
la colorear y la fotodocumentar geles se incluyen con sus materiales. Los
geles se pueden descartar en la basura normal después de la documentacioén.
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IDEAS CLAVE: En general, es importante verificar que un procedimiento
funcioné como esperaba. En biotecnologia en particular, el proceso de multiples g
pasos que se utiliza para clonar un gen da como resultado multiples productos,

y es necesario verificar que tenga el plasmido recombinante que necesita.

Revise la Introduccidn y los Objetivos del Capitulo 4 con los alumnos. (5 minutos)

La Introduccion explica el propésito principal de este capitulo, vinculandolo a la
Introduccion al programa. Los Objetivos del Capitulo 4 les dicen a los alumnos en
qué deben enfocarse mientras trabajan en este capitulo. Explique a los alumnos
qué evaluara en este capitulo y cudles son sus expectativas en relacién con el
desemperio de los alumnos.

Pida a los estudiantes que contesten las preguntas ¢ Qué sabes ya? y que
compartan sus respuestas. (10 minutos)

Responder las preguntas en esta seccién activa el conocimiento de los alumnos
sobre la electroforesis en gel, la verificacién en el laboratorio y la ligacién, y
revela las brechas en su conocimiento. Haga que los alumnos respondan las
preguntas en parejas, registren sus respuestas y compartan sus ideas con la clase
para que pueda evaluar lo que saben y lo que no saben.

Posibles respuestas a las preguntas ; Qué sabes ya? :

1. ¢Por qué los fragmentos de restriccién de ADN y los plasmidos se separan
cuando se analizan por electroforesis en gel? Las moléculas de ADN,
incluidos los fragmentos y plasmidos, se mueven a través del gel durante
el procedimiento de electroforesis en gel. La separacion ocurre durante el
procedimiento porque las moléculas mas ligeras y compactas se mueven mas
rapido que las moléculas mds pesadas y menos compactas.

2. ¢Por qué es importante identificar y verificar un plasmido recombinante? Puede
cometer errores durante un procedimiento o puede haber otros problemas,
como reactivos que no son correctos. Los productos de los procedimientos
de ingenieria genética no son visibles, por lo que los errores pueden pasar
desapercibidos. Debe asegurarse de tener un pléasmido recombinante que
tenga el gen que necesita, asi como cualquier otro gen o secuencia importante.

3. Cuando los fragmentos de ADN se unen con una ADN ligasa, se crea una serie
de productos. ; Como sucede esto? Se pueden ligar dos fragmentos que tienen
extremos adhesivos complementarios, incluidos dos fragmentos que son iguales.
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B-48

Haga que los alumnos lean ;Por qué necesita verificar? y que contesten las
preguntas de CONSIDERAR. (15 minutos)

En esta lectura, los alumnos aprenden un método para llevar a cabo el proceso
de ingenieria genética para crear plasmidos recombinantes y luego verificar

el plasmido recombinante. Los alumnos también aprenden que los plasmidos
pueden existir en tres configuraciones: superenrollado, circulo mellado y
multimero. Recuerde a los alumnos que usen el Glosario para buscar términos
cientificos si necesitan ayuda para entender la lectura.

Dirija un debate sobre las respuestas de los alumnos a las preguntas
de CONSIDERAR de ;Por qué necesita verificar? (5 minutos)

Evalue el conocimiento de los alumnos sobre la electroforesis en gel y la
verificacion en el proceso de ingenieria genética revisando sus respuestas a las
preguntas CONSIDERAR.

Posibles respuestas a las preguntas de CONSIDERAR:

e Después de la separacion por electroforesis en gel, de diferentes fragmentos
de ADN y plasmidos, el gel se colorea para mostrar bandas que indican
la ubicacién de cada tipo de fragmento y plasmido. El dibujo de un gel
coloreado a continuacién muestra una serie de bandas que se etiquetaron
con letras. También se muestran las ubicaciones de los pocillos. ;Cual es el
orden de los fragmentos, de menor a mayor?

e s [ s Y s
E
c —
A
F
5 —
- G
B

El orden de los fragmentos de menor a mayores B, G, D, f, A, Cy E.

e Si usara electroforesis en gel para separar el mismo plasmido que tiene las
tres configuraciones, ;qué plasmido se moveria mas rapido y cudl se moveria
mas lento? ¢Por qué las diferentes configuraciones de plasmidos se mueven
como lo hacen a través del gel? Expliquelo en palabras o con un dibujo. E/
plasmido superenrollado se moveria mas rapido y el multimero se moveria
mads lento. Los plasmidos superenrollado y los de circulo mellado tienen
el mismo peso molecular, pero el plasmido superenrollado se mueve mds
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rapidamente a través del gel porque ocupa menos espacio por su tamano. E/
multimero es muy lento porque tiene multiples copias del plasmido y, por lo
tanto, tiene un peso molecular mucho mayor. Ver el siguiente diagrama:

Haga que los alumnos comiencen el Laboratorio 4 leyendo el parrafo introductorio y
que luego revisen las preguntas de Antes del laboratorio en sus grupos. (10 minutos)

NOTA: Haga que los alumnos respondan las preguntas de Antes del
laboratorio como tarea.

Diga a los alumnos que el proposito de este laboratorio es verificar los productos
de su trabajo de laboratorio anterior. Haga que los alumnos discutan las
preguntas de Antes del laboratorio en sus grupos y que registren sus respuestas
de forma individual como tarea. Los alumnos necesitaran sus cuadernos para
referirse a su trabajo anterior.

IDEAS CLAVE: Los fragmentos de ADN y los plasmidos se pueden separar por

electroforesis en gel. El ADN no se puede ver en el gel, por lo que una mezcla de &
colorantes llamada colorante de carga se mezcla con las muestras de ADN para

controlar el progreso del procedimiento de electroforesis en gel. Para ayudar a

determinar los tamanos de piezas desconocidas de ADN, se corre en el gel una

mezcla de fragmentos de ADN de tamaios conocidos, llamada escalera de ADN.

Después de completar la electroforesis en gel, el gel se colorea para mostrar la

ubicacion de los fragmentos de ADN y los plasmidos.
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Haga que los alumnos completen el Laboratorio 4. Durante el laboratorio,
haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas de Antes
del laboratorio y las preguntas de DETENGASE Y PIENSE con la clase y que
expliquen su razonamiento. (45 minutos)

Antes de comenzar el laboratorio, haga que los alumnos compartan sus
respuestas a las preguntas de Antes del laboratorio con sus grupos y que
resuelvan cualquier diferencia. Luego, pida a los alumnos que compartan sus
respuestas y sus ideas para cada pregunta con la clase.

Posibles respuestas a las preguntas de Antes del laboratorio:

1. Los plasmidos pKAN-R y pARA que usted digirié en el Laboratorio 2 se
replicaron en una célula bacteriana. ; Qué configuraciones (superenrollado,
circulo mellado y multimero) podrian tener estos dos plasmidos antes de la
digestion? Los dos plasmidos pueden tener las tres configuraciones.

2. Laligacién que llevo a cabo en el Laboratorio 3 puede generar varios
plasmidos, pero ninguno de ellos se ha replicado en una célula bacteriana.
¢Qué configuraciones (superenrollado, de circulo mellado y multimero)
pueden tener los plasmidos ligados? Los plasmidos ligados solo pueden tener
la configuracion de circulo mellado, ya que las otras dos configuraciones solo
pueden ocurrir si un plasmido se ha replicado en una célula bacteriana.

3. Debe predecir todos los productos que pueda ver, incluidas las diferentes
configuraciones de plasmidos. Revise su trabajo en los laboratorios 2 y 3.
¢Qué productos podria esperar ver en los tubos K-, K +, A—, A +y LIG? Cree
una tabla que muestre todos los posibles fragmentos y plasmidos por tubo.
Incluya la longitud (tamafo de bp) de cada fragmento o plasmido, y ordene
los productos encontrados en cada tubo de microcentrifuga por tamaiio,
desde el mas pequeio hasta el mas grande. Incluya todas las configuraciones
posibles de plasmidos, y organicelas primero por tamafo y luego por
velocidad a través del gel, de la mas rapida a la mas lenta. A continuacion se
muestra una tabla de muestra:

Fragmentos y plasmidos enumerados en orden de aumento

e del tamaiio de pb en cada tubo

(1) pKAN-R, 5,512 bp
K- | El plasmido puede tener las tres configuraciones, y la configuracion
superenrollado deberia moverse mds rapido.

K+ | (1) fragmento pBAD-rfp, 807 pb (2) fragmento kanR, 4,705 pb

(1) pARA, 4,872 pb
A- | El plasmido puede tener las tres configuraciones, y la configuracion
superenrollado deberia moverse mas rdpido.

A+ | (1) fragmento en blanco, 377 pb (2) fragmentoampR-ori-araC, 4,495 pb
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Fragmentos y plasmidos enumerados en orden de aumento

[REE del tamano de pb en cada tubo

(1) plasmido doble blanco, 754 pb

(2) pBAD-rfppldsmido en blanco, 1,184 pb

(3) plasmido doble pBAD-rfp, 1,614 pb (4) pARA, 4.872 pb

LIG | (5) plasmido en blancokanR, 5,082 pb (6) pARA-R, 5,302 pb

(7) pKAN-R, 5,512 pb (8) plasmido doble ampR-ori-araC, 8990 pb
(9) plasmido ampR-ori-araC-kanR, 9,200 pb

(10) plasmido doble kanR, 9,410 pb

4. Lea laseccion de Métodos en las paginas de B-45 a B-47 de la Guia del
estudiante y describa brevemente los pasos, utilizando palabras y un
diagrama de flujo. Las respuestas de los alumnos seran variadas. Un
diagrama de flujo de los alumnos podria verse asi:

Diagrama de flujo del laboratorio 4

Revise los reactivos (K-, K+, l
A-, LIG, LD, dHZO, Men la
gradilla, matraz 1x SB)

SSANANEN]
« T

Etiquete 5 tubos de i Revise la ’ Pipetee 4.0 yL dH,0 en ’
microcentrifugra geK-, tabla 4.1 los tubos geK-, geK+,

geK+, geA-, geA+, gellG geA-, geA+
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Diagrama de flujo del laboratorio 4 (continuacion)

Pipetee 3.0 pL de
dH,0 en el tubo

Pipetee 2.0 pL de LD en los
tubos geK+, geK+, geA-,

= =

gellG geA+, gellG
4.0 pL A- 4.0 uL A+ 5.0 pL LIG
geA- geA+ gellG

Pipetee 4.0 pL
de A-en el
tubo geA

Pipetee 4.0 pL
de A+ enel
tubo geA+

Pipetee 5.0 pL
de LIG en el
tubo gellG

-

L2

v/ i
| |
— Tampon de SB +
Gel de agarosa
[ 1
Wells

Revise la unidad
de electroforesis
en gel (GEU)

Cubra el gel de
GEU con 1x SB

=) =

!

-_ Tampondess | ==
Gel de agarosa
1

1

Conecte los conductores a
la fuente de alimentacion

Coloque la tapa
a GEU

-

Tampodn de SB

= Gel de agarosal

Verifique que el colorante de
carga purpura se mueve hacia
el electrodo positivo (rojo)

-
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Dibuje la ubicacion de
cada pocillo, y etiquete
qué solucion esta
cargada en el cuaderno

4.0 pL K-

geK-

Pipetee 4.0 pL
de K-en el
tubo geK

geK+

Pipetee 4.0 pL
de K- en el
tubo geK

-

Devuelva el ’ Centrifugue
tubo LIG al los cinco
profesor tubos

—>

Punta de
la pipeta

Pocillo

Pipetee 10.0 pL de cada escalera
de ADN (M), geK-, geK+, geA-,
geA+ y gellG en los pocillos
designados de GEU

T | 4

Gel de agarosa

Encienda la fuente de
alimentacion y ajuste

-

el voltaje a 130-135V

El profesor explicara
los pasos finales

-

-

=



Entregue a cada alumno una copia de Diagrama de escalera de ADN (RM 4).
Durante el laboratorio, los alumnos deben debatir las preguntas de DETENGASE
Y PIENSE en sus grupos y luego registrar individualmente sus respuestas. Pida

a los alumnos que compartan sus respuestas y razonamiento para cada pregunta
con la clase.

Posibles respuestas para las preguntas DETENGASE Y PIENSE:

e EI ADN no es visible a medida que se mueve a través del gel. El colorante
de carga contiene los tres colorantes que separé en el Laboratorio 1.2. ;Por
qué es util usar el colorante de carga en este laboratorio? Puede asegurarse
de que las muestras en el gel estén corriendo y que lo estén haciendo en la
direccion correcta.

e Laescalera de ADN sirve como estandar porque contiene una mezcla
de moléculas de ADN de tamafios conocidos. Al correr sus muestras y
la escalera de ADN lado a lado en su gel, puede calcular el tamafio real
en pares de bases de moléculas desconocidas. El diagrama de escalera
de ADN (RM4) muestra 10 bandas de ADN de tamafios conocidos. Con
esta informacion, ¢ puede predecir las posiciones de las bandas de ADN
producidas por los posibles productos encontrados en los tubos K-, K+,
A-, A+ y LIG indicando su posicion en los Diagrama de escalera de ADN?
Vea el siguiente diagrama. Tenga en cuenta que los alumnos no sabran
exactamente ddnde colocar los plasmidos. Deben conocer las tendencias
generales, que son (1) los plasmidos son mucho mds lentos que los
fragmentos lineales de ADN; (2) si los plasmidos son del mismo tamario,
entonces la diferencia de velocidad se determina mediante la configuracion
de rapido a lento en el orden (a) superenrollado, (b) circulo mellado y (c)
multimero; y (3) si los plasmidos tienen la misma configuracion, entonces
la diferencia de velocidad esta determinada por el tamano.
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Las muestras de ADN y la escalera de ADN no son visibles en el gel.

¢Cémo podria hacerse visible el ADN una vez que se haya completado la
electroforesis en gel? A menos que los alumnos conozcan los métodos de
tincidn, sus respuestas variaran. Después de haber escuchado las ideas de
los alumnos, puede presentar el proceso de tincion y explicar que la mancha
esta compuesta por un colorante que se adhiere a las moléculas de ADN, al
igual que los colorantes para la ropa se adhieren a las moléculas de la tela.

Después del laboratorio, debera colorear y fotodocumentar los geles para que
los alumnos los usen para responder las Preguntas del Capitulo 4. Consulte las
instrucciones incluidas en el kit.

m CAPITULO 4 | GUIR DEL PROFESOR
© 1991, 2000, 2013-2019 Amgen Foundation, Inc. Todos los derechos reservados.



IDEAS CLAVE: Los fragmentos de ADN y los plasmidos que se han separado por

electroforesis en gel se pueden identificar mediante la comparacién con una ’-—-
escalera de ADN. Esta identificacion se puede usar para verificar si el plasmido

recombinante que necesita esta presente y también puede brindar informacion

a los alumnos sobre qué tan bien funcionaron sus procedimientos.

Pida a los alumnos que comenten las Preguntas del Capitulo 4 en grupos
pequeios y que registren sus respuestas de forma individual. (20 minutos)

Para responder muchas de las preguntas, los alumnos deberan analizar sus geles.
Esté preparado para ayudar a los alumnos a entender lo que ven a medida que
responden las preguntas.

ESTRATEGIA: Esté preparado para revisar los geles de los alumnos con ellos y para
hablar sobre los posibles motivos de los resultados no concluyentes, como un

lote malo de plasmidos, errores de pipeteo o etiquetado en el procedimiento de
digestion, errores de pipeteo o etiquetado en el procedimiento de ligacion, enzimas
inactivas o la adicion de muestras incorrectas a los pocillos en el gel. Explique que
los cientificos verifican sus resultados después de cada paso, pero que los alumnos
no tuvieron tiempo suficiente para llevar a cabo multiples verificaciones.

Dirija un debate a partir de las respuestas de los alumnos. (25 minutos)
Posibles respuestas a las Preguntas del Capitulo 4:

1. ¢Por qué es importante verificar que tiene el plasmido recombinante
correcto? Puede cometer errores durante un procedimiento o puede haber
otros problemas, como reactivos que no son correctos. Los productos de
los procedimientos de ingenieria genética no son visibles, por lo que los
errores pueden pasar desapercibidos. Debe asegurarse de tener un plasmido
recombinante que tenga el gen que necesita, asi como cualquier otro gen o
secuencia importante antes de continuar el proceso de colocar el plasmido
en bacterias.

ESTRATEGIA: También se hizo una pregunta similar en la seccion ;Qué sabes
ya? al comienzo del capitulo. Pida a los alumnos que comparen sus dos
respuestas.

NOTA: Las respuestas de los alumnos a las preguntas 2-8 variaran,
dependiendo de su éxito en la realizacion de los procedimientos, incluido el
procedimiento de electroforesis en gel. Estas posibles respuestas pueden no
ser aplicables si sus procedimientos no tuvieron éxito.
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IR MAS ALLA: Pidales a los alumnos que creen una curva estandar de los
fragmentos de la escalera de ADN trazando el logaritmo bp (o kbp)
versus la distancia en el gel en papel semilogaritmico. Luego, los alumnos
pueden usar la curva estandar para determinar con mayor precision la
longitud (numero de pb) de bandas desconocidas.

¢ Como se compararon los resultados reales del gel con las predicciones

del gel? Las respuestas variaran, pero si el procedimiento se realizd
correctamente, los alumnos deberian ver el mismo niumero de bandas que se
predice en cada carril, excepto el carril geLIG, que sera una mancha (consulte
la respuesta a la pregunta 9 en la pdgina B-57 para obtener mds informacion).
No es raro que los alumnos no agreguen una de las enzimas necesarias o
carguen los geles en un orden diferente al sugerido en el protocolo. Esto esta
bien, siempre y cuando puedan averiguar qué hay en cada linea al revisar los
plasmidos no digeridos y la longitud de los fragmentos.

¢Ha visto alguna banda que no se esperaba? ; Qué factor podria explicar
el origen de estas bandas inesperadas? Las respuestas pueden variar, pero
pueden aparecer bandas inesperadas si se utilizaron reactivos incorrectos
o vencidos en los procedimientos, si los alumnos cargaron los geles en un
orden diferente al sugerido en el protocolo, o si los alumnos cargaron una
linea dos veces.

¢El gel muestra que sus procedimientos de ligadura y digestién de restriccion
fueron exitosos? Describa la evidencia que usé para llegar a esta afirmacion.
Los procedimientos de digestion de la restriccion y ligacion fueron exitosos
porque existen diferencias en el contenido de los tubos K-, K+, A-, A+ y LIG.

En las lineas geK-y geA-, ;ve evidencia de configuraciones multiples

de plasmidos? Explique su respuesta. Los alumnos deben ver dos o tres
bandas diferentes en las lineas geK y geA, lo cual es evidencia de multiples
configuraciones de plasmidos.

En las lineas geK+ y geA+, ¢ve evidencia de digestion completa? Explique
su respuesta. Si, solo hay dos bandas en cada linea, lo que demuestra que el
plasmido se digirio completamente en sus dos fragmentos.

¢En qué linea esperaria encontrar el gen rfp y el gen ampR en la fotografia
de gel? ;Puede localizar estos dos genes? Explique su respuesta. En la

linea geK+, esperariamos ver una banda entre los fragmentos de escalera
de ADN de 1,000 pb y 500 pb, que es el fragmento de 807 pb que lleva el
gen rfp. En la linea geA+, esperariamos ver una banda de fragmentos de
escalerade ADN entre los 4.000 pb y 5.000 pb, que es el fragmento de
4.495 pb que lleva el gen ampR. Vemos ambas bandas en estas ubicaciones.

Compare las lineas que tienen fragmentos lineales con las lineas que tienen
plasmidos. { Hay alguna diferencia en la forma de las bandas entre estas dos
formas de ADN? Si, las bandas para los fragmentos lineales tienen bordes finales.
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circular porque cada extremo de los fragmentos termina en los extremos
adhesivos BamHI y Hindlll. ;Hay evidencia de un fragmento circular de

1,614 pb en la linea del tubo gelLlIG? Explique su respuesta. Es probable que

los alumnos no puedan confirmar la existencia de este plasmido. En este
carril, el gel probablemente contendra una “mancha” en el extremo mas
cercano al pocillo que es una combinacion de diferentes plasmidos. No se
puede producir una separacion clara de los plasmidos completos debido
al contenido de la muestra y al procedimiento de electroforesis en gel.
La muestra del procedimiento de ligacion consiste en unas pocas copias

de cada uno de los plasmidos multiples. En comparacion con los fragmentos,

los plasmidos completos tienen un peso molecular relativamente alto
y se mueven muy lentamente a través del gel en el procedimiento de
electroforesis. En el tiempo que tardan los fragmentos mas pequerios en

moverse hasta el final del gel, los plasmidos completos se han movido a poca

distancia del pocillo y no se han separado completamente el uno del otro.

ESTRATEGIA: Mientras dirige el debate, aplique las siguientes practicas:

e Dé alos alumnos tiempo para evaluar las respuestas de los demas.
e Pida aclaraciones.

¢ Pida una explicacion.

¢ Replantee o reformule.

e Pida un ejemplo.

e Pida evidencia.

e Proporcione ejemplos y contraejemplos.

¢ Pida a los alumnos que aporten una explicacion.

¢ Pida a los alumnos que evallien una respuesta.

En el Laboratorio 3, describié todos los plasmidos posibles que podria hacer
ligando los fragmentos digeridos de los plasmidos pKAN-R y pARA. Dos de
los fragmentos de genes rfp (807 pb cada uno) pueden formar un fragmento

7
IR MAS ALLA: Como se describié anteriormente, muchos animales han
sido clonados a partir de células somaticas, pero esta lista no incluye a
los humanos. Puede hacer que los alumnos investiguen las técnicas y los
resultados de la clonacion y el debate actual sobre si los humanos deben
ser clonados, y que luego mantengan su propio debate sobre esta cuestion.
\
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CAPITULO 5
CONSEGUIR PLASMIDOS RECOMBINANTES EN BACTERIAS
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DESCRIPCION GENERAL

En este capitulo, los alumnos aprenden que los plasmidos recombinantes deben
ser absorbidos por las bacterias para replicarse y expresar sus genes. En el
laboratorio, los alumnos transforman bacterias con los productos de ligacion,
incluido el plasmido pARA-R que contiene el gen rfp y el gen ampR.

SUPUESTOS DEL CONOCIMIENTO PREVIO

Los estudiantes ya deben saber lo siguiente:

e Larelacion entre el ADN, los genes, las proteinas y los rasgos,
especificamente, que los genes contienen el codigo para fabricar una
proteina y que las proteinas son moléculas que se utilizan para fabricar
y desarrollar la célula, por lo que son responsables de los rasgos.

e EI ADN es una molécula bicatenaria, y cada cadena de ADN esta compuesta
de subunidades unidas covalentemente llamadas nucleétidos, que se
abrevian de acuerdo con la base nitrogenada que contienen (C, G, A, T)

e La transcripcion es el proceso mediante el cual la informaciéon codificada en
el ADN se transfiere al ARN mensajero, un acido ribonucleico monocatenario.

e Latraduccion es el proceso por el cual la informacién codificada en el ARN
mensajero se decodifica y transforma en una proteina.

OBJETIVOS DE APRENDIZAIE

Al final de este capitulo, los estudiantes podran hacer lo siguiente:

e Describa el papel de la transformacién en el proceso de clonacion de genes.
e Explique el propdsito de cada control en el experimento de transformacién.
e Explique cdbmo se expresa la informacién codificada en un gen como un rasgo.

RESULTADOS EVALUADOS

¢ Evalle la capacidad de cada estudiante describir la funcion de la
transformacion en el proceso de clonaciéon revisando sus respuestas a la
pregunta 4 en Preguntas del Capitulo 5 (pagina B-66 de la Guia del estudiante).

e Evalue la capacidad de cada alumno para explicar el propésito de cada
control en el experimento de transformacién revisando sus respuestas
a las preguntas 1y 2 en Antes del laboratorio (paginas B-60 de la Guia
del estudiante), a la primera pregunta de DETENGASE Y PIENSE en el
Laboratorio 5 (pagina B-63 de la Guia del estudiante), y a la pregunta 3 en
Preguntas del Capitulo 5 (pagina B-66 de la Guia del estudiante), y su trabajo
en Predicciones de crecimiento bacteriano (RM 5).

e  Evalte la capacidad de cada alumno para explicar como la informacién codificada
€N un gen se expresa como un rasgo al revisar sus respuestas a las preguntas 5y 6
en Preguntas del Capitulo 5 (pagina B-66 de la Guia del estudiante).
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SECUENCIA DE ACTIVIDADES SUGERIDA

Revise la Introduccién y los Objetivos del Capitulo 5. (5 minutos)

Pida a los estudiantes que contesten las preguntas ; Qué sabes ya? y que
compartan sus respuestas. (10 minutos)

Haga que los alumnos lean Transformar bacterias con plasmidos
recombinantes y que contesten las preguntas de CONSIDERAR. (10 minutos)
Dirija un debate sobre las respuestas de los alumnos a las preguntas

de CONSIDERAR preguntas de Transformas bacterias con plasmidos
recombinantes. (5 minutos)

Haga que los alumnos comiencen el Laboratorio 5 leyendo los parrafos
introductorios y respondiendo las preguntas de Antes del laboratorio en sus
grupos. (15 minutos)

Haga que los alumnos continten el Laboratorio 5. Durante el laboratorio,
haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas de Antes
del laboratorio y de DETENGASE Y PIENSE con la clase y que expliquen su
razonamiento. (45 minutos)

NOTA: Hay dos periodos de espera de 15 minutos durante este laboratorio,
durante el cual los alumnos pueden compartir sus respuestas a estas preguntas.

Haga que los alumnos revisen los resultados del Laboratorio 5. (10 minutos)
Demuestre cdmo establecer un cultivo en suspension para las bacterias
transformadas, como preparacion del Capitulo 6. (5 minutos)

Revise la transcripcién, la traduccion y la relacion entre genes, proteinas

y rasgos. (10 minutos)

Pida a los alumnos que analicen las Preguntas del Capitulo 5 en grupos
pequenos y que registren sus respuestas de forma individual. (10 minutos)
Dirija un debate a partir de las respuestas de los alumnos. (10 minutos)
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Antes de comenzar, debe familiarizarse con los procedimientos de laboratorio
en cada capitulo, la preparacion requerida y los materiales que necesitara.

Las instrucciones suponen que proporcionara materiales para 12 grupos de

2 o 3 alumnos. Multiplique las cantidades segln sea necesario en funcion de la
cantidad de alumnos y el nimero de clases que imparte.

TECNICA DE LABORATORIO: Las células competentes que se requieren en el
Laboratorio 5 deben almacenarse en el congelador hasta el dia en que se usan.
Por lo tanto, separe las alicuotas de los reactivos y retina los materiales para el
laboratorio el mismo dia que lo lleve a cabo. Trate de minimizar la cantidad de
veces que las células se descongelan.

FOTOCOPIE LOS FOLLETOS PARA EL LABORATORIO 5

Se necesita una copia de Predicciones de crecimiento bacteriano (RM 5) para
cada estudiante El Master reproducible (RM) para el folleto se encuentra
al final de la guia.

REVISE LAS PRECAUCIONES DE SEGURIDAD Y LOS PROCEDIMIENTOS
DE ELIMINACION DE DESECHOS PARA EL LABORATORIO 9

Revise las precauciones de seguridad y los procedimientos enumerados en las paginas
OV-15y OV-16 en la Descripcion general del plan de estudios con los alumnos.

CALIBRAR EL BANO MARIA PARA EL LABORATORIO 5

Si su bafio maria aun no esta preparado, vea Preparar y calibrar el bafio maria
para el laboratorio 2 (pagina B-6 de esta guia). Para este laboratorio, calibre

el bafio maria a 42 °C, asegurandose de que haya suficiente agua en el bafio

y que el bafio esté cubierto para reducir la evaporacion. Asegurese de usar agua
destilada en el bafio maria y de mantener el termémetro, el temporizador y la
gradilla flotante para tubos de microcentrifuga con el bafio maria.

ALICUOTAS DE REACTIVOS Y MATERIALES DE RECOLECCION PARA
LABORATORIO 5

Relina materiales en el dia del laboratorio. Después de preparar las gradillas con
los reactivos, asegurese de guardarlos en el refrigerador hasta que los alumnos
estén listos para usarlos. Separe en alicuotas las células competentes 15 minutos
antes de que los alumnos comiencen el laboratorio (vea el paso 5).

1. Etiquete dos tubos de microcentrifuga de la siguiente manera:

e 12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “LB"
e 12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “CC”
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2. Pipetee 350 pl de caldo Luria en los tubos marcados con “LB”
3. Prepare 12 juegos de materiales; cada uno de ellos debe incluir lo siguiente:

e Gradilla de plastico para tubos de microcentrifuga que contenga los
siguientes reactivos:

¢ Tubo de microcentrifuga de LB, que se prepard antes
¢  Tubo de microcentrifuga de plasmido ligado del laboratorio 3 (LIG)

NOTA: Si el gel de confirmacién de un grupo en el Laboratorio 4
indicé que no obtuvo ligaciéon, ese grupo deberia tomar prestados
2.0 pl de plasmido ligado con éxito de otros grupos. (El grupo
necesitara un total de 8.0 p para la transformacion).

e 2 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml
e Marcador permanente

e Micropipeta P-20

e Micropipeta P-200

e (Caja de puntas de pipetas desechables
e 3 placas Petri con agar:

¢ 1 placa de LB (una franja)
¢ 1 placa de LB/ amp (dos franjas)
¢ 1 placadeLB/amp/ ara (tres franjas)

4. Reuna los otros materiales necesarios para el laboratorio:

e Guantes desechables

e Tazas de espuma de poliestireno (una por grupo)

e Esparcidores de células

e (Cinta adhesiva

e Bolsa de residuos con riesgo bioldgico

e Recipiente de recoleccion de residuos liquidos, como un vaso de
precipitado pequefio

e Copias de Predicciones de crecimiento bacteriano (RM5), una para cada
estudiante

5. Prepare células competentes 15 minutos antes de que los alumnos
comiencen el laboratorio, de la siguiente manera:

e Prepare un recipiente pequeio lleno de hielo picado.

e Coloque los tubos etiquetados con CC en el hielo.

e Pipetee 100 pl de células de E. coli competentes en cada tubo con CC,
sujetando los tubos solo por los bordes y devolviéndolos inmediatamente
al hielo.

e Coloque el recipiente lleno de hielo de células competentes en una
ubicacién central.

¢ Coloque tazas de espuma de poliestireno al lado del contenedor de hielo.

6. Coloque la incubadora en una ubicacion central y calibrela a 37 °C.

7. Coloque los esparcidores de células y la cinta en una ubicacién central para
que los grupos puedan compartirlos.

NOTA: Las placas de los grupos se incubaran durante 24-36 horas a 37 °C. Si

los alumnos no se retinen en aproximadamente 24 horas, retire las placas de la

incubadora y coloquelas en el refrigerador. Si no hay una incubadora disponible,

las placas pueden almacenarse a temperatura ambiente por hasta 48 horas.
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IDEAS CLAVE: Una vez que se ha creado un plasmido recombinante, este debe
ser absorbido por las bacterias para que puedan usar la maquinaria de las

células bacterianas para replicarse y expresar el gen de interés. El proceso en el
que la bacteria capta el ADN de su entorno se llama transformacion. Debido a
que las bacterias son organismos unicelulares que existen en un ambiente hostil,
no se transforman facilmente. Sin embargo, con una preparacion especifica,

1 de cada 1,000 células absorberan plasmidos.

Revise la Introduccion y los Objetivos del Capitulo 5. (5 minutos)

La Introduccién explica el propésito principal de este capitulo, vinculandolo a la
Introduccién al programa. Los Objetivos del Capitulo 5 les dicen a los alumnos en
qué deben enfocarse mientras trabajan en este capitulo. Explique a los alumnos
qué evaluara en este capitulo y cudles son sus expectativas en relacién con el
desempefio de los alumnos.

Pida a los estudiantes que contesten las preguntas ¢ Qué sabes ya? y que
compartan sus respuestas. (10 minutos)

La seccion s Qué sabes ya? La seccidon activa el conocimiento de los alumnos

sobre la absorcién de plasmidos y la expresion génica, y revela brechas en ese
conocimiento. Haga que los alumnos respondan las preguntas en parejas, registren
sus ideas y luego las compartan con la clase para que pueda evaluar lo que saben

y lo que no saben sobre la absorcién de plasmidos y la expresion génica.

Posibles respuestas a las preguntas ; Qué sabes ya?:

1. ¢Crees que la captacion bacteriana de un plasmido del ambiente es un
evento comun? ;Por qué o por qué no? Probablemente no sea un evento
comun. Las células trataran de protegerse a si mismas de las sustancias del
medioambiente, ya que muchas de ellas pueden ser perjudiciales.

2. ¢Cuales son los pasos involucrados en la transcripcién y traduccion de
un gen? Durante la transcripcion, el ADN se copia en el ARN mensajero.
Durante la traduccidn, el ARN mensajero se decodifica en una parte celular
llamada ribosoma. El ribosoma lee los codones del ARNm y los traduce
en aminodcidos. Cada coddn (un grupo de tres bases) en la secuencia
corresponde a un aminodacido, y los aminodcidos son los componentes
bdsicos de las proteinas.

3. ¢Cual es la relacién entre genes, proteinas y rasgos (o caracteristicas observables)?
Un gen contiene el cédigo para hacer una proteina, y las proteinas son moléculas
que se usan para hacer y desarrollar la célula, por lo que son responsables de los
rasgos. A menudo, un rasgo es el resultado de multiples proteinas.
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4. ;Qué tienen en comun las bacterias y los seres humanos que hacen posible
que un gen humano se exprese en bacterias? La estructura y el codigo del
ADN son los mismos en bacterias y humanos. La maquinaria celular que
realiza la transcripcion y traduccidn es la misma en bacterias y humanos.

Haga que los alumnos lean Transformar bacterias con plasmidos
recombinantes y que contesten las preguntas de CONSIDERAR. (10 minutos)

En esta lectura, los alumnos aprenden sobre la transformacién, que es la absorcion
de ADN por las bacterias. La célula bacteriana proporciona la maquinaria celular
que permite que un plasmido recombinante se replique y exprese un gen.

Los alumnos aprenden que el cédigo de ADN y los procesos de transcripcion

y traduccién son universales, lo que hace posible que las bacterias expresen un
gen humano. Haga que los alumnos anoten las respuestas de las preguntas de
CONSIDERAR en sus cuadernos. Recuerde a los alumnos que usen el Glosario para
buscar términos cientificos si necesitan ayuda para entender la lectura.

Dirija un debate sobre las respuestas de los alumnos a las preguntas
de CONSIDERAR preguntas de Transformas bacterias con plasmidos
recombinantes. (5 minutos)

Evalte el conocimiento de los alumnos sobre la expresién génica, la absorcién de
plasmidos, el ADN y cdmo se usan las ligasas en ingenieria genética al revisar sus
respuestas a las preguntas de CONSIDERAR.

Posibles respuestas a las preguntas de CONSIDERAR:

e Una vez que se ha insertado un gen en un vector, ;qué cree usted que se
requiere para que el producto sea codificado por el gen insertado? El vector
debe introducirse dentro de una célula para que su ADN pueda transcribirse
y traducirse en una proteina. Si el vector contiene un activador para el
promotor, como araC, podria ser necesaria una sustancia como la arabinosa.

e ;Por qué es importante que las membranas de las bacterias de E. coli regulen
cuidadosamente qué sustancias pueden entrar y salir de la célula? La célula
regula las sustancias que pueden entrar y salir porque algunas sustancias
pueden afectarla negativamente.

Haga que los alumnos comiencen el Laboratorio 5 leyendo los parrafos
introductorios y respondiendo las preguntas de Antes del laboratorio en sus
grupos. (15 minutos)

Los alumnos comentan las preguntas de Antes del laboratorio en sus grupos
y registran sus respuestas de forma individual. Este trabajo se puede completar
como tarea si es necesario.
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ANTECEDENTE CIENTIFICO:
EL DOGMA CENTRAL Y LA TRANSCRIPTASA INVERSA

En 1957, Francis Crick sent6 las bases intelectuales para comprender cémo la
informacién en el ADN da como resultado rasgos de organismos. Propuso lo
que se conocié como el “dogma central”, que establece que la informacién
genética almacenada en el ADN se transfiere al ARN en el proceso de
transcripcion. El ARN “mensajero” (ARNm) luego lleva esta informacion

a los ribosomas, donde se traduce en proteinas (ver Figura T5.1).

Figura T5.1: Dogma central

@D —> GO —> @

El descubrimiento de que ciertos virus no usan ADN sino ARN como
material genético condujo a una modificacion significativa del dogma
central. Un grupo de virus de ARN, llamados retrovirus, almacena su
informacion genética como ARN bicatenario, y la informacién en el

ARN se convierte en ADN mediante la enzima transcriptasa inversa. Este
ADN se integra en el genoma de la célula huésped y luego se transcribe
mediante la ARN polimerasa de la célula huésped en ARNm, que es
traducido por la maquinaria de sintesis de proteinas de la célula huésped
para generar proteinas virales.

Otro grupo de virus, llamados virus de cadena positiva, omiten el ADN
por completo. Una molécula de ARN monocatenario sirve como material
genético y como ARNm. El virus de la polio es un ejemplo de un virus cuyo
ARN genomico tiene tres funciones: (1) almacenar informacién genética,
(2) servir como plantilla para la replicacion por una ARN polimerasa
dependiente de ARN y (3) actuar como un ARNm que dirige la traduccién
de la informacion codificada en proteinas virales.

Estos descubrimientos demostraron que el flujo de informacién segun lo
establecido en el dogma central tiene multiples vias. Ademas de la ruta
que se muestra arriba, hay dos rutas adicionales, que se muestran en

la Figura T5.2.
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Figura T5.2: Vias alternativas para el dogma central
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El descubrimiento de la transcriptasa inversa, que gano un Premio
Nobel en 1970 por sus descubridores, Howard Temin y David Baltimore,
proporcioné una herramienta invalorable para la biotecnologia. Con la
transcriptasa inversa, se podrian generar copias de ADN directamente
del ARNm. Esta copia de ADN (ADN(c) alivié los problemas que se
presentaron por el hecho de que el ADN gendmico no podia usarse

en bacterias, las cuales no tienen la capacidad de empalmar (eliminar)
intrones del ARNm. El ADNc contiene solo exones y, por lo tanto, puede
usarse en bacterias para producir la proteina codificada.

Ademas de llevar informacion genética, algunas moléculas de ARN
pueden actuar como enzimas y participan en la regulacion de la
expresion génica. La capacidad del ARN para desempefiar una serie
de roles diferentes en la célula ha llevado a algunos cientificos

a proponer que la forma de vida ancestral estaba basada en el ARN
y posteriormente evolucionoé a las formas que conocemos ahora, con
el ADN como la principal biomolécula de la herencia.
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IDEAS CLAVE: Las células bacterianas que se han transformado con el plasmido

PARA-R se identifican al cultivarlas en presencia de ampicilina y arabinosa. ’%
La ampicilina evitara el crecimiento de células que no portan un gen de

resistencia a la ampicilina, y la arabinosa activara el promotor bacteriano

que controla la expresion del gen rfp.

Haga que los alumnos continten el Laboratorio 5. Durante el laboratorio,
haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas de Antes
del laboratorio y de DETENGASE Y PIENSE con la clase y que expliquen su
razonamiento. (45 minutos)

Los alumnos realizan una actividad de laboratorio, Laboratorio 5, en la que
transforman bacterias con el plasmido pARA-R que contiene el gen rfp y el

gen ampR. Los alumnos aprenden sobre la importancia de los controles cuando
seleccionan las bacterias que han tomado el plasmido pARA-R.

Haga que los alumnos primero completen los pasos 1-7 en la seccién Métodos.
Luego, mientras los tubos P-y P+ estan en hielo durante 15 minutos, haga que
los alumnos compartan sus respuestas a la pregunta 3 en Antes del laboratorio.
(Todas las preguntas de Antes del laboratorio y las posibles respuestas siguen).

Posibles respuestas a las preguntas de Antes del laboratorio:

1. La ampicilina es un antibiético que mata las células bacterianas al
interrumpir la formacién de las paredes celulares. Sin embargo, el plasmido
PARA-R tiene el gen de resistencia a la ampicilina, que produce una proteina
que descompone a la ampicilina. ; Cual es el propdésito de cultivar bacterias
que se han transformado en presencia de la ampicilina? Solo las células que
tienen un plasmido que contiene el gen de resistencia a la ampicilina podrdn
crecer en presencia de ampicilina. Puede seleccionar las células que se han
transformado, que son muy pocas.

2. ¢Qué sucedera cuando las células bacterianas que contienen el plasmido
PARA-R no reciban arabinosa? El gen rfp no puede expresarse a menos
que la célula reciba arabinosa; solo en presencia de arabinosa la proteina
activadora AraC activara el gen promotor rfp.
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IR MAS ALLA: Es posible que desee proporcionar informacién mas
detallada a los alumnos sobre cémo funciona la proteina activadora
AraC. El gen araC es parte del operén arabinosa, que es un ejemplo
clasico de regulacion génica en bacterias (ver la Figura T2.1 en la
pagina B-21 de esta guia). Ademas de araC el operén comprende tres
genes, araB, araA 'y araD, que codifican las proteinas responsables del
transporte y la descomposicion de la arabinosa. También incluye un
promotor y una secuencia 5' de ADN préximo al promotor, que se une
a la proteina AraC. La proteina AraC regula la expresién de los genes
de arabinosa permitiendo su transcripcion en presencia de arabinosa o
desactivando la expresion génica en su ausencia. En el plasmido pARA-R,
el operdn arabinosa controla la expresion del gen rfp, y la RFP solo se
puede producir cuando hay arabinosa presente.

En el laboratorio, agregard muestras del grupo de control P-y del grupo de
tratamiento P+ a las placas que contienen varias combinaciones de caldo de
Luria (LB), ampicilina y el aztcar arabinosa. Las placas se organizaran de la
siguiente manera:

Placa LB Placa LB/amp Placa LB/amp/ara

Usando la clave sobre Predicciones de crecimiento bacteriano (RM 5),
muestre sus predicciones para el crecimiento que esperaria para
cada combinacion. Entonces complete la Tabla 1 y Tabla 2 en la hoja
informativa describiendo las conclusiones que pueden extraerse si el
crecimiento previsto se produce o no.

Predicciones para cada placa:

P-| P+ P-{P+
+++ +++ - +
Placa LB Placa LB/amp Placa LB/amp/ara
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Respuestas para Tabla 1y la Tabla 2 en RM 5:

Tabla 1: Grupo de control P- (bacterias no transformadas)

Placa Crecimiento| Conclusion si se produce|Conclusién si no se produce
Contiene previsto | un crecimiento previsto | el crecimiento previsto
Las bacterias no
. transformadas estan .
Caldo Luria . . Problema con bacterias,
+++ vivas, y el caldo Luria . i
(LB) caldo Luria o métodos
puede apoyar su
crecimiento
Caldo Luria La ampicilina mata
. . Problema con
ampicilina - las bacterias no .
ampicilina
(LB / amp) transformadas
Tabla 2: Grupo Experimental P+ (bacterias transformadas)
Placa Crecimiento | Conclusion si se produce | Conclusion si no se produce
Contiene previsto | un crecimiento previsto | el crecimiento previsto
Las bacterias
transformadas estan
vivas, y el caldo .
. . y Problema con bacterias,
Caldo Luria Luria puede apoyar .
+++ . caldo Luria o proceso
(LB) su crecimiento; las .
. de transformacion
bacterias no fueron
afectadas por el proceso
de transformacion
Algunas bacterias
Caldo Luria transformadas »
. . . La transformacion
ampicilina + tienen plasmidos L
. . no funcioné
(LB / amp) con resistencia a
la ampicilina
Caldo Luria Algunas bacterias
. Problema con
ampicilina transformadas .
. . o arabinosa; la
arabinosa + tienen plasmidos ..
. . transformacion
(LB/amp/ con resistencia a L
e no funciond
ara) la ampicilina

ESTRATEGIA: Muchos alumnos se esfuerzan por comprender los controles
y se beneficiaran de un debate sobre el crecimiento de las bacterias no
transformadas y transformadas en cada condicion. Ayude a los alumnos
a comprender que cada control esta disefiado para proporcionar una
respuesta a una pregunta util, es decir:

e ;Son viables las células?
e ¢La ampicilina mata las células no transformadas?
e ¢Son viables las células después del procedimiento de transformacion?
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e ;Fue exitosa la transformacion en la medida en que algunas células han
adquirido resistencia a la ampicilina?
e ¢Alguna célula transformada produce RFP?

Puede pedirles a los alumnos que consideren un escenario en el que las
células se transformaron y se colocaron en la placa LB / amp / ara, pero
luego no crecieron, y usted no habia llevado a cabo ningtin control. Ayude
a los alumnos a comprender que solo si el experimentador ha cultivado la
bacteria en cada condiciéon puede determinar por qué el procedimiento de
transformacion no funcioné.

Si los alumnos se preguntan por qué las células no transformadas no se
colocan en la placa LB / amp / ara, puede explicarlas si esto responde a una
pregunta util que arroja luz sobre el éxito del experimento.

Lea la seccion de Métodos en las paginas de B-61 a B65 de la Guia del
estudiante y describa brevemente los pasos, utilizando palabras y un
diagrama de flujo. Las respuestas de los alumnos seran variadas. El diagrama
de flujo de un estudiante puede ver los diagramas de flujo en las paginas
B-73 y B-74.
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Diagrama de flujo del laboratorio 5
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durante un minuto mezclar
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Diagrama de flujo del laboratorio 5 (continuacion)
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Pipetee 50 pL de P+ en mitades de P+ de las placas ’ Ajuste la ’ Bombee suavemente ’
LBy LB/amp, y tape después de dispensar P+ micropipeta la pipeta un par de
P-200 a 100 pL veces en el tubo P+
‘ 100 L P+
N Manija
Superficie de

i, SN
esparcimiento

S /
S 2,
Placa LB/amp/ara ), | N
Pipetee 100 pL de P+ en varias

Utilice un esparcidor de células para esparcir las
* células P+ en las mitades de P+ de las placas LB

(primera) y LB/amp (segunda), y después en la

secciones de la placa

Deje las placas con
LB/amp/ara, y coloque la tapa

el lado derecho *
hacia arriba durante
placa LB/amp/ara, y coloque las tapas 5 minutos
%
«
\ 24-36 horas
M,
Q ) 2 \
3re = =
% S

o3
2 B

Una con cinta las tres placas, y

* Coloque las placas boca
etiquete la cinta con el nimero de

» Incube las placas de 24 a » Examine las placas
abajo en laincubadora 26horasa37°Coa y registre cuanto ha
grupoyy el periodo de clase a37°C temperatura ambiente crecido cada una
durante 48 horas
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Mientras los tubos P-y P+ se incuban en el paso 12, haga que los alumnos
comenten las preguntas de DETENGASE Y PIENSE y que registren sus respuestas
de forma individual. Pida a los alumnos que compartan sus respuestas y
razonamiento para cada pregunta con la clase.

Posibles respuestas para las preguntas de DETENGASE Y PIENSE:

e ;De qué diferente manera se traté el cultivo de bacterias P+ del cultivo de
bacterias P-? (Un cultivo es una poblacién aislada de células). ; Cual es el
proposito del cultivo de bacterias P-? El cultivo de bacterias P+ se mezcla
con los plasmidos recombinantes, mientras que el cultivo de bacterias
P- no se mezcla con los plasmidos recombinantes. El propdsito del cultivo de
bacterias P- es asegurarse de que las células y las condiciones de crecimiento
funcionen como se esperaba. El cultivo de bacterias P- debe crecer bien en
el caldo Luria y debe morir cuando se expone al antibiético ampicilina.

e ;Por qué las células necesitan tiempo para recuperarse después del choque
térmico? El choque implica que el calor pone a las bacterias bajo estrés. Dejar
que las bacterias se asienten sin someterlas a nada mds les da tiempo a las
células para volver a su estado habitual. Las bacterias necesitan tiempo para
comenzar a producir proteinas como AmpR.

e ;Por qué se incuban las células a 37 °C? Las bacterias estan adaptadas para
crecer dentro del cuerpo humano, el cual mantiene esa temperatura.

e Uso una técnica aséptica en este laboratorio. ; Por qué esto es importante?
La técnica aséptica puede evitar la transferencia de bacterias del
experimento al medioambiente y del medioambiente al experimento.

Al final del laboratorio, recuerde a los alumnos que coloquen todos los
materiales que entren en contacto con células de E. coli en la bolsa de residuos
con riesgo biolégico etiquetada.

IDEAS CLAVE: Las células bacterianas transformadas con el plasmido pARA-R se
identifican mediante un proceso de selecciéon que utiliza las secuencias que se g
han manipulado en el plasmido.

Haga que los alumnos revisen los resultados del Laboratorio 5. (10 minutos)

Haga que los alumnos retiren sus placas de las incubadoras y registren sus
resultados en sus cuadernos. Si planea llevar a cabo el Laboratorio 6, guarde
algunas placas que tengan colonias rojas o rosadas brillantes, y haga que

los alumnos coloquen las placas restantes en una bolsa de residuos con
riesgo biolégico.
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Demuestre como establecer un cultivo en suspension para las bacterias
transformadas, como preparacién para el Capitulo 6. (5 minutos)

Siga las instrucciones detalladas en la seccién Preparacion (Cultivar bacterias
para la purificacion de proteinas, pagina E-6 de esta guia). Eliminara algunas
colonias celulares transformadas de las placas y las colocara en un cultivo en
suspension en un agitador. Estas células y los plasmidos pARA-R que contienen
se multiplicaran en los préximos dias.

Revise la transcripcion, la traduccion y la relacidon entre genes, proteinas y rasgos.
(10 minutos)

ESTRATEGIA: Revisar el conocimiento previo importante ayuda a los alumnos
a aplicar lo que han aprendido previamente.

Use esta revision para abordar las brechas en el conocimiento de los alumnos, segun
lo determinado por sus respuestas a las preguntas 2 y 3 ; Qué sabes ya? Consulte la
Figura 5.2 en la pagina B-56 de la Guia del estudiante durante su revisién.

Pida a los alumnos que analicen las Preguntas del Capitulo 5 en grupos
pequenos y que registren sus respuestas de forma individual. (10 minutos)

Haga que los alumnos reflexionen sobre su comprension del proceso de selecciéon
para identificar las células bacterianas transformadas con el plasmido pARA-R
y la expresién génica respondiendo las Preguntas del Capitulo 5.

Dirija un debate a partir de las respuestas de los alumnos. (10 minutos)

Evalte la comprension de los alumnos del proceso de selecciéon para identificar
células bacterianas transformadas con el plasmido pARA-R y la expresion génica
mediante la revision de sus respuestas a las Preguntas del Capitulo 5.

Posibles respuestas a las Preguntas del Capitulo 5:

1. Mire los resultados de su transformacion. ¢ Sus resultados reales coinciden
con los resultados pronosticados? Si no, ¢qué diferencias ve y cuales son
algunas explicaciones para estas diferencias? Las respuestas variaran. Si se
producen resultados inesperados, ayude a los alumnos a pensar en lo que
podria haber sucedido. Hay muchos procedimientos en los que podria haber
ocurrido un error que podria afectar los resultados.

2. ¢Cuantas colonias rojas se presentaron en su placa LB/amp/ara? Las
respuestas variaran. Todos los grupos deben obtener algunas colonias
que expresen RFR a menos que se haya cometido un error al realizar los
procedimientos. Si un grupo no consigue colonias rojas, pero si tienen
colonias en la placa LB/ amp / ara, discuta con toda la clase lo que podria
haber sucedido. Los alumnos deben darse cuenta de que es posible que la
bacteria que tenia el gen ampR absorbiera un plasmido pero que no fuera
el plasmido pARA-R con el gen rfp.
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3. ¢Por qué aparecieron las colonias rojas solo en la placa LB/amp/ara y no
en la placa LB/amp? El gen rfp no puede expresarse a menos que la célula
reciba arabinosa, ya que el operdon de arabinosa solo activara el promotor
genético rfp en presencia de arabinosa.

4. Los plasmidos recombinantes estan disefiados para que puedan replicarse
en la célula independientemente de la replicacion cromosémica. ¢ Por qué es
importante tener varias copias de un plasmido recombinante dentro de una
célula? En ingenieria genética, el objetivo es producir muchos productos,
como la insulina. Mds copias del plasmido y su gen dardan como resultado
la produccion de mds producto dentro de la célula.

5. ¢Como se codifica la informacién en el gen rfp expresado como un rasgo?
Asegurese de utilizar lo que ha aprendido previamente sobre la expresion
génicay la relacion entre ADN, ARN, proteinasy rasgos. El gen rfp en el
plasmido estd compuesto de ADN, y el gen se copia en el ARN mensajero.

Este proceso se llama transcripcion. El ARN mensajero se utiliza para construir
la proteina en el ribosoma al unirse para transferir moléculas de ARN que
combinan codones y aminodcidos; los aminoacidos luego se unen para formar
la proteina. Este proceso se llama traduccidn. La proteina puede contribuir

a un rasgo, y en este caso la RFP hace que las células se vuelvan rojas.

6. ¢Por qué es posible que las bacterias produzcan una proteina humana, como
la insulina, o una proteina de anémona de mar, como la RFP? La estructura
y el cédigo del ADN, y la maquinaria celular que lleva a cabo la transcripcion
y la traduccion, son los mismos en todos los organismos vivos.

7. Las Unicas bacterias que podian producir la RFP en el Laboratorio 5 fueron
las bacterias que se transformaron con el plasmido pARA-R. ;Por qué? Solo
bacterias que se transformaron con un plasmido que tenia el gen rfp, el
gen ampR y el activador AraC (que activa el promotor para el gen rfp en
presencia de arabinosa), puede crecer en la placa LB /amp / ara y producir la
proteina fluorescente roja. De los posibles plasmidos que podrian formarse
en el procedimiento de ligacidn, el plasmido pARA-R es el tinico plasmido
que tiene todas estas secuencias. Es posible que desee revisar los posibles
plasmidos con los alumnos (que se muestran en la pagina B-34 de esta guia
y estan disponibles en el sitio web del programa como una presentacion
de diapositivas).

ESTRATEGIA: Mientras dirige el debate, aplique las siguientes practicas:

¢ Dé alos alumnos tiempo para evaluar las respuestas de los demas.
e Pida aclaraciones.

e Pida una explicacion.

¢ Replantee o reformule.

e Pida un ejemplo.

e Pida evidencia.

e Proporcione ejemplos y contraejemplos.

¢ Pida a los alumnos que aporten una explicacién.

¢ Pida a los alumnos que evalten una respuesta.
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DESCRIPCION GENERAL

En este capitulo, los alumnos aprenden sobre dos herramientas biolégicas
esenciales utilizadas en ingenieria genética: plasmidos y enzimas de restriccién.
Los alumnos llevan a cabo una actividad en papel en la que determinan qué
enzima de restriccion se debe usar para crear un nuevo plasmido recombinante.
Los alumnos realizan una actividad de laboratorio, Laboratorio 2A, en la que
usan enzimas de restriccion BamHI y Hindlll para digerir el plasmido pARA-R. En
la preparacién del laboratorio, los alumnos describen los fragmentos de ADN
que resultaran del protocolo del laboratorio.

SUPUESTOS DEL CONOCIMIENTO PREVIO

Los estudiantes ya deben saber lo siguiente:

e EI ADN es una molécula bicatenaria, y cada cadena de ADN esta formada por
subunidades unidas covalentemente llamadas nucleétidos.

¢ Un nucleétido esta formado por un azucar, un grupo fosfato y una base
nitrogenada. Hay cuatro bases nitrogenadas diferentes: citosina, guanina,
adeninay timina.

e Los nucledtidos estan unidos entre si por un esqueleto de azucar-fosfato; las
bases nitrogenadas sobresalen de este esqueleto.

e Las dos cadenas de ADN estan conectadas por enlaces de hidrégeno entre
bases nitrogenadas adyacentes, que se denominan pares de bases; la citosina
siempre se combina con guanina, y la adenina siempre se combina con timina.

e El proceso de decodificaciéon del ADN tiene dos pasos: un paso de
transcripcion que transfiere la informacién codificada en el ADN al ARN
mensajero, y un paso de traduccién en el que la informacién transportada
por el ARN mensajero se usa para producir proteinas.

OBJETIVOS DE APRENDIZAJE

Al final de este capitulo, los estudiantes podran hacer lo siguiente:

e Describir las caracteristicas de los plasmidos.

e Explicar cobmo se usan los plasmidos en la clonacién de un gen.

e Describir la funcién de las enzimas de restriccion.

e Explicar cdmo usar enzimas de restriccién para crear un plasmido
recombinante

RESULTADOS EVALUADOS

e Evalue la capacidad de cada alumno para describir las caracteristicas del
plasmido revisando sus respuestas a la pregunta 2 en Preguntas de actividad
(pagina C-14 de la Guia del estudiante) y a las preguntas 1, 3y 5 en
Preguntas del Capitulo 2A (pagina C-19 de la Guia del estudiante).
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e Evalue la capacidad de cada estudiante para explicar cémo se usan los
plasmidos para clonar un gen revisando sus respuestas a la pregunta 4 en
Preguntas del Capitulo 2A (pagina C-19 de la Guia del estudiante).

e Evalue la capacidad de cada estudiante para describir la funcién de las
enzimas de restriccion revisando sus respuestas a la pregunta 2 en Preguntas
del Capitulo 2A (pagina C-19 de la Guia del estudiante).

e Evalue la capacidad de cada estudiante para explicar como usar las enzimas
de restriccion para crear un plasmido recombinante revisando sus respuestas
a las preguntas 1y 3 en Preguntas de la actividad (pagina C-14 de la Guia
del estudiante).

SECUENCIA DE ACTIVIDADES SUGERIDA

e Reuvise la Introduccion y los Objetivos del Capitulo 2A con los alumnos.
(2 minutos)
e Pida a los estudiantes que contesten las preguntas ; Qué sabes ya?
y que compartan sus respuestas. (5 minutos)
e Presentar y debatir Su desafio. (3 minutos)
e Haga que los alumnos lean Comenzar a clonar un gen y Producir Proteinas
Terapéuticas Humanas en Bacterias y que respondan las preguntas
de CONSIDERAR (20 minutos)
e Dirija un debate sobre las respuestas de los alumnos a las preguntas
de CONSIDERAR de Comenzar a clonar un gen. (10 minutos)
e Presente la secuencia del laboratorio ABE que seguira la clase. (5 minutos)

SESION 2 [OPCIONAL)

e Haga que los alumnos completen una de las tres actividades opcionales:
(1) Llevar a cabo una investigacion en Internet sobre un producto
farmacéutico realizado mediante un proceso recombinante, (2) llevar a cabo
una investigacion en Internet sobre un tema bioético relacionado con la
ingenieria genética y luego debatir sobre el tema o escribir un articulo de
opinién o publicacion de blog, o (3) extraer ADN. (45 minutos)

e Haga que los alumnos realicen Clonar ese gen y discutan la pregunta
de DETENGASE Y PIENSE a medida que trabajan. (25 minutos)

e Pida a los alumnos que respondan las Preguntas de la actividad en grupos
pequeios y que registren sus respuestas de forma individual. (10 minutos)

e Dirija un debate sobre las respuestas de los alumnos a todas las preguntas.
(10 minutos)
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¢ Haga que los alumnos completen el Laboratorio 2A. Durante el laboratorio,
haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas de Antes
del laboratorio y de DETENGASE Y PIENSE y que expliquen su razonamiento.
(25 minutos)

e Pida a los alumnos que comenten las Preguntas del Capitulo 2A en grupos
pequeios y que registren sus respuestas de forma individual. (10 minutos)

e Discuta las respuestas de los estudiantes como una clase. (10 minutos)

Antes de comenzar, debe familiarizarse con los procedimientos de laboratorio
en cada capitulo, la preparacion requerida y los materiales que necesitara. Las
instrucciones suponen que proporcionard materiales para 12 grupos de 2 o

3 alumnos. Multiplique las cantidades segun sea necesario en funcién de la
cantidad de alumnos y el niUmero de clases que imparte.

utilizados en el Capitulo 2A deben almacenarse en un congelador hasta que esté

TECNICA DE LABORATORIO: Con excepcion del agua destilada, todos los reactivos
listo para prepararlos para los alumnos. A

FOTOCOPIE LOS FOLLETOS Y REUNA LOS MATERIALES PARA EL
PROCEDIMIENTO CLONE ESE GEN

Se necesitan dos folletos para cada par de alumnos: Diagrama de plasmido (RM 2)
y Secuencia de ADN humano (RM 3). El Master reproducible (RM) para el folleto
se encuentra al final de esta guia. Consiga un par de tijeras y un rollo de cinta
adhesiva para cada par. Los alumnos usaran estos materiales para construir un
modelo en papel de un plasmido recombinante que contenga un gen de insulina.

ALICUOTAS DE REACTIVOS PARA EL LABORATORIO 2A

Los reactivos se pueden dividir en alicuotas hasta varios dias antes del Laboratorio 2A.

1. Saque los siguientes reactivos del congelador y permita que se descongelen
durante 15 minutos:

e Tampodn de restriccidon 2.5x (2.5xB)
e plasmido pARA-R (RP)
e Enzimas de restriccion BamHI y Hindlll (RE)

2. Etiquete dos tubos de microcentrifuga de la siguiente manera:

e 12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “2.5xB"
* 12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “RP”
e 12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “RE”
* 12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “dH,0"
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3. Agite en vértice y gire 2.5xB y RE antes de dividir en alicuotas los tubos para
los grupos de alumnos. Si no tiene un vortice, mueva el tubo varias veces
para mezclar y luego gire hacia abajo en la microcentrifuga.

4. Pipetee los reactivos en los tubos de microcentrifuga de la siguiente manera:

e 12.0 pyl de tampodn de restriccion en los tubos marcados con “2.5xB”

e 10.0 pl de la solucion de plasmido pARA en los tubos marcados con “RP”
e 3.0 pl de RE en los tubos marcados con “RE”

e 1,000.0 pl de dH,O en los tubos marcados con “dH,0”

5. Después de la division en alicuotas, almacene los reactivos en el refrigerador
hasta el comienzo del periodo de clase en el que se utilizaran.

PREPARAR Y CALIBRAR EL BANO MARIA PARA EL LABORATORIO 2R

El dia anterior al Laboratorio 2A, prepare y calibre el bafio maria a 37 °C para
garantizar que la temperatura sea correcta para la incubacién de las digestiones de
restriccion de los alumnos. Es importante que la temperatura no supere los 37 °C,
ya que esto conducird a la desnaturalizacion de la enzima; equivoquese hacia
abajo si es necesario. Asegurese de usar agua destilada en el bafio maria.

1. Reuna los siguientes materiales:

e Bafo maria

e Termdmetro

e Gradilla flotante para tubos de microcentrifuga
e Temporizador

2. Coloque el bafio maria en una ubicacién central para que todos los grupos
puedan compartirlo.

3. Llene el bafio maria con agua destilada y coloque el termémetro dentro de
este. Caliente el agua a 37 °C, manteniendo el bafo cubierto para reducir
la evaporacion.

4. Coloque la gradilla flotante para tubos de microcentrifuga (para sostener los
tubos en el bafio maria) y el temporizador en la mesa al lado del bafio maria.

5. Silas clases realizaran el Laboratorio 5A, deje el bafio maria preparado
y calibre a 42 °C el dia anterior al laboratorio. (Asegurese de que haya
suficiente agua en el baino y que el bafio esté cubierto para reducir la
evaporacion).
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REONA LOS MATERIALES PARA EL LABORATORIO 2R

Relina materiales en el dia del laboratorio. Después de preparar las gradillas con
los reactivos, asegurese de guardarlos en el refrigerador hasta que los alumnos
estén listos para usarlos.

1. Prepare 12 juegos de materiales; cada uno de ellos debe incluir lo siguiente:

e Gradilla de plastico para tubos de microcentrifuga que contengan los
siguientes reactivos:

¢  Tubo de microcentrifuga de 2.5xB

¢ Tubo de microcentrifuga de plasmido pARA-R (RP)
¢ Tubo de microcentrifuga de RE

¢ Tubo de microcentrifuga de dH,0

e Micropipeta P-20

e Caja de puntas de pipetas desechables

e 2 tubos de microcentrifuga vacios de 1.5 ml

e Marcador permanente

e Contenedor de residuos para puntas y tubos de microcentrifuga usados
(necesitara 1 contenedor por cada 2 grupos)

2. Coloque la microcentrifuga en una ubicacién central para que todos los
grupos puedan compartirla.

IDEAS CLAVE: Los plasmidos son vectores ideales para usar en ingenieria
genética porque pueden replicarse en la célula bacteriana, tienen una secuencia ’-n
llamada promotor del gen que permite la transcripcion y traduccion de un
gen cercano, llevan un gen de resistencia a los antibiéticos que se puede usar
como marcador seleccionable y se puede transferir a las bacterias mediante
un proceso llamado conjugacién. La creacién de un plasmido recombinante
que contiene ADN de otra especie se logra mediante la acciéon de enzimas de
restriccion. Las enzimas de restriccion pueden cortar un gen de interés del
ADN humano y pueden cortar el plasmido; las dos piezas de ADN se pueden
unir. Algunas enzimas de restriccion cortan de manera asimétrica el ADN en
secuencias especificas, de modo que el extremo de una cadena sobresale del
otro. Estos extremos se denominan “extremos adhesivos”.

Revise la Introduccion y los Objetivos del Capitulo 2A con los alumnos. (2 minutos)

La Introduccién explica el propésito principal de este capitulo, vinculandolo
a la Introduccién al programa. Los Objetivos del Capitulo 2A les dicen a

los alumnos en qué deben enfocarse a aprender mientras trabajan en este
capitulo. Explique a los alumnos qué evaluara en este capitulo y cudles son
sus expectativas en relacién con el desempefio de los alumnos.
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Pida a los estudiantes que contesten las preguntas ¢ Qué sabes ya? y que
compartan sus respuestas. (5 minutos)

Responder las preguntas en esta seccién activa el conocimiento de los alumnos
sobre el ADN y cémo se usan los plasmidos y las enzimas de restriccién en la
ingenieria genética, y revela las brechas que existen en su conocimiento. Haga
que los alumnos respondan las preguntas en parejas y que anoten sus ideas para
que pueda evaluar lo que saben y lo que no saben.

Posibles respuestas a las preguntas ; Qué sabes ya?:

1. ¢Cual es la estructura y funcion del ADN? Describa en palabras o mediante
un dibujo la estructura de una molécula de ADN. Sea lo mas detallista
posible. El ADN es una molécula bicatenaria, y cada cadena estd compuesta
de nucledtidos. Existen cuatro nucledtidos diferentes, que se distinguen
por una subparte llamada base. Las bases son citosina, guanina, adenina y
timina. Las dos cadenas de ADN estdn conectadas por enlaces de hidrégeno
entre bases adyacentes, que se denominan pares de bases. En los pares de
bases, la citosina siempre se combina con guanina, y la adenina siempre se
combina con timina. Las cadenas dobles y los enlaces de hidrogeno débiles
entre pares de bases aseguran que el ADN se pueda desenrollar y copiar. Los
cuatro nucledtidos diferentes permiten crear secuencias que codifican las
estructuras de las proteinas.

2. Todos los organismos vivos contienen ADN. ;De qué manera es igual el
ADN de los diferentes organismos y de qué manera varia? Todo el ADN
tiene la misma estructura y utiliza el mismo cddigo y los mismos procesos de
transcripcion y traduccion. Entre los diferentes organismos, las secuencias de
ADN variaran porque los organismos producen diferentes proteinas.

3. Aplicando lo que sabe sobre los genes y cdmo se expresan, explique por qué
es posible que una célula bacteriana produzca una proteina humana a partir
de las instrucciones codificadas en un gen humano. La célula bacteriana
puede crear una proteina humana a partir de un gen humano debido a que
el ADN en todos los organismos usa el mismo cédigo y los mismos procesos
de transcripcion y traduccion.

4. Los cientificos utilizan dos herramientas bioldgicas para disefiar organismos
para producir nuevas proteinas: los plasmidos y las enzimas de restriccion.
¢ Como podria cada uno de estos ser Util para crear una nueva proteina?
Las enzimas de restriccion pueden cortar un gen humano y pueden cortar
un plasmido, y estas dos piezas se pueden unir para formar un plasmido
recombinante que se inserta en las bacterias.

Presentar y debatir Su desafio. (3 minutos)

Haga que los alumnos lean Su desafio y comenten qué haran en estos laboratorios.
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Haga que los alumnos lean Comenzar a clonar un gen y Producir Proteinas
Terapéuticas Humanas en Bacterias y que respondan las preguntas
de CONSIDERAR (20 minutos)

En estas lecturas, los alumnos aprenden por qué los plasmidos son una
herramienta ideal para insertar un gen humano en las bacterias y como se
usan las enzimas de restriccién para crear un plasmido recombinante. Haga
que los alumnos anoten las respuestas de las preguntas de CONSIDERAR en sus
cuadernos. Recuerde a los alumnos que usen el Glosario para buscar términos
cientificos si necesitan ayuda para entender la lectura.

Dirija un debate sobre las respuestas a las preguntas de CONSIDERAR de
Comenzar a clonar un gen. (10 minutos)

Evalte el conocimiento de los alumnos sobre el ADN y cémo se utilizan los
plasmidos y las enzimas de restriccién en la ingenieria genética al revisar las
respuestas de los alumnos a las preguntas de CONSIDERAR.

Posibles respuestas a las preguntas de CONSIDERAR:

e Utilice lo que sabe sobre la seleccion natural y la evolucién para describir
como los plasmidos pueden conferir una ventaja selectiva a sus bacterias
huésped. Si algunas bacterias transportan un plasmido con un gen de
resistencia a los antibidticos, sobreviviran cuando se expongan al antibidtico.
Esto les da una ventaja selectiva sobre las bacterias que no llevan ese
plasmido,; aquellas bacterias sin el plasmido moriran cuando se expongan
al antibidtico.

e ;Como las bacterias que llevan una enzima de restricciéon evitan cortar su
propio ADN? Las bacterias podrian tener una forma de proteger su propio
ADN en secuencias donde podria ser cortada por la enzima de restriccion,
o su ADN podria no tener la secuencia cortada por la enzima de restriccion.

e ;Cudl es la secuencia del extremo adhesivo que se produce cuando se corta
el ADN con BamHI? ;Con Hindll? El extremo sobresaliente para BamHI es
GATC. El extremo sobresaliente para Hindlll es AGCT.
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e Los cientificos pueden modificar a los plasmidos para tener un solo sitio
de enzimas de restriccion. Imagina que tienes un plasmido con un solo
sitio EcoRI. Dibuje la estructura del plasmido después de que se haya cortado
con la enzima y muestre las secuencias de nucleétidos que quedan en el sitio
del corte. Si quisiera insertar un gen de una planta en este sitio, ;qué enzima
usaria usted para cortar el ADN de la planta? Explique su respuesta. Hay dos
formas posibles de representar un plasmido que se ha cortado con EcoRl:

AATTC G
G CTTAA

Usaria la enzima de restriccion EcoRl para cortar el gen de la planta.
Los extremos del gen pueden alinearse con los extremos del plasmido.

ESTRATEGIA: Los dibujos de los alumnos pueden variar y es posible que desee
comparar diferentes representaciones. Debido a que un plasmido es un objeto
tridimensional, los alumnos pueden tener problemas para visualizar un cambio
en la estructura, como un corte. Por ejemplo, en la segunda representaciéon

del plasmido cortado, el extremo se voltea y, por lo tanto, también lo hace la
secuencia. Si es necesario, haga modelos de papel para el plasmido y haga que
los alumnos realicen el corte en el modelo.

ESTRATEGIA: Mientras dirige el debate, implemente las siguientes practicas:

e Dé alos alumnos tiempo para evaluar las respuestas de los demas.
e Pida aclaraciones.

¢ Pida una explicacion.

¢ Replantee o reformule.

e Pida un ejemplo.

¢ Pida evidencia.

e Proporcione ejemplos y contraejemplos.

¢ Pida a los alumnos que aporten una explicacién.

¢ Pida a los alumnos que evallien una respuesta.

Presente la secuencia del laboratorio ABE que seguira la clase. (5 minutos)

Repase la secuencia de laboratorio ABE elegida. Si bien los alumnos pueden
no tener la oportunidad de completar todos los laboratorios, es importante
que sepan cémo su trabajo encaja en el “panorama general” del desarrollo
de organismos genéticamente modificados para fabricar productos que los
seres humanos puedan usar. Revise la Figura 2A.4 (pagina C-11 de la Guia del
estudiante), que muestra la producciéon de una proteina terapéutica humana.
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Sefale qué partes del proceso completaran en su secuencia de laboratorio y
describa los desafios especificos de los alumnos (ver Tabla OV.1 en la pagina OV-3).

ANTECEDENTES CIENTIFICOS: )
¢POR QUE HAY PROMOTORES BACTERIANOS EN LOS PLASMIDOS?

Todos los genes tienen sus propios promotores, entonces, ;por qué

incluir un promotor al construir un vector plasmidico? El mecanismo de
transcripciéon génica es el mismo en todos los organismos: la ARN polimerasa
se une a un promotor especifico y copia la secuencia de ADN del gen en

el ARN mensajero. Sin embargo, la secuencia de ADN de los promotores y
la estructura de las ARN polimerasas pueden variar; asi, la ARN polimerasa
bacteriana no reconocera ni se unird a un promotor humano. Quizas lo
mas importante, dado que muchos genes eucariotas contienen intrones

y exones, muchos genes humanos, como el de la insulina, que han sido
clonados no se eliminan directamente del ADN genémico; en cambio, el
ADN se sintetiza a partir del ARNm del gen de interés por la transcriptasa
inversa. Esta es la copia de ADN (ADNCc) que luego se clona. Estos ADNc
carecen de un promotor y, por lo tanto, deben insertarse en el vector
plasmidico cerca de un promotor. Para facilitar la comprensién de la
clonacion del gen de la insulinag, el uso de ADNc se ha omitido en la lectura.
Es posible que desee elaborar este proceso con sus alumnos.

SESION 2 (OPCIONAL)

IDEAS CLAVE: Las decisiones sociales sobre la implementacion de los esfuerzos

relacionados con la ciencia y la tecnologia deben basarse tanto en el conocimiento ’-—-
cientifico como en la economia, las politicas, la politica y la ética. El ADN tiene la

misma estructura y funcién sin importar de qué organismo provenga.

Haga que los alumnos completen una de las tres actividades opcionales:

(1) llevar a cabo una investigacion en Internet sobre un producto farmacéutico
elaborado mediante un proceso recombinante, (2) llevar a cabo una
investigacion en Internet sobre un tema bioético relacionado con la ingenieria
genética y luego debatir sobre el tema o escribir un articulo de opinién o
publicacion de blog, o (3) extraer ADN. (45 minutos)

Puede extender la introduccién de los alumnos a la biotecnologia haciéndolos
participar en una o mas de las actividades siguientes.

TERAPEUTICA HUMANR RHORR Y EN EL FUTURO

Asigne a los alumnos para trabajar individualmente o en equipos para aprender
mas sobre algunos de los productos recombinantes que se encuentran actualmente
en investigacién y desarrollo o en el mercado, ya sea en este pais o en el
extranjero, y que luego presenten lo mas destacado de sus hallazgos al resto de

la clase. Puede sugerir que investiguen qué productos recombinantes se usan,

o podrian usarse en el futuro, para afecciones médicas comunes, por ejemplo:
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Anemia

Asma

Enfermedades autoinmunes, como el lupus o la enfermedad de Crohn
Cancer o los efectos secundarios de los tratamientos contra el cancer, como
los trasplantes de médula ésea y la quimioterapia

Diabetes

Insuficiencia renal

CONSIDERACIONES BIOETICAS

Existen muchos problemas bioéticos potenciales relacionados con la ingenieria
genética y la biofarmacéutica. Los alumnos pueden investigar uno de los
siguientes temas y luego participar en un debate en clase o escribir un articulo
de opinién o una entrada de blog:

Insulina natural frente a la genéticamente modificada: Ademas de la
insulina genéticamente modificada producida por bacterias, las personas con
diabetes pueden ser tratadas con insulina extraida de vacas o cerdos. Si bien
algunas personas pueden tener reacciones adversas a la insulina sintética
modificada genéticamente y, por lo tanto, necesitan tomar un producto
natural, otras simplemente prefieren usar productos naturales (en lugar de
productos genéticamente modificados). ; Deberian respetarse sus puntos de
vista? ;Se debe permitir que las personas con diabetes elijan?

Seguridad del tratamiento frente al acceso al tratamiento: La invencién
de nuevas terapias, incluida la insulina genéticamente modificada, ha
salvado innumerables vidas. Sin embargo, antes de que un medicamento
o tratamiento pueda ponerse a disposicion del publico, debe someterse a
una gran cantidad de pruebas para determinar su efectividad y garantizar
que el producto sea seguro para el uso en humanos. Estos ensayos clinicos
pueden tardar muchos afios en completarse, tiempo que los pacientes
con enfermedades terminales a menudo no tienen. Los pacientes que
padecen enfermedades potencialmente mortales han defendido durante
mucho tiempo el acceso a medicamentos que aun no han completado
todo el proceso de aprobacion. Argumentan que deberian poder recibir
medicamentos no aprobados si han agotado todas las demas opciones de
tratamiento. ;Deberian concederse sus deseos? ; Es mas importante permitir
que los pacientes tengan acceso a medicamentos o asegurarse de que los
productos sean completamente seguros para uso humano primero?

RECURSOS: En el sitio web del programa se incluyen enlaces a noticias sobre
estos temas.

EXTRACCION DE ADN

En esencia, este programa trata sobre el ADN. EI ADN codifica las proteinas, que
a su vez dan como resultado los rasgos de los organismos, ya sea que esos rasgos
sean fluorescencia, produccién reducida de insulina o cabello castafio. Para
ayudar a los alumnos a comprender que todo el ADN tiene la misma estructura,
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haga que realicen un laboratorio de extraccion de ADN. Aislar el ADN de
diferentes organismos y comparar sus propiedades (como la viscosidad) reforzara
la idea de que no importa cudl sea la fuente, todo el ADN se ve similar y tiene
propiedades similares.

RECURSOS: Se proporcionan enlaces a posibles laboratorios en el sitio web I:I

del programa.
=

IDEAS CLAVE: Al crear un plasmido recombinante, es importante examinar

las secuencias del ADN plasmidico y del ADN humano que contiene el gen de ’-—-
interés. Es necesario encontrar una enzima de restriccion tnica que corte el

ADN plasmidico en un solo sitio y que corte cerca de los dos extremos del gen

humano. Los “extremos adhesivos” idénticos creados por los cortes de una tnica

enzima de restriccion hacen posible unir las diferentes secuencias de ADN en un

plasmido recombinante.

Haga que los alumnos lleven a cabo el procedimiento Clone ese gen.
(15 minutos)

Los alumnos ven secuencias genéticas de ADN plasmidico y un gen humano
diana cromosomico (insulina) y eligen la enzima de restriccion apropiada para
usar para crear un modelo en papel de un plasmido recombinante. Haga que
los alumnos completen esta actividad en parejas. Tenga en cuenta que el gen de
insulina que se muestra en RM 3 es un modelo y no es la secuencia completa de
pares de bases en el gen de la insulina humana.

ESTRATEGIA: Si varias parejas estan teniendo problemas con la misma parte de
la actividad, pare la clase y revise las instrucciones para esa parte. Es posible que
desee que los alumnos que hayan completado con éxito esa parte compartan lo
que han hecho.

Haga que los alumnos comenten la pregunta de DETENGASE Y PIENSE y
de Preguntas de la actividad en pequeios grupos y que registren sus respuestas
de forma individual. (15 minutos)

Durante la actividad, los alumnos deben debatir las preguntas en sus grupos
y registrar sus respuestas de forma individual. Luego, pida a los alumnos que
compartan sus respuestas y razonamiento para cada pregunta con la clase.
Circule para realizar un seguimiento de los comentarios y brindar apoyo.

Posible respuesta para la pregunta DETENGASE Y PIENSE:

¢Por qué es importante usar la misma enzima o enzimas para cortar tanto

el plasmido como el gen de la insulina del ADN humano? Para que tengan
secuencias complementarias de bases que puedan coincidir y permitir que los
dos segmentos de ADN se unan.

CAPITULO 2A | GUiA DEL PROFESOR

© 1991, 2000, 2013-2019 Amgen Foundation, Inc. Todos los derechos reservados.



Posibles respuestas a las Preguntas de las actividades:

1.

¢{Qué enzima de restriccion eligiéd? ¢ Por qué eligioé esa? La enzima de restriccion

EcoRl es la Unica enzima que corta el pldsmido una vez sin alterar un gen.

¢Dénde insertaria el gen de la insulina y por qué? El gen debe insertarse

cerca de la secuencia promotora, ya que esta secuencia permitira que el gen

se transcriba en la célula bacteriana.

¢Qué antibidtico usaria para determinar si se tomé el ADN recombinante?
Se puede usar ampicilina o kanamicina, ya que ambos genes son parte del
plasmido recombinante final.

Dirija un debate a partir de las respuestas de los alumnos. (15 minutos)

Haga que los alumnos compartan sus respuestas y su razonamiento para
DETENGASE Y PIENSE y Preguntas de la actividad con la clase A medida que los

alumnos compartan sus respuestas, evalte el conocimiento de los alumnos sobre

como se utilizan las enzimas de restriccion en la ingenieria genética.

7~

ANTECEDENTES CIENTIFICOS: ENZIMAS DE RESTRICCION

A principios de la década de 1970, Hamilton Smith y Daniel Nathans pudieron
purificar un “agente” inmune desconocido que se encontro en las bacterias.
Este agente molecular protegié a las bacterias al restringir el crecimiento

de los virus bacteriéfagos. Se descubrié que el agente era una enzima que
podia cortar el ADN viral en fragmentos a medida que se inyectaba en su
célula. Smith, Nathans y Werner Arbor recibieron el Premio Nobel por su
descubrimiento y caracterizacion de estas importantes moléculas.

Existen varias clases de enzimas de restriccion, pero las que han sido mas
Utiles son las que reconocen y cortan consistentemente una secuencia
de nucledtidos especifica. Algunas enzimas de restriccidon reconocen una
secuencia de cuatro bases; otras reconocen una secuencia de cinco o

seis bases. Los sitios de restriccién son palindromos. Este es un concepto
importante que puede enfatizar a sus alumnos, tal vez utilizando
ejemplos como “radar” y “Madam, I'm Adam”.

Algunas enzimas de restriccion haran un “corte contundente”, sin dejar
bases sobresalientes. Otras enzimas, incluidas BamHI y Hindlll, dejaran
bases sobresalientes, creando asi extremos adhesivos. Estas enzimas

son particularmente Utiles ya que los extremos adhesivos hacen que la
recombinacién de fragmentos de ADN sea un procedimiento bastante
simple. Lo “adhesivo” es el resultado de la extraordinaria afinidad de los
nucledtidos complementarios para formar enlaces de hidrégeno entre ellos.

La nomenclatura para las enzimas de restricciéon es bastante sencilla. La
primera letra del nombre de la enzima se deriva del género de bacteria
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de la cual se aislé la enzima. Las siguientes dos letras provienen de las
dos primeras letras del epiteto especifico de la bacteria. A menudo hay
una cuarta letra después de las tres primeras, que representa la cepa o
el tipo de bacteria. Debido a que algunas cepas de bacterias producen
varias enzimas de restriccion, un niumero romano identifica el orden en
que se aislaron las enzimas. Tabla 2A.1 en la pagina C-8 de la Guia del
estudiante se muestran algunos ejemplos.

IDEAS CLAVE: Los cientificos que trabajan en ingenieria genética utilizan
herramientas muy especificas, incluidas herramientas hechas por personas
y herramientas biolégicas.

Haga que los alumnos completen el Laboratorio 2A. Durante el laboratorio, haga
que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas de Antes del laboratorio
y de DETENGASE Y PIENSE y que expliquen su razonamiento. (25 minutos)

Los alumnos usan enzimas de restriccion para digerir (cortar) un plasmido.
Explique a los alumnos que la digestion de la enzima de restriccion

creara los fragmentos que necesitan para verificar que tienen el plasmido
recombinante correcto que se insertara en las bacterias.

NOTAS Aqui hay algunas notas importantes para la incubaciéon en bafio maria
en este laboratorio:

¢ Al final del laboratorio, cargue la gradilla flotante con los tubos de todos
los grupos sobre la mesa y luego coléquela en el bafio maria para una
incubacion de 15 minutos.

e Dejar el digerido en el bafio maria durante un par de horas no interferira
con la restriccion, pero las muestras no deben dejarse en el bafio maria
durante mas de dos horas, ya que BamHI puede comenzar a cortar el ADN
de manera aleatoria.

e Después de la incubaciéon de 15 minutos, asegurese de colocar lo digerido en
el congelador hasta que sea necesario para el préoximo laboratorio.

Los alumnos comentan la primera pregunta de DETENGASE Y PIENSE y las
preguntas de Antes del laboratorio en sus grupos y registran sus respuestas de
forma individual. Haga que los alumnos compartan sus respuestas con la clase.

Posible respuesta para la primera pregunta de DETENGASE Y PIENSE:

¢Por qué el uso de dos enzimas diferentes para cortar el plasmido evita
que el plasmido vuelva a formar un circulo sin el gen insertado? Debido a
que las secuencias de los extremos adhesivos son diferentes (uno tiene la
secuencia BamHl! y el otro tiene la secuencia Hindlll), los dos extremos no
pueden aparearse. La Unica forma de reformar el circulo es con la insercion
del gen rfp que tiene los extremos BamHI y HindlIIl.
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Posibles respuestas a las preguntas de Antes del laboratorio:

1.

Revise la Figura 2A.3. Si pARA se digiere con BamHIl y Hindlll, ; qué
fragmentos se producen? Registre la secuencia de nucleétidos de los
extremos adhesivos y la longitud de cada fragmento (pb), e indique
los genes y otras secuencias importantes presentes en cada fragmento.

Las secuencias son las siguientes:

Fragmentos de digestion de pARA:

rfp PBAD
Hindlll 807 bp BamHI
araC ori ampR
GATCC A
¢ - 1IN Freca
BamHlI 4495 bp Hindlll

Para crear un plasmido que pueda producir RFP en bacterias, ;qué
componentes se necesitan en el plasmido? E/ pldsmido necesita un origen de
replicacion, un promotor, el gen de interés (rfp), y un gen de resistencia a los
antibidticos que permite la identificacion de las bacterias que han tomado
el plasmido.

Las bacterias pueden ser eliminadas por un antibiético a menos que
contengan un plasmido que tenga el gen de resistencia a ese antibiotico.

Los cientificos [laman a este tipo de genes marcadores seleccionables; solo las
bacterias que portan este gen sobreviviran a la exposicién a un antibiético.

Si la captacion de ADN por las bacterias es ineficiente (como se analiza en

la lectura), ¢ por qué un marcador seleccionable es crucial en la clonacién

de un gen en las bacterias? Desea saber qué células bacterianas tienen el
plasmido y pueden producir la proteina que esta purificando. El marcador
seleccionable le permitira matar las bacterias que no tienen el plasmido con
el gen de interés.

Lea la secciéon de Métodos en las paginas de C-17 y C-18 de la Guia del
estudiante y describa brevemente los pasos, utilizando palabras y un
diagrama de flujo. Las respuestas de los alumnos serdn variadas. El diagrama
de flujo de un estudiante podria parecerse al de la pagina siguiente.

CAPITULO 2 | GUIA DEL PROFESOR

© 1991, 2000, 2013-2019 Amgen Foundation, Inc. Todos los derechos reservados.



Diagrama de flujo del laboratorio 2A

Verifique los reactivos ) Etiquete los 2 ’ Revise la )
(2.5xB, RP, RE, dH,0) tubos R+ y R- Tabla 2A.2

4.0 uL 2.5xB

B

Pipetee 4.0 pL de 2.5xB en ’ Pipetee 4.0 pL de RP ’
los tubos R+ y R- en los tubos R+ y R-

Pipetee 2.0 pL de RE ) Utilice la pipeta para ’ Pipetee 2.0 uLde H,0 ’
en el tubo R+ mezclar los reactivos en el tubo R-

en el tubo R+

R

Utilice la pipeta para ’ Centrifugue los l Coloque los tubos en la !
mezclar los reactivos en tubos R+ y R- gradilla flotante para tubos
el tubo R- de microcentrifuga
5-15 min.
T,
S %
are %

ﬁ ﬁ Q1

El profesor: » El profesor:
Colocara los tubos R+ y R- en baiio Colocara los tubos R+ y R-
mariaa37°Cylosincubade5a15 en el congelador a -20 °C
minutos
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Revise la seccion Métodos brevemente con los alumnos antes de comenzar el
laboratorio.

TECNICA DE LABORATORIO: Revise el uso de las micropipetas con los alumnos.

Durante el laboratorio, los alumnos deben debatir las preguntas de DETENGASE
Y PIENSE en sus grupos y luego registrar sus respuestas de forma individual. Pida
a los alumnos que compartan sus respuestas y razonamiento para cada pregunta
con la clase.

Posibles respuestas a la segunda y tercera preguntas de DETENGASE Y PIENSE:

e En este paso, se le pide que prepare un tubo sin las enzimas de restriccién,
BamHly HindlIl. ; Cudl es el propésito de este paso y por qué es importante? E/
tubo sin las enzimas es un control. Podemos comparar un control con el tubo
que tiene las enzimas para comparar el plasmido sin cortar con el plasmido
cortado. Si por alguna razdn las enzimas no funcionaron como se esperaba, el
control lo indicard, ya que tanto el tubo de control como el tubo con las enzimas
daran el mismo resultado cuando se examinen con electroforesis en gel.

e ;Por qué las enzimas funcionan mejor a 37 °C? ;Por qué se deben colocar las
enzimas en el congelador? Las enzimas originalmente provenian de bacterias
que estan a la temperatura del cuerpo humano y estan disefiadas para funcionar
a esta temperatura. Colocar las enzimas en el congelador detendra la reaccion.

En el paso 6, se indica a los grupos que coloquen sus dos tubos de
microcentrifuga (R+ y R-) en la gradilla flotante para tubos de microcentrifuga
cerca del bafio maria. Cuando la gradilla esté llena, coléquela en el bafio maria
e incube durante 5 a 15 minutos. Una vez que se completé la incubacion,
coloque los cuatro tubos en el congelador a —20 °C para el Laboratorio 4A.

Pida a los alumnos que comenten las Preguntas del Capitulo 2A en grupos
pequeinos y que registren sus respuestas de forma individual. Discuta las
respuestas de los estudiantes como una clase. (20 minutos)

Los alumnos reflexionan sobre los conceptos que aprendieron en este capitulo
y demuestran que han comprendido el uso de plasmidos y enzimas de restriccion
para la clonacion de genes al contestar las Preguntas del Capitulo 2A.

Posibles respuestas a las Preguntas del Capitulo 2A:

1. Enumere en palabras o indique en un dibujo las caracteristicas importantes
de un vector plasmidico que se requieren para clonar un gen. Explique el
proposito de cada caracteristica. Las caracteristicas importantes de un vector
plasmidico son (1) una secuencia para el inicio de la replicacion del ADN, ori,
que permite que el plasmido se replique en la bacteria; (2) una secuencia
promotora para iniciar la transcripcion del gen insertado; y (3) un gen que
codifica una proteina para la resistencia a los antibidticos, lo que permite la
identificacion de bacterias que han captado el plasmido.
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2. ;Qué papel tienen las enzimas de restriccion en la naturaleza? Protegen a las
bacterias de la infeccion por virus bacteriéfagos.

3. Segun su comprensién de la evolucién, ;por qué las bacterias retienen un
gen que les da resistencia a los antibidticos? ;Como es que la existencia de
las bacterias con resistencia a los antibioticos afecta a la medicina hoy en
dia? Las bacterias con el gen de resistencia a los antibidticos se reproduciran
mads porque tienen una ventaja selectiva sobre otras bacterias que no portan
ese gen. Esta ventaja selectiva es una gran preocupacion en medicina
porque ahora existen cepas de bacterias que causan enfermedades que los
antibidticos no pueden matar.

4. Las bacterias, las anémonas de mar y los humanos parecen ser, en la superficie,
organismos muy diferentes. Explique como se puede expresar un gen de
los seres humanos o una anémona de mar en las bacterias para hacer un
producto nunca antes hecho en bacterias. E/ cédigo de ADN y los procesos de
transcripcion y traduccion son los mismos en todos los organismos vivos. Una
vez que un gen humano o de anémona de mar se combina con un promotor
bacteriano en un plasmido y las bacterias absorben el plasmido recombinante,
la bacterias puede leer el cédigo de ADN y producir la proteina.

5. Debido a un accidente en el laboratorio, las bacterias que portaban un
plasmido con un gen de resistencia a la ampicilina y las bacterias que
portaban un plasmido con un gen que proporciona resistencia a otro
antibiodtico (kanamicina) se mezclaron accidentalmente. (Pista: jAsegurese de
no eliminar uno de los tipos de bacterias que intenta clasificar!) Las bacterias
deben dividirse en dos lotes; un lote debe tratarse con kanamicina y el otro
lote debe tratarse con ampicilina.

ESTRATEGIA: Mientras dirige el debate, aplique las siguientes practicas:

¢ Dé alos alumnos tiempo para evaluar las respuestas de los demas.
e Pida aclaraciones.

¢ Pida una explicacion.

¢ Replantee o reformule.

e Pida un ejemplo.

¢ Pida evidencia.

¢ Proporcione ejemplos y contraejemplos.

¢ Pida a los alumnos que aporten una explicacion.

¢ Pida a los alumnos que evallien una respuesta.
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ANTECEDENTE CIENTIFICO:
LOS COMPONENTES DEL PLASMIDO pARA-R

El plasmido recombinante que Figura T2A.1: El plasmido pARA-R

se utiliza en este programa para i c
ara

clonar el gen rfp es el plasmido

pPARA-R (ver Figura T2A.1). Se

han desarrollado muchos tipos

. > PARA-R

diferentes de vectores plasmidicos 5,302 bp BamHI
pBAD

para clonar genes. Todos . y

tienen los componentes basicos

necesarios para clonar y expresar ampR rfp

genes en bacterias, incluida " pBAD-rfp

. L 807 bp
una secuencia para iniciar la

replicacién del ADN (el punto ori),
un promotor para iniciar la
transcripcion, un marcador seleccionable y un sitio o sitios de restriccién
cerca del promotor para insertar el gen de interés. El plasmido pARA-R
se ha construido de manera que el gen se inserte utilizando BamHI y
Hindlll. El uso de dos enzimas de restriccion diferentes asegura que el
gen rfp se insertara en una sola orientacion, la apropiada para transcribir
la cadena de sentido del ADN. Es posible que desee revisar la idea de las
cadenas “de sentido” y "antisentido” con los alumnos.

El plasmido pARA-R se ha construido para incluir componentes del operén
arabinosa, que permiten la expresién del gen rfp gen a ser regulado.
Todos los organismos vivos, incluidas las bacterias, tienen la capacidad de
regular la expresion de sus genes. El ejemplo mas obvio de esta regulacién
se da en la diferenciacién celular en organismos multicelulares. La mayoria
de las células contienen el complemento completo de ADN, pero durante
la diferenciacion solo ciertos genes se expresan a medida que las células
se convierten en células de la piel, los musculos o las raices. Gran parte de
esta regulaciéon ocurre al nivel de iniciacion de la transcripcién. El inicio de
la transcripciéon puede ser activado por proteinas llamadas activadores, o
desactivado por proteinas llamadas represores. Si bien las bacterias no se
diferencian, si responden a las condiciones ambientales, como la presencia
0 ausencia de un azucar, incluida la arabinosa.

El operdén arabinosa es un ejemplo clasico de regulaciéon génica en
bacterias (ver Figura T2A.2). El operén comprende tres genes, araB,
araAy araD, que codifican las proteinas responsables del transporte y
la descomposicion de la arabinosa. También incluye un promotor y una
secuencia 5' de ADN préximo al promotor, que se une a la proteina
AraC. La proteina AraC regula la expresion de los genes de arabinosa
permitiendo su transcripcion en presencia de arabinosa o desactivando
la expresidon génica en su ausencia.
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Figura T2A.2: El operén arabinosa

pBAD |
araC —| araB |—| araA |—| araD |—

l O arabinosa

araB |—| araA |—| araD |—

ARN
polimerasa

araB |—| araA |—| araD |—

_—
ARN
e polimerasa,

mRNA

—_
ARN

En ausencia de arabinosa, la proteina AraC bloquea la unién de la ARN
polimerasa al promotor; por lo tanto, no puede iniciarse la transcripcién,
y los tres genes: araB, araA 'y araD, no se expresan. Cuando la arabinosa
esta presente en el medioambiente, el azlcar se une a la proteina AraC,
lo que altera la forma del ADN de tal manera que la ARN polimerasa
puede unirse al promotory los genes araB, araA'y araD se expresan.

El plasmido pARA-R utilizado en este programa tiene el promotor

pBAD y el gen araC, asi como los genes resistentes a la ampicilina

y la kanamicina. Los genes araB, araA 'y araD han sido eliminados

y reemplazados por el gen rfp, poniendo el gen rfp bajo el control

del promotor de arabinosa. Las colonias de bacterias que albergan este
plasmido seran rojas en presencia de arabinosa y blancas en su ausencia.
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CAPITULO 4R
ASEGURARSE DE QUE SE CREO UN PLASMIDO RECOMBINANTE
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DESCRIPCION GENERAL

Dado que se fabrican diferentes productos durante el proceso de ligacién, los
bidlogos deben verificar que han creado el plasmido recombinante que necesitan,
es decir, el que tiene el gen de interés y todos los componentes necesarios para
que se produzca la proteina de interés. En este capitulo, los alumnos aprenden
sobre la importancia de verificar su trabajo a medida que determinan si tienen

el plasmido pARA-R que contiene tanto el gen rfp y el gen ampR.

SUPUESTOS DEL CONOCIMIENTO PREVIO

Los estudiantes ya deben saber lo siguiente:

e El ADN es una molécula bicatenaria, y cada cadena de ADN esta formada por
subunidades unidas covalentemente Ilamadas nucleétidos.

e Un nucleétido esta formado por un azucar, un grupo fosfato y una base
nitrogenada. Hay cuatro bases nitrogenadas diferentes: citosina, guanina,
adenina y timina.

e Los nucleétidos estan unidos entre si por una estructura de azucar-fosfato;
las bases nitrogenadas sobresalen de esta estructura.

e Las dos cadenas de ADN estan conectadas por enlaces de hidrégeno entre
bases nitrogenadas adyacentes, que se denominan pares de bases; la citosina
siempre se combina con guanina, y la adenina siempre se combina con timina.

OBJETIVOS DE APRENDIZAJE

Al final de este capitulo, los estudiantes podran hacer lo siguiente:

e Describa por qué es importante verificar los productos creados en el proceso
de ingenieria genética.

e Predice la velocidad relativa de los fragmentos de restricciéon de ADN y los
plasmidos a través de un gel durante la electroforesis en gel

e Separe e identifique los fragmentos de restriccion de ADN y los plasmidos
mediante electroforesis en gel

RESULTADOS EVALUADOS

e Evalue la capacidad de cada alumno para describir por qué es importante
verificar los productos creados en el proceso de ingenieria genética al revisar
sus respuestas a la pregunta 1 en las Preguntas del Capitulo 4A (pagina C-35
de la Guia del estudiante).

e Evalue la capacidad de cada estudiante para predecir la distancia relativa
recorrida por los fragmentos de restriccion de ADN y los plasmidos a través
de un gel revisando sus respuestas a la primera pregunta de DETENGASE Y
PIENSE en el Laboratorio 4A (pagina C-32 de la Guia del estudiante).
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Evalle la capacidad de cada estudiante para separar e identificar los
fragmentos de restriccion de ADN y los plasmidos mediante la electroforesis
en gel al revisar sus respuestas a las preguntas 2-8 en las Preguntas del
Capitulo 4A (pagina C-35 de la Guia del estudiante).

SECUENCIA DE ACTIVIDADES SUGERIDA

Revise la Introduccién y los Objetivos del Capitulo 4A con los alumnos.

(5 minutos)

Pida a los estudiantes que contesten las preguntas ; Qué sabes ya? y que
compartan sus respuestas. (10 minutos)

Haga que los alumnos lean ;Por qué necesita verificar? y que contesten las
preguntas de CONSIDERAR. (15 minutos)

Dirija un debate sobre las respuestas de los alumnos a las preguntas

de CONSIDERAR de ;Por qué necesita verificar? (5 minutos)

Haga que los alumnos comiencen el Laboratorio 4A leyendo el parrafo
introductorio y que luego revisen las preguntas de Antes del laboratorio en
sus grupos. (10 minutos)

NOTA: Haga que los alumnos respondan las preguntas de Antes del
laboratorio como tarea.

Haga que los alumnos completen el Laboratorio 4A. Durante el laboratorio,
haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas de Antes
del laboratorio y las preguntas de DETENGASE Y PIENSE con la clase y que
expliquen su razonamiento. (45 minutos)

Pida a los alumnos que discutan las Preguntas del Capitulo 4A en grupos
pequeios y que registren sus respuestas de forma individual. (20 minutos)
Dirija un debate a partir de las respuestas de los alumnos. (25 minutos)
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Antes de comenzar, debe familiarizarse con los procedimientos de laboratorio
en cada capitulo, la preparacion requerida y los materiales que necesitara.
Las instrucciones suponen que proporcionard materiales para 12 grupos de

2 o 3 alumnos. Multiplique las cantidades segun sea necesario en funcion de
la cantidad de alumnos y el numero de clases que imparte.

FOTOCOPIE LOS FOLLETOS PARA EL LABORATORIO 4A

Se necesita una copia del Diagrama de escalera de ADN (RM 4A) para cada
estudiante. El Master reproducible (RM) para el folleto se encuentra al final
de esta guia.

PREPARE GELES DE AGAROSA PARA EL LABORATORIO 4R

RECURSOS: El video, Preparacion de un gel de agarosa (disponible en el sitio :l
web del programa) repasa el proceso de preparar y moldear un gel de agarosa
como se describe a continuacion. @

NOTA: Los geles se pueden preparar con varios dias de anticipacion.

1. Prepare las bandejas para la electroforesis en gel:

a. Reuna los siguientes materiales:

6 bandejas para electroforesis en gel
12 peines de 10 pocillos
Opcional: cinta adhesiva

b. Prepare las bandejas para electroforesis en gel para el moldeado asegurando
las compuertas en los extremos de cada bandeja en la posicion “arriba”
o colocando cinta adhesiva en los extremos de cada bandeja. Coloque un
peine en cada bandeja antes de agregar la solucién de agarosa.

2. Prepare la solucién de agarosa:

a. Reuna los siguientes materiales:

2 matraces graduados de 250 ml, uno etiquetado con “1x SB”
12.5 ml de tampédn de borato de sodio 20x (20x SB)

237.5 ml de agua destilada o desionizada

1.44 g de agarosa

Balanza de masa

Matraz de 500 ml etiquetado con “Gel”

Envoltura de plastico

Punta de pipeta desechable

Horno de microondas

Guantes resistentes al calor o pinzas

CAPITULO 4A | GUiR DEL PROFESOR

© 1991, 2000, 2013-2019 Amgen Foundation, Inc. Todos los derechos reservados.



® 6 bolsas con cierre de tamafio sandwich o de un cuarto de galon
e Contenedor de residuos para puntas y tubos de microcentrifuga usados

Prepare 250 ml de SB 1x agregando 12.5 ml de SB 20x al matraz
graduado de 250 ml etiquetado como “SB 1x", agregando agua
destilada o desionizada hasta la marca de 250 ml, y mezcle.

Vierta 180 ml de SB 1x en el segundo matraz graduado de 250 ml.

Agregue 1.44 g de agarosa (ya medida en tubos cénicos, a menos que se
indique lo contrario) al matraz de 500 ml etiquetado con “Gel”. Agregue
los 180 ml de SB 1x que se midieron previamente para obtener una
solucién de agarosa al 0.8 %.

Cubra la abertura del matraz de 500 ml con plastico para envolver. Use la
punta de la pipeta para perforar un pequefo agujero en el plastico para
envolver.

Coloque el matraz cubierto en un horno de microondas y caliente
durante un minuto a maxima potencia. Con una mano con guante, agite
suavemente el matraz. (De otro modo puede usarse una placa caliente
para derretir la agarosa, pero necesitara usar un hervidor doble).

SEGURIDAD: Use guantes resistentes al calor o use pinzas para sostener
el matraz.

Continue calentando en el horno de microondas el matraz durante
intervalos de 5 a 15 segundos hasta que toda la agarosa se haya disuelto.
Para verificar esto, sostenga el matraz hacia la luz y agite la soluciéon. Busque
con cuidado las “lentes” de cristales de agarosa suspendidos en el liquido.

Si no hay a la vista, la agarosa esté disuelta. Espere cinco minutos para que la
agarosa se enfrie a aproximadamente 60 °C antes de continuar con el paso 3.

TECNICA DE LABORATORIO: Si la solucién se enfria demasiado,
la agarosa comienza a solidificarse nuevamente. Si esto sucede,
simplemente recaliente la solucién como se describe anteriormente.

3. Moldee los geles en las bandejas:

a.
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Cuando la solucion de agarosa se haya enfriado hasta el punto de que
pueda tocar de manera segura el fondo del matraz (aproximadamente
60 °C; esto tomara unos cinco minutos), vierta 25 a 30 ml de la soluciéon
de agarosa en cada bandeja de electroforesis. La solucion debe cubrir
unos 2 mm del peine.

Una vez que los geles se solidifiquen (lo que llevara alrededor de 30 minutos),
extraiga los peines de cada gel. Tire de cada peine hacia afuera sin moverlo
de un lado a otro; esto minimizara el dafio a la pared frontal del pocillo.

Retire los geles de las bandejas de electroforesis en gel y almacénelos en
bolsas con cierres individuales con una pequeiia cantidad de SB 1x. Almacene
en el refrigerador hasta que esté listo para usar. Asegurese de mantenerlos
planos y no sobre una superficie con textura, ya que las superficies con
textura se grabaran en los geles y afectaran la forma en que las moléculas

se mueven a través de ellos.
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ALICUOTAS DE REACTIVOS PARA EL LABORATORIO 4A

NOTA: Los reactivos se pueden dividir en alicuotas varios dias antes del
Laboratorio 4A.

1. Obtenga el colorante de carga que se ha almacenado a temperatura
ambiente. Retire la escalera de ADN del congelador y deje que se descongele
durante 15 minutos.

NOTA: El colorante de carga es el mismo que la Solucién 2 que se usé en el
Laboratorio 1.2; contiene naranja G, azul de bromofenol y xileno cianol.

2. Etiquete dos tubos de microcentrifuga de la siguiente manera:
* 12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “LD"
e 12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “M"”

3. Pipetee los reactivos en los tubos de microcentrifuga de la siguiente manera:
e 20.0 pl de colorante de carga en los tubos marcados como “LD"

e 10.0 pl de escalera de ADN en los tubos marcados con “M"”

NOTA: Después de la divisién en alicuotas, almacene el colorante de carga
a temperatura ambiente y la escalera de ADN en el refrigerador.

REUNA LOS MATERIALES PARA EL LABORATORIO 4R

NOTA: Retina los materiales el dia del laboratorio.

1. Prepare 300 ml de 1x SB:

a. Reuna los siguientes materiales:

TECNICA DE LABORATORIO: Debe preparar SB 1x para todas las clases que
completaran este laboratorio; simplemente multiplique las cantidades dadas
por el niumero de clases.

e 15 ml de SB 20x

¢ Matraz graduado de 500 ml etiquetado con “1x SB”
e 285 ml de agua destilada o desionizada

e 6 matraces de 50 ml etiquetados con “1x SB”

b. Agregue 15 ml de 20x SB al matraz de 500 ml etiquetado con “1x SB”,
agregue agua destilada o desionizada hasta la marca de 300 ml y mezcle.

¢. Vierta 50 ml de 1x SB en cada uno de los matraces de 50 ml etiquetados
con “1x SB”.

2. Saque los siguientes reactivos del congelador y permita que se descongelen
durante 15 minutos:

e Tubo de microcentrifuga de pARA digerido del laboratorio 2A (R+)
e Tubo de microcentrifuga de pARA no digerido del laboratorio 2A (R-)

3. Gire las digestiones de restricciéon y los controles en la microcentrifuga para
integrar la condensacion.
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4. Prepare 12 juegos de materiales; cada uno de ellos debe incluir lo siguiente:

e Gradilla de plastico para tubos de microcentrifuga que contenga los
siguientes reactivos:

¢ Tubo de microcentrifuga de pARA digerido del laboratorio 2A (R+)

¢ Tubo de microcentrifuga de pARA no digerido del laboratorio 2A (R-)

¢ Tubo de microcentrifuga de LD (preparado anteriormente)

¢ Tubo de microcentrifuga de agua destilada (dH,0)

¢  Tubo de microcentrifuga de M (preparado anteriormente)

e Micropipeta P-20

e (Caja de puntas de pipetas desechables

e Contenedor de residuos para puntas y tubos de microcentrifuga usados
(necesitara 1 contenedor por cada 2 grupos)

¢ Copias de Diagrama de escalera de ADN (RM 4A), uno para cada alumno

5. Prepare seis cajas de electroforesis, cada una cerca de una fuente de
alimentacion; cada dos grupos compartiran una caja. Cargue cada caja con gel
de agarosa al 0.8 % (preparado anteriormente) y coloque un matraz de 50 ml
que contenga tampdn 1x SB (también preparado anteriormente) cerca de cada
caja. Guarde las bolsas con cierre que contenian los geles y etiquételos con el
numero de cada grupo y el periodo de clase en caso de que necesite almacenar
los geles antes de realizar la coloracion final y la fotodocumentacion,
vea Completar los geles para el Laboratorio 4A a continuacion.

6. Coloque la microcentrifuga en una ubicacién central para que todos los
grupos puedan compartirla.

COMPLETAR LOS GELES PARA EL LABORATORIO 4A.

1. A menos que tenga un periodo doble para las sesiones de clase 2y 3,
debera continuar corriendo los geles después de que finalice la sesion 2,
o interrumpir el procedimiento si esta realizando otra clase utilizando las
unidades de electroforesis en gel:

e Si puede completar los geles después de que la clase haya terminado,
corra los geles hasta que la coloracién amarilla de Naranja G esté
cerca del final del gel. El fragmento mas pequefio que le interesa, que
contiene el gen rfp, corre justo detras de la banda amarilla. Una vez que
se completa la electroforesis, los geles se pueden transferir a las bolsas
con cierre etiquetadas o en una bandeja de coloracién.

e Sinecesita interrumpir los geles, asegurese de que los estudiantes
los hayan estado corriendo durante al menos 10 minutos. Pida a los
alumnos que desconecten la alimentacion de la unidad de electroforesis,
extraigan la bandeja de moldeado y deslicen el gel dentro de la bolsa
con cierre etiquetada. Coloque un nuevo gel en la bandeja para la
siguiente clase. Cuando tenga tiempo, puede devolver los geles que se
corrieron parcialmente a la bandeja y continuar con la electroforesis,
siguiendo las instrucciones anteriores.
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2. Después de que los geles se hayan corrido, debe colorearlos y
fotodocumentarlos para visualizar las bandas de ADN. Las instrucciones para
la colorear y la fotodocumentar geles se incluyen con sus materiales. Los
geles se pueden descartar en la basura normal después de la documentacion.

IDEAS CLAVE: En general, es importante verificar que un procedimiento

funcioné como esperaba. En biotecnologia en particular, el proceso de varios g
pasos que se utiliza para clonar un gen da como resultado multiples productos,

y es necesario verificar que tenga el plasmido recombinante que necesita.

Revise la Introduccién y los Objetivos del Capitulo 4A con los alumnos.
(5 minutos)

La Introduccion explica el propoésito principal de este capitulo, vinculandolo
a la Introduccion al programa. Los Objetivos del Capitulo 4A les dicen a los
alumnos en qué deben enfocarse para aprender mientras trabajan en este
capitulo. Explique a los alumnos qué evaluara en este capitulo y cuales son
sus expectativas en relacién con el desempefio de los alumnos.

Pida a los estudiantes que contesten las preguntas ;Qué sabes ya? y que
compartan sus respuestas. (10 minutos)

Responder las preguntas en esta seccién activa el conocimiento de los alumnos
sobre la electroforesis en gel, y la verificacién en el laboratorio y revela las
brechas en su conocimiento. Haga que los alumnos respondan las preguntas
en parejas, registren sus respuestas y compartan sus ideas con la clase para que
pueda evaluar lo que saben y lo que no saben.

Posibles respuestas a las preguntas ¢ Qué sabes ya?:

1. ¢Por qué los fragmentos de restriccién de ADN y los plasmidos se separan
cuando se analizan por electroforesis en gel? Las moléculas de ADN,
incluidos los fragmentos y plasmidos, se mueven a través del gel durante
el procedimiento de electroforesis en gel. La separacion ocurre durante el
procedimiento porque las moléculas mas ligeras y compactas se mueven mas
rapido que las moléculas mads pesadas y menos compactas.

2. ¢Por qué es importante identificar y verificar un plasmido recombinante? Puede
cometer errores durante un procedimiento o puede haber otros problemas,
como reactivos que no son correctos. Los productos de los procedimientos
de ingenieria genética no son visibles, por lo que los errores pueden pasar
desapercibidos. Debe asegurarse de tener un plasmido recombinante que
tenga el gen que necesita, asi como cualquier otro gen o secuencia importante.
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Haga que los alumnos lean ;Por qué necesita verificar? y que contesten las
preguntas de CONSIDERAR. (15 minutos)

En esta lectura, los alumnos aprenden un método para llevar a cabo el proceso
de ingenieria genética para crear plasmidos recombinantes y luego verificar

el plasmido recombinante. Los alumnos también aprenden que los plasmidos
pueden existir en tres configuraciones: superenrollado, circulo mellado y
multimero. Recuerde a los alumnos que usen el Glosario para buscar términos
cientificos si necesitan ayuda para entender la lectura.

Dirija un debate sobre las respuestas de los alumnos a las preguntas
de CONSIDERAR de ;Por qué necesita verificar? (5 minutos)

Evalue el conocimiento de los alumnos sobre la electroforesis en gel y la
verificacion en el proceso de ingenieria genética revisando sus respuestas a
las preguntas CONSIDERAR.

Posibles respuestas a las preguntas de CONSIDERAR:

e Después de la separacion por electroforesis en gel, de diferentes fragmentos
de ADN y plasmidos, el gel se colorea para mostrar bandas que indican
la ubicacién de cada tipo de fragmento y plasmido. El dibujo de un gel
coloreado a continuacién muestra una serie de bandas que se etiquetaron
con letras. También se muestran las ubicaciones de los pocillos. ; Cual es el
orden de los fragmentos, de menor a mayor?

e s [ s Y s
E
c —
A
F
5 —
- G
B

El orden de los fragmentos de menor a mayores B, G, D, FE A, Cy E.

e Siuso electroforesis en gel para separar el mismo plasmido que tiene las tres
configuraciones, ; qué plasmido se movera mas rapido y cual se movera mas
lento? ¢ Por qué las diferentes configuraciones de plasmidos se mueven como
lo hacen a través del gel? Expliquelo en palabras o con un dibujo. E/ pldasmido
superenrollado se moveria mds rapido y el multimero se moveria mds lento.
Los plasmidos superenrollado y los de circulo mellado tienen el mismo peso
molecular, pero el plasmido superenrollado se mueve més rapidamente a
través del gel porque ocupa menos espacio por su tamano. El multimero es
muy lento porque tiene multiples copias del plasmido y, por lo tanto, tiene
un peso molecular mucho mayor. Vea el diagrama en la siguiente padgina.
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Haga que los alumnos comiencen el Laboratorio 4A leyendo el parrafo
introductorio y que luego revisen las preguntas de Antes del laboratorio
en sus grupos. (10 minutos)

NOTA: Haga que los alumnos respondan las preguntas de Antes del
laboratorio como tarea.

Diga a los alumnos que el proposito de este laboratorio es verificar los productos
de su trabajo de laboratorio anterior. Haga que los alumnos discutan las
preguntas de Antes del laboratorio en sus grupos y que registren sus respuestas
de forma individual como tarea. Los alumnos necesitaran sus cuadernos para
referirse a su trabajo anterior.

IDEAS CLAVE: Los fragmentos de ADN y los plasmidos pueden separarse

mediante electroforesis en gel. EIl ADN no puede verse en el gel, por lo que una g
mezcla de colorantes llamada colorante de carga, se mezcla con las muestras

de ADN para controlar el progreso del procedimiento de electroforesis en gel.

Para ayudar a determinar los tamaiios de los fragmentos desconocidos de ADN,

se corre en el gel una mezcla de fragmentos de ADN de tamafios conocidos,

llamada escalera de ADN. Después de completar la electroforesis en gel, el gel

se colorea para mostrar la ubicacion de los fragmentos de ADN y los plasmidos.

Haga que los alumnos completen el Laboratorio 4A. Durante el laboratorio,
haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas de Antes
del laboratorio y las preguntas de DETENGASE Y PIENSE con la clase y que
expliquen su razonamiento. (45 minutos)
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Antes de comenzar el laboratorio, haga que los alumnos compartan sus
respuestas a las preguntas de Antes del laboratorio con sus grupos y que
resuelvan cualquier diferencia. Luego, pida a los alumnos que compartan sus
respuestas y sus ideas para cada pregunta con la clase.

Posibles respuestas a las preguntas de Antes del laboratorio:

1.

El plasmido pARA-R que digirié en el Laboratorio 2A se replicé en una
célula bacteriana. ; Qué configuraciones (superenrollada, circulo mellado
y multimero) podrian tener el plasmido antes de la digestién? Los dos
plasmidos pueden tener las tres configuraciones.

Debe predecir todos los productos que pueda ver, incluidas las diferentes
configuraciones de plasmidos. Revise su trabajo en el Laboratorio 2A.

¢ Qué productos puede esperar ver en los tubos R—y R+? Cree una tabla

que muestre todos los posibles fragmentos y plasmidos por tubo. Incluya

la longitud (tamaio bp) de cada fragmento o plasmido posible, y ordene

los productos encontrados en cada tubo de microcentrifuga por tamanio,
desde el mas pequeio hasta el mas grande. Incluya todas las configuraciones
posibles de plasmidos, y organicelas primero por tamafio y luego por
velocidad a través del gel, de la mas rapida a la mas lenta.

A continuacion un ejemplo de tabla:

Tubo

Fragmentos y plasmidos enumerados en orden de aumento
del tamaiio de pb en cada tubo

(1) pARA-R, 5,302 pb
R- | El plasmido puede tener las tres configuraciones, y la configuracion
superenrollado deberia moverse mds rapido.

(1) fragmento pBAD-rfp, 807 pb

R
* (2) fragmento ampR-ori-araC, 4,495 pb

Lea la secciéon de Métodos en las paginas de C-32 a C-34 de la Guia del
estudiante y describa brevemente los pasos, utilizando palabras y un
diagrama de flujo. Las respuestas de los alumnos seran variadas. El diagrama
de flujo de un estudiante podria parecerse al de la pagina siguiente.
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Diagrama de flujo del laboratorio 4A

2.0 uL LD
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@
OQO
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@)
R- R+
Verifique los reactivos ) Pipetee 2.0 pL de LD l Centrifugue los
(R-, R+, M en la gradilla, matraz 1x SB) en los tubos R- y R+ dos tubos l
SB
M GEU -—\‘
-_— ‘ Tampon de 56 ‘ <+
‘ 1{ 1] 1] =] LI Gel de agarosa ‘
’ Revise la unidad ’ Cubra el gel de ’
de electroforesis GEU con 1x SB
en gel (GEU)
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\ ]

\ ‘ | Punta de

la pipeta

Pocillo

Dibuje la ubicacion de cada » Pipetee 10.0 pL de la escalera »
pocillo, y etiquete qué de ADN (M), R-y R+en los
solucion se ha cargado en pocillos designados en GEU
cada una en el cuaderno

— Tampén de SB + -
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1

N

) Conecte los conectores a ) Encienda la fuente de ’
la fuente de alimentacion alimentacion y ajuste el
voltaje a entre 130y 135V
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Verifique que el colorante de ’ El profesor explicara
carga purpura se mueve hacia los pasos finales
el electrodo positivo (rojo)

CAPITULO 4A | GUIA DEL PROFESOR
© 1991, 2000, 2013-2019 Amgen Foundation, Inc. Todos los derechos reservados.



Entregue a cada alumno una copia de Diagrama de escalera de ADN

(RM 4A). Durante el laboratorio, los alumnos deben comentar las preguntas

de DETENGASE Y PIENSE en sus grupos y luego registrar sus respuestas de forma
individual. Pida a los alumnos que compartan sus respuestas y razonamiento para
cada pregunta con la clase.

Posibles respuestas para las preguntas DETENGASE Y PIENSE:

e EI ADN no es visible a medida que se mueve a través del gel. El colorante
de carga contiene los tres colorantes que separé en el Laboratorio 1.2. ;Por
qué es util usar el colorante de carga en este laboratorio? Puede asegurarse
de que las muestras en el gel estén corriendo y que lo estén haciendo en la
direccion correcta.

e Laescalera de ADN sirve como estandar porque contiene una mezcla
de moléculas de ADN de tamafios conocidos. Al correr sus muestras y la
escalera de ADN lado a lado en su gel, puede calcular el tamafio real en
pares de bases de moléculas desconocidas. El Diagrama de escalera de
ADN (RM 4A) muestra 10 bandas de ADN de tamafos conocidos. Con
esta informacion, ¢ puede predecir las posiciones de las bandas de ADN
producidas por los posibles productos encontrados en los tubos K-, K+,
A-, A+ y LIG indicando su posicion en los Diagrama de escalera de ADN?
Vea el siguiente diagrama. Tenga en cuenta que los alumnos no sabran
exactamente donde colocar los plasmidos. Deben conocer las tendencias
generales, que son: (1) los plasmidos son mucho mas lentos que los
fragmentos lineales de ADN; (2) si los plasmidos son del mismo tamario,
entonces la diferencia de velocidad se determina mediante la configuracion
de rapido a lento en el orden (a) superenrollado, (b) circulo mellado y (c)
multimero; y (3) si los plasmidos tienen la misma configuracion, entonces la
diferencia de velocidad esta determinada por el tamano.
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R+
| | |

R-

10,000 pb

Superenrollado

8,000 pb
6,000 pb
5,000 pb

4,495 pb

4,000 pb Fragmento
lineal

3,000 pb

2,000 pb

1,500 pb

1,000 pb

807 pb

Fragmento
lineal

500 pb

e Las muestras de ADN y la escalera de ADN no son visibles en el gel.
¢Coémo podria hacerse visible el ADN una vez que se haya completado la
electroforesis en gel? A menos que los alumnos conozcan los métodos de
tincion, sus respuestas variaran. Después de haber escuchado las ideas de
los alumnos, puede presentar el proceso de tincion y explicar que la mancha
esta compuesta por un colorante que se adhiere a las moléculas de ADN, al
igual que los colorantes para la ropa se adhieren a las moléculas de la tela.

Después del laboratorio, debera colorear y fotodocumentar los geles para que
los alumnos los usen para responder las Preguntas del Capitulo 4A. Consulte las
instrucciones incluidas en el kit.
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IDEAS CLAVE: Los fragmentos de ADN y los plasmidos que se han separado
por electroforesis en gel se pueden identificar mediante la comparacién con
una escalera de ADN. Esta identificacion se puede usar para verificar si el
plasmido recombinante que necesita esta presente y también puede brindarle
informacion sobre qué tan bien funcionaron sus procedimientos.

Pida a los alumnos que discutan las Preguntas del Capitulo 4A en grupos
pequenos y que registren sus respuestas de forma individual. (20 minutos)

Para responder muchas de estas preguntas, los alumnos deberan analizar las
fotografias de sus geles. Esté preparado para ayudar a los alumnos a entender
lo que ven a medida que responden las preguntas.

Dirija un debate a partir de las respuestas de los alumnos. (25 minutos)

ESTRATEGIA: Esté preparado para revisar los geles de los alumnos con ellos y para
hablar sobre los posibles motivos de los resultados no concluyentes, como un lote
malo de plasmidos, errores de pipeteo o etiquetado en el procedimiento de digestion,
enzimas inactivas o por la adicién de muestras incorrectas a los pocillos en el gel.
Explique que los cientificos verifican sus resultados después de cada paso, pero que
los alumnos no tuvieron tiempo suficiente para llevar a cabo multiples verificaciones.

Posibles respuestas a las Preguntas del Capitulo 4A:

1. ¢Por qué es importante verificar que tiene el plasmido recombinante
correcto? Puede cometer errores durante un procedimiento o puede haber
otros problemas, como reactivos que no son correctos. Los productos de
los procedimientos de ingenieria genética no son visibles, por lo que los
errores pueden pasar desapercibidos. Debe asegurarse de tener un plasmido
recombinante que tenga el gen que necesita, asi como cualquier otro gen
o secuencia importante antes de continuar el proceso de colocar el plasmido
en bacterias.

ESTRATEGIA: También se hizo una pregunta similar en la seccion ;Qué sabes ya?
al comienzo del capitulo. Pida a los alumnos que comparen sus dos respuestas.

NOTA: Las respuestas de los alumnos a las preguntas 2-7 variaran, dependiendo
de su éxito en la realizacion de los procedimientos, incluido el procedimiento de
electroforesis en gel. Estas posibles respuestas pueden no ser aplicables si sus
procedimientos no tuvieron éxito.

IR MAS ALLA: Pidales a los alumnos que creen una curva estandar de los
fragmentos de la escalera de ADN trazando el logaritmo bp (o kbp) versus
la distancia en el gel en papel semilogaritmico. Los alumnos pueden

usar la curva estandar para determinar con mayor precisién la longitud
(nimero de pb) de bandas desconocidas.
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2. ;Coémo se compararon los resultados reales del gel con las predicciones del gel?
Las respuestas variaran, pero si el procedimiento se realizé correctamente, los
alumnos deberian ver la misma cantidad de bandas como se predice en cada
linea. No es raro que los alumnos no agreguen una de las enzimas necesarias
o carguen los geles en un orden diferente al sugerido en el protocolo. Esto esta
bien, siempre y cuando puedan averiguar qué hay en cada linea al revisar los
plasmidos no digeridos y la longitud de los fragmentos.

3. ¢Ha visto alguna banda que no se esperaba? ; Qué factor podria explicar el
origen de estas bandas inesperadas? Las respuestas pueden variar, pero pueden
aparecer bandas inesperadas si se utilizaron reactivos incorrectos o vencidos en
los procedimientos, si los alumnos cargaron los geles en un orden diferente al
sugerido en el protocolo, o si los alumnos cargaron una linea dos veces.

4. ;El gel muestra que estéa utilizando el plasmido recombinante correcto?
Describa la evidencia que us6 para llegar a esta afirmacién. Este es el
plasmido recombinante correcto porque la linea R+ tiene dos fragmentos
del tamano correcto.

5. Enlalinea R-, ¢ve evidencia de configuraciones multiples de plasmidos?
Explique su respuesta. Los alumnos deben ver dos o tres bandas diferentes
en la linea R-, lo cual es evidencia de varias configuraciones de plasmidos.

6. En lalinea R+, ¢ve evidencia de digestion completa? Explique su respuesta.
Si, solo hay dos bandas en cada linea, lo que demuestra que el plasmido se
digiri6 completamente en sus dos fragmentos.

7. ¢En qué linea esperaria encontrar el gen rfp y el gen ampR en la fotografia
de gel? ;Puede localizar estos dos genes? Explique su respuesta. En la linea
R+, esperariamos ver una banda entre los fragmentos de escalera de ADN
de 1,000 pb y 500 pb, que corresponde al fragmento de 807 pb que lleva el
gen rfp. En la linea R+, esperariamos ver una banda entre los fragmentos de
escalera de ADN entre los 4,000 pb y 5,000 pb, que corresponde al fragmento
de 4.495 pb que lleva el gen ampR. Vemos ambas bandas en estas ubicaciones.

8. Compare las lineas que tienen fragmentos lineales con las lineas que tienen
plasmidos. ; Hay alguna diferencia en la forma de las bandas entre estas dos
formas de ADN? Si, las bandas para los fragmentos lineales tienen bordes finales.

ESTRATEGIA: Mientras dirige el debate, aplique las siguientes practicas:

¢ Dé alos alumnos tiempo para evaluar las respuestas de los demas.
e Pida aclaraciones.

¢ Pida una explicacion.

¢ Replantee o reformule.

e Pida un ejemplo.

e Pida evidencia.

e Proporcione ejemplos y contraejemplos.

e Pida a los alumnos que aporten una explicacion.

¢ Pida a los alumnos que evallien una respuesta.
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IR MAS ALLA: Como se describié anteriormente, muchos animales han

sido clonados a partir de células somaticas, pero esta lista no incluye a los
seres humanos. Puede hacer que los alumnos investiguen las técnicas y los
resultados de la clonacion y el debate actual sobre si los humanos deben
ser clonados, y que luego mantengan su propio debate sobre esta cuestion.
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CAPITULO 5A
INSERTAR PLASMIDOS RECOMBINANTES EN BACTERIAS
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DESCRIPCION GENERAL

En este capitulo, los alumnos aprenden que los plasmidos recombinantes deben
ser absorbidos por las bacterias para replicarse y expresar sus genes. En el
laboratorio, los alumnos transforman bacterias con el plasmido pARA-R que
contiene el gen rfp y el gen ampR.

SUPUESTOS DEL CONOCIMIENTO PREVIO

Los estudiantes ya deben saber lo siguiente:

e Larelacion entre el ADN, los genes, las proteinas y los rasgos,
especificamente, que los genes contienen el codigo para fabricar una
proteina y que las proteinas son moléculas que se utilizan para fabricar
y desarrollar la célula, por lo que son responsables de los rasgos.

e El ADN es una molécula bicatenaria, y cada cadena de ADN esta compuesta
de subunidades unidas covalentemente llamadas nucleétidos, que se
abrevian de acuerdo con la base nitrogenada que contienen (C, G, A, T)

e La transcripcion es el proceso mediante el cual la informaciéon codificada en
el ADN se transfiere al ARN mensajero, un acido ribonucleico monocatenario.

e Latraduccion es el proceso por el cual la informacién codificada en el ARN
mensajero se decodifica y transforma en una proteina.

OBJETIVOS DE APRENDIZAJE

Al final de este capitulo, los estudiantes podran hacer lo siguiente:

e Describa el papel de la transformacién en el proceso de clonacién de genes.
¢ Explique el propésito de cada control en el experimento de transformacién.
e Explique como se expresa la informacion codificada en un gen como un rasgo.

RESULTADOS EVALUADOS

e  EvalUe la capacidad de cada estudiante para describir la funcion de la
transformacion en el proceso de clonacion de genes revisando sus respuestas a la
pregunta 4 en Preguntas del Capitulo 5A (pagina C-54 de la Guia del estudiante).

e Evalue la capacidad de cada estudiante para explicar el propésito de cada
control en el experimento de transformacién revisando sus respuestas
a las preguntas 1y 2 en Antes del laboratorio (paginas C-47 de la Guia
del estudiante), a la primera pregunta de DETENGASE Y PIENSE en el
Laboratorio 5A (pagina C-50 de la Guia del estudiante), y a la pregunta 3
en Preguntas del Capitulo 5A (pagina C-54 de la Guia del estudiante), y su
trabajo en Predicciones de crecimiento bacteriano (RM 5).

e  Evalue la capacidad de cada alumno para explicar cémo la informacién codificada
en un gen se expresa como un rasgo al revisar sus respuestas a las preguntas 5y 6
en Preguntas del Capitulo 5A (pagina C-54 de la Guia del estudiante).
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SECUENCIA DE ACTIVIDADES SUGERIDA

e Revise la Introduccién y los Objetivos del Capitulo 5A. (5 minutos)

e Pida a los estudiantes que contesten las preguntas ; Qué sabes ya? y que
compartan sus respuestas. (10 minutos)

¢ Haga que los alumnos lean Transformar bacterias con plasmidos
recombinantes y que contesten las preguntas de CONSIDERAR. (10 minutos)

e Dirija un debate sobre las respuestas de los alumnos a las preguntas
de CONSIDERAR preguntas de Transformas bacterias con plasmidos
recombinantes. (5 minutos)

e Haga que los alumnos comiencen el Laboratorio 5A leyendo los parrafos
introductorios y respondiendo las preguntas de Antes del laboratorio en
sus grupos. (15 minutos)

¢ Haga que los alumnos continten el Laboratorio 5A. Durante el laboratorio,
haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas de Antes
del laboratorio y de DETENGASE Y PIENSE con la clase y que expliquen su
razonamiento. (45 minutos)

NOTA: Hay dos periodos de espera de 15 minutos durante este laboratorio,
durante el cual los alumnos pueden compartir sus respuestas a estas
preguntas.

e Haga que los alumnos revisen los resultados del Laboratorio 5A. (10 minutos)

e Demuestre como establecer un cultivo en suspensién para las bacterias
transformadas, como preparacién para el Capitulo 6. (5 minutos)

e Revise la transcripcién, la traduccién y la relacion entre genes, proteinas
y rasgos. (10 minutos)

¢ Pida a los alumnos que discutan las Preguntas del Capitulo 5A en grupos
pequeios y que registren sus respuestas de forma individual. (10 minutos)

e Dirija un debate a partir de las respuestas de los alumnos. (10 minutos)
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Antes de comenzar, debe familiarizarse con los procedimientos de laboratorio
en cada capitulo, la preparacion requerida y los materiales que necesitara.
Las instrucciones suponen que proporcionard materiales para 12 grupos de

2 o 3 alumnos. Multiplique las cantidades segun sea necesario en funciéon

de la cantidad de alumnos y el nimero de clases que imparte.

TECNICA DE LABORATORIO: Las células competentes que se requieren en el
Laboratorio 5 deben almacenarse en el congelador hasta el dia en que se usan.
Por lo tanto, separe las alicuotas de los reactivos y retiina los materiales para

el laboratorio el mismo dia que lo lleve a cabo. Trate de reducir al minimo la
cantidad de veces que las células se descongelan.

FOTOCOPIE LOS FOLLETOS PARA EL LABORATORIO 5A

Una copia de Predicciones de crecimiento bacteriano (RM 5) es necesaria para cada
alumno El Master reproducible (RM) para el folleto se encuentra al final de la guia.

REVISE LAS PRECAUCIONES DE SEGURIDAD Y LOS PROCEDIMIENTOS
DE ELIMINACION DE RESIDUOS PARA EL LABORATORIO 5A

Revise las precauciones de seguridad y los procedimientos enumerados en las
paginas OV-15y OV-16 con los alumnos.

CALIBRAR EL BANO MARIA PARA EL LABORATORIO 5A

Si su bafio maria aun no esta preparado, vea Preparar y calibrar el bafio maria
para el laboratorio 2A (pagina C-6 de esta guia). Para este laboratorio, calibre
el bafio maria a 42 °C, asegurandose de que haya suficiente agua en el bafioy
que el bafo esté cubierto para reducir la evaporaciéon. Asegurese de usar agua
destilada en el bafio maria y de mantener el termémetro, el temporizadory la
gradilla flotante para tubos de microcentrifuga con el bafio maria.

PREPARE ALICUOTAS DE REACTIVOS Y REONA LOS MATERIALES PARA
EL LABORATORIO 5A

Relina materiales en el dia del laboratorio. Después de preparar las gradillas con
los reactivos, asegurese de guardarlos en el refrigerador hasta que los alumnos
estén listos para usarlos. Separe en alicuotas las células competentes 15 minutos
antes de que los alumnos comiencen el laboratorio (vea el paso 5).

1. Etiquete dos tubos de microcentrifuga de la siguiente manera:

e 12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “LB”
e 12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “RP”
e 12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “CC"
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2. Pipetee los reactivos en los tubos de microcentrifuga de la siguiente manera:

350 pl de caldo Luria en tubos marcados con “LB”
12.0 pl del plasmido recombinante pARA-R en tubos marcados con “RP”

3. Prepare 12 juegos de materiales; cada uno de ellos debe incluir lo siguiente:

Gradilla de plastico para tubos de microcentrifuga que contengan los
siguientes reactivos:

¢ Tubo de microcentrifuga de LB
¢  Tubo de microcentrifuga de RP

2 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml
Marcador permanente

Micropipeta P-20

Micropipeta P-200

Caja de puntas de pipetas desechables
3 placas Petri con agar:

¢ 1 placa de LB (una franja)
¢ 1 placa de LB/ amp (dos franjas)
¢ 1 placadeLB/amp/ ara (tres franjas)

4. Reuna los otros materiales necesarios para el laboratorio:

Guantes desechables

Tazas de espuma de poliestireno (una por grupo)

Esparcidores de células

Cinta adhesiva

Bolsa de residuos con riesgo biolégico

Recipiente de recoleccién de residuos liquidos, como un vaso de
precipitado pequefio

Copias de Predicciones de crecimiento bacteriano (RM 5), uno para
cada alumno

5. Prepare células competentes 15 minutos antes de que los alumnos
comiencen el laboratorio, de la siguiente manera:

Prepare un recipiente pequefio lleno de hielo picado.

Coloque los tubos etiquetados con CC en el hielo.

Pipetee 100 ul de células de E. coli competentes en cada tubo con CC,
sujetando los tubos solo por los bordes y devolviéndolos inmediatamente
al hielo.

Coloque el recipiente lleno de hielo de células competentes en una
ubicacién central.

Coloque tazas de espuma de poliestireno al lado del contenedor de hielo.

6. Coloque la incubadora en una ubicacion central y calibrela a 37 °C.

7. Coloque los esparcidores de células y la cinta en una ubicacién central para
que los grupos puedan compartirlos.

NOTA: Las placas de los grupos se incubaran durante 24 a 36 horas a 37 °C. Si

los alumnos no se retinen en aproximadamente 24 horas, retire las placas de la
incubadora y coléquelas en el refrigerador. Si no hay una incubadora disponible,
las placas pueden almacenarse a temperatura ambiente por hasta 48 horas.
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IDEAS CLAVE: Una vez que se ha creado un plasmido recombinante, este debe

ser absorbido por las bacterias para que puedan usar la maquinaria de las g
células bacterianas para replicarse y expresar el gen de interés. El proceso en el

que la bacteria capta el ADN de su entorno se llama transformacién. Debido a

que las bacterias son organismos unicelulares que existen en un ambiente hostil,

no se transforman facilmente. Sin embargo, con una preparacion especifica,

1 de cada 1,000 células absorberan plasmidos.

Revise la Introduccidn y los Objetivos del Capitulo 5A. (5 minutos)

La Introduccion explica el propdésito principal de este capitulo, vinculandolo

a la Introduccion al programa. Los Objetivos del Capitulo 5A les dicen a los
alumnos en qué deben enfocarse para aprender mientras trabajan en este
capitulo. Explique a los alumnos qué evaluara en este capitulo y cudles son sus
expectativas en relacion con el desempefio de los alumnos.

Pida a los estudiantes que contesten las preguntas ;Qué sabes ya? y que
compartan sus respuestas. (10 minutos)

La seccion ¢ Qué sabes ya? La seccién activa el conocimiento de los alumnos

sobre la absorcién de plasmidos y la expresion génica, y revela brechas en ese
conocimiento. Haga que los alumnos respondan las preguntas en parejas, registren
sus ideas y luego las compartan con la clase para que pueda evaluar lo que saben

y lo que no saben sobre la absorcién de plasmidos y la expresion génica.

Posibles respuestas a las preguntas ¢ Qué sabes ya?:

1. ¢Crees que la captacién bacteriana de un plasmido del ambiente es un
evento comun? ;Por qué o por qué no? Probablemente no sea un evento
comun. Las células trataran de protegerse a si mismas de las sustancias del
medioambiente, ya que muchas de ellas pueden ser perjudiciales.

2. ¢Cudles son los pasos involucrados en la transcripcion y traduccién de un
gen? Durante la transcripcion, el ADN se copia en el ARN mensajero. Durante
la traduccion, el ARN mensajero se decodifica en una parte celular llamada
ribosoma. El ribosoma lee los codones del ARNm y los traduce en aminodcidos.
Cada coddn (un grupo de tres bases) en la secuencia corresponde a un
aminodcido, y los aminodcidos son los componentes bdsicos de las proteinas.

3. ¢Cudl es la relacion entre genes, proteinas y rasgos (o caracteristicas observables)?
Un gen contiene el cédigo para hacer una proteina, y las proteinas son moléculas
que se usan para hacer y desarrollar la célula, por lo que son responsables de los
rasgos. A menudo, un rasgo es el resultado de multiples proteinas.

CAPITULO SA | GUIA DEL PROFESOR

© 1991, 2000, 2013-2019 Amgen Foundation, Inc. Todos los derechos reservados.

c-4a7




c-48

4. ;Qué tienen en comun las bacterias y los seres humanos que hacen posible

que un gen humano se exprese en bacterias? La estructura y el codigo del
ADN son los mismos en bacterias y humanos. La maquinaria celular que
realiza la transcripcion y traduccidn es la misma en bacterias y humanos.

Haga que los alumnos lean Transformar bacterias con plasmidos
recombinantes y que contesten las preguntas de CONSIDERAR. (10 minutos)

En esta lectura, los alumnos aprenden sobre la transformacion, que es la absorcién
de ADN por las bacterias. La célula bacteriana proporciona la maquinaria celular que
permite que un plasmido recombinante se replique y exprese un gen. Los alumnos
aprenden que el cédigo de ADN y los procesos de transcripcién y traduccion son
universales, lo que hace posible que las bacterias expresen un gen humano. Haga
que los alumnos anoten las respuestas de las preguntas de CONSIDERAR en sus
cuadernos. Recuerde a los alumnos que usen el Glosario para buscar términos
cientificos si necesitan ayuda para entender la lectura.

Dirija un debate sobre las respuestas de los alumnos a las preguntas de CONSIDERAR
preguntas de Transformas bacterias con plasmidos recombinantes. (5 minutos)

Evalte el conocimiento de los alumnos sobre la expresién génica, la absorcién de
plasmidos, el ADN y cdmo se usan las ligasas en ingenieria genética al revisar sus
respuestas a las preguntas de CONSIDERAR.

Posibles respuestas a las preguntas de CONSIDERAR:

e Una vez que se ha insertado un gen en un vector, ;qué cree usted que se
requiere para que el producto sea codificado por el gen insertado? E/ vector
debe introducirse dentro de una célula para que su ADN pueda transcribirse
y traducirse en una proteina. Si el vector contiene un activador para el
promotor, como araC, podria ser necesaria una sustancia como la arabinosa.

e ;Por qué es importante que las paredes celulares de las bacterias de
E. coli regulen cuidadosamente qué sustancias pueden entrar y salir de la
célula? La célula regula las sustancias que pueden entrar y salir porque
algunas sustancias pueden afectarla negativamente.

Haga que los alumnos comiencen el Laboratorio 5A leyendo los parrafos
introductorios y respondiendo las preguntas de Antes del laboratorio en sus
grupos. (15 minutos)

Los alumnos comentan las preguntas de Antes del laboratorio en sus grupos
y registran sus respuestas de forma individual. Este trabajo se puede completar
como tarea si es necesario.
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ANTECEDENTE CIENTIFICO:
EL DOGMA CENTRAL Y LA TRANSCRIPTASA INVERSA

En 1957, Francis Crick sento las bases intelectuales para comprender como la
informacion en el ADN da como resultado rasgos de organismos. Propuso lo
que se conocié como el “dogma central”, que establece que la informacién
genética almacenada en el ADN se transfiere al ARN en el proceso de
transcripcion. EI ARN “mensajero” (ARNm) luego lleva esta informacion

a los ribosomas, donde se traduce en proteinas (ver Figura T5A.1).

Figura T5A.1: Dogma central

@D —> GO —> G

El descubrimiento de que ciertos virus no usan ADN sino ARN como material
genético condujo a una modificacion significativa del dogma central. Un
grupo de virus de ARN, llamados retrovirus, almacena su informacién
genética como ARN bicatenario, y la informacién en el ARN se convierte

en ADN mediante la enzima transcriptasa inversa. Este ADN se integra en

el genoma de la célula huésped y luego se transcribe mediante la ARN
polimerasa de la célula huésped en ARNm, que es traducido por la maquinaria
de sintesis de proteinas de la célula huésped para generar proteinas virales.

Otro grupo de virus, llamados virus de cadena positiva, omiten el ADN
por completo. Una molécula de ARN monocatenario sirve como material
genético y como ARNm. El virus de la polio es un ejemplo de un virus cuyo
ARN genomico tiene tres funciones: (1) almacenar informacién genética,
(2) servir como plantilla para la replicacion por una ARN polimerasa
dependiente de ARN y (3) actuar como un ARNm que dirige la traduccién
de la informacion codificada en proteinas virales.

Estos descubrimientos demostraron que el flujo de informacién segun
lo establecido en el dogma central tiene varias vias. Ademas de la ruta
que se muestra arriba, hay dos rutas adicionales, que se muestran en
la Figura T5A.2.
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Figura T5A.2: Caminos alternativos para el dogma central

L
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El descubrimiento de la transcriptasa inversa, que gand un Premio
Nobel en 1970 por sus descubridores, Howard Temin y David Baltimore,
proporcioné una herramienta invalorable para la biotecnologia. Con la
transcriptasa inversa, se podrian generar copias de ADN directamente
del ARNm. Esta copia de ADN (ADN(c) alivié los problemas que se
presentaron por el hecho de que el ADN gendmico no podia usarse

en bacterias, las cuales no tienen la capacidad de empalmar (eliminar)
intrones del ARNm. El ADNc contiene solo exones y, por lo tanto, puede
usarse en bacterias para producir la proteina codificada.

Ademas de llevar informacién genética, algunas moléculas de ARN
pueden actuar como enzimas y participan en la regulacion de la
expresion génica. La capacidad del ARN para desempefiar una serie
de roles diferentes en la célula ha llevado a algunos cientificos a
proponer que la forma de vida ancestral estaba basada en el ARN
y posteriormente evolucioné a las formas que conocemos ahora,
con el ADN como la principal biomolécula de la herencia.
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IDEAS CLAVE: Las células bacterianas que se han transformado con el plasmido

PARA-R se identifican al cultivarlas en presencia de ampicilina y arabinosa. g
La ampicilina evitara el crecimiento de células que no portan un gen de

resistencia a la ampicilina, y la arabinosa activara el promotor bacteriano

que controla la expresion del gen rfp.

Haga que los alumnos continten el Laboratorio 5A. Durante el laboratorio,
haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas de Antes
del laboratorio y de DETENGASE Y PIENSE con la clase y que expliquen su
razonamiento. (45 minutos)

Los alumnos realizan una actividad de laboratorio, Laboratorio 5A, en la que
transforman bacterias con el plasmido pARA-R que contiene el gen rfp y el

gen ampR. Los alumnos aprenden sobre la importancia de los controles cuando
seleccionan las bacterias que han tomado el plasmido pARA-R.

Haga que los alumnos primero completen los pasos 1-6 en la seccién Métodos.
Luego, mientras los tubos P-y P+ estan en hielo durante 15 minutos, haga que
los alumnos compartan sus respuestas a la pregunta 3 en Antes del laboratorio.
(Todas las preguntas de Antes del laboratorio y las posibles respuestas siguen).

Posibles respuestas a las preguntas de Antes del laboratorio:

1. La ampicilina es un antibiético que mata las células bacterianas al
interrumpir la formacién de las paredes celulares. Sin embargo, el plasmido
PARA-R tiene el gen de resistencia a la ampicilina, que produce una proteina
que descompone a la ampicilina. ; Cual es el propdsito de cultivar bacterias
que se han transformado en presencia de la ampicilina? Solo las células que
tienen un plasmido que contiene el gen de resistencia a la ampicilina podran
crecer en presencia de ampicilina. Puede seleccionar las células que se han
transformado, que son muy pocas.

2. ¢Qué sucedera cuando las células bacterianas que contienen el plasmido
PARA-R no reciban arabinosa? El gen rfp no puede expresarse a menos
que la célula reciba arabinosa; solo en presencia de arabinosa la proteina
activadora AraC activara el gen promotor rfp.
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IR MAS ALLA: Es posible que desee proporcionar informacién mas
detallada a los alumnos sobre cémo funciona la proteina activadora
AraC. El gen araC es parte del operén arabinosa, que es un ejemplo
clasico de regulacion génica en bacterias (ver la Figura T2A.1 en la
pagina C-21 de esta guia). Ademas de araC el operén comprende tres
genes, araB, araA 'y araD, que codifican las proteinas responsables del
transporte y la descomposicion de la arabinosa. También incluye un
promotor y una secuencia 5' de ADN préximo al promotor, que se une
a la proteina AraC. La proteina AraC regula la expresién de los genes
de arabinosa permitiendo su transcripcion en presencia de arabinosa o
desactivando la expresion génica en su ausencia. En el plasmido pARA-R,
el operdn arabinosa controla la expresion del gen rfp, y la RFP solo se
puede producir cuando hay arabinosa presente.

En el laboratorio, agregard muestras del grupo de control P-y del grupo de
tratamiento P+ a las placas que contienen varias combinaciones de caldo de
Luria (LB), ampicilina y el aztcar arabinosa. Las placas se organizaran de la
siguiente manera:

Placa LB Placa LB/amp Placa LB/amp/ara

Usando la clave sobre Predicciones de crecimiento bacteriano (RM 5),
muestre sus predicciones para el crecimiento que esperaria para
cada combinacion. Entonces complete la Tabla 1 y Tabla 2 en la hoja
informativa describiendo las conclusiones que pueden extraerse si el
crecimiento previsto se produce o no.

Predicciones para cada placa:

P-| P+ P-|P+
+++ +++ - +
Placa LB Placa LB/amp Placa LB/amp/ara
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Respuestas para Tabla 1y la Tabla 2 en RM 5:

Tabla 1: Grupo de control P- (bacterias no transformadas)

Conclusion si se

Conclusién si no se

Placa Crecimiento .. ..
. . produce un crecimiento | produce el crecimiento
Contiene: previsto . .
previsto previsto
Las bacterias no
. transformadas estan .
Caldo Luria . . Problema con bacterias,
+++ vivas, y el caldo Luria ] ,
(LB) caldo Luria o métodos
puede apoyar su
crecimiento
Caldo Luria La ampicilina mata
- . Problema con
ampicilina - las bacterias no .
ampicilina
(LB / amp) transformadas
Tabla 2: Grupo Experimental P+ (bacterias transformadas)
.. Conclusion si se Conclusién si no se
Placa Crecimiento .. ..
. . produce un crecimiento | produce el crecimiento
Contiene: previsto . .
previsto previsto
Las bacterias
transformadas estan
vivas, y el caldo .
. . y Problema con bacterias,
Caldo Luria Luria puede apoyar .
+++ .. caldo Luria o proceso
(LB) su crecimiento; las .,
. de transformacion
bacterias no fueron
afectadas por el proceso
de transformacion
. Algunas bacterias
Caldo Luria g . .,
. transformadas tienen La transformacion
ampicilina + .. . . L
plasmidos con resistencia | no funciond
(LB / amp) .
a la ampicilina
Caldo Luria Algunas bacterias
- Problema con
ampicilina transformadas .
. . .. arabinosa;
arabinosa + tienen plasmidos ..
. . la transformacion
(LB/amp/ con resistencia a la L
. no funciond
ara) ampicilina

ESTRATEGIA: Muchos alumnos se esfuerzan por comprender los controles
y se beneficiaran de un debate sobre el crecimiento de las bacterias no
transformadas y transformadas en cada condicién. Ayude a los alumnos
a comprender que cada control esta disefiado para proporcionar una
respuesta a una pregunta util, es decir:

e ;Son viables las células?
e ;La ampicilina mata las células no transformadas?
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e ;Son viables las células después del procedimiento de transformacion?

e ;Fue exitosa la transformacién en la medida en que algunas células han
adquirido resistencia a la ampicilina?

e ;Alguna célula transformada produce RFP?

Puede pedirles a los alumnos que consideren un escenario en el que las
células se transformaron y se colocaron en la placa LB / amp / ara, pero
luego no crecieron, y usted no habia llevado a cabo ningtin control. Ayude
a los alumnos a comprender que solo si el experimentador ha cultivado la
bacteria en cada condicion puede determinar por qué el procedimiento de
transformacién no funcioné.

Si los alumnos se preguntan por qué las células no transformadas no se
colocan en la placa LB / amp / ara, puede explicarlas si esto responde a una
pregunta util que arroja luz sobre el éxito del experimento.

4. Lealaseccion Métodos en las paginas de C-49 a C-53 de la Guia del estudiante
y describa brevemente los pasos, utilizando palabras y un diagrama de flujo.
Las respuestas de los alumnos seran variadas. El diagrama de flujo de un
estudiante puede parecerse a los diagramas de flujo de las paginas C-55 y C-56.

Mientras los tubos P- y P+ se incuban en el paso 11, haga que los alumnos
discutan las preguntas de DETENGASE Y PIENSE y que registren sus respuestas
de forma individual. Pida a los alumnos que compartan sus respuestas y
razonamiento para cada pregunta con la clase.

Posibles respuestas para las preguntas de DETENGASE Y PIENSE:

o ;De qué diferente manera se traté el cultivo de bacterias P+ del cultivo de
bacterias P-? (Un cultivo es una poblacién aislada de células). ¢ Cual es el
propdsito del cultivo de bacterias P-? El cultivo de bacterias P+ se mezcla
con los plasmidos recombinantes, mientras que el cultivo de bacterias P-
no se mezcla con los plasmidos recombinantes. El propdsito del cultivo de
bacterias P- es asegurarse de que las células y las condiciones de crecimiento
funcionen como se esperaba. El cultivo de bacterias P- debe crecer bien en el
caldo Luria y debe morir cuando se expone al antibiético ampicilina.

e ;Por qué las células necesitan tiempo para recuperarse después del choque
térmico? El choque implica que el calor pone a las bacterias bajo estrés. Dejar
que las bacterias se asienten sin someterlas a nada mds les da tiempo a las
células para volver a su estado habitual.

e ;Por qué se incuban las células a 37 °C? Las bacterias estan adaptadas para
crecer dentro del cuerpo humano, el cual mantiene esa temperatura.

e Uso una técnica aséptica en este laboratorio. ; Por qué esto es importante?
La técnica aséptica puede evitar la transferencia de bacterias del
experimento al medioambiente y del medioambiente al experimento.

Al final del laboratorio, recuerde a los alumnos que coloquen todos los
materiales que entren en contacto con células de E. coli en la bolsa de residuos
con riesgo bioldgico etiquetada.
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Diagrama de flujo del laboratorio 5A
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Diagrama de flujo del laboratorio 5A (continuacion)
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IDEAS CLAVE: Las células bacterianas transformadas con el plasmido pARA-R
se identifican mediante un proceso de seleccion que utiliza las secuencias que ’*
se han manipulado en el plasmido.

Haga que los alumnos completen el Laboratorio 5A. (10 minutos)

Haga que los alumnos retiren sus placas de las incubadoras y registren sus resultados
en sus cuadernos. Si planea llevar a cabo el Laboratorio 6, guarde algunas placas
que tengan colonias rojas o rosadas brillantes, y haga que los alumnos coloquen las
placas restantes en una bolsa de residuos con riesgo biolégico.

Demuestre como establecer un cultivo en suspension para las bacterias
transformadas, como preparacién para el Capitulo 6. (5 minutos)

Siga las instrucciones detalladas en la seccién Preparacion (Cultivar bacterias
para la purificacion de proteinas, pagina E-6 de esta guia). Eliminara algunas
colonias celulares transformadas de las placas y las colocara en un cultivo en
suspension en un agitador. Estas células y los plasmidos pARA-R que contienen
se multiplicardn en los préximos dias.

Revise la transcripcion, la traduccién y la relacién entre genes, proteinas
y rasgos. (10 minutos)

ESTRATEGIA: Revisar el conocimiento previo importante ayuda a los alumnos
a aplicar lo que han aprendido previamente.

Use esta revision para abordar las brechas en el conocimiento de los alumnos, segun
lo determinado por sus respuestas a las preguntas 2 y 3 ; Qué sabes ya? Consulte
la Figura 5A.2 en la pagina C-43 de la Guia del estudiante durante su revision.

Pida a los alumnos que discutan las Preguntas del Capitulo 5A en grupos
pequenos y que registren sus respuestas de forma individual. Dirija un debate
a partir de las respuestas de los alumnos. (20 minutos)

Haga que los alumnos reflexionen sobre su comprension del proceso de selecciéon
para identificar las células bacterianas transformadas con el plasmido pARA-R 'y
la expresion génica respondiendo las Preguntas del Capitulo 5A.

Posibles respuestas a las Preguntas del Capitulo 5A:

1. Mire los resultados de su transformacién. ;Sus resultados reales coinciden
con los resultados pronosticados? Si no, ¢qué diferencias ve y cuales son
algunas explicaciones para estas diferencias? Las respuestas variaran. Si se
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producen resultados inesperados, ayude a los alumnos a pensar en lo que
podria haber sucedido. Hay muchos procedimientos en los que podria haber
ocurrido un error que podria afectar los resultados.

2. ¢Cuantas colonias rojas se presentaron en su placa LB/amp/ara? Las
respuestas variaran. Todos los grupos deben obtener algunas colonias
que expresen RFR, a menos que se haya cometido un error al realizar los
procedimientos.

3. ¢Por qué aparecieron las colonias rojas solo en la placa LB/amp/ara y no
en la placa LB/amp? El gen rfp no puede expresarse a menos que la célula
reciba arabinosa, ya que el operdon de arabinosa solo activara el promotor
genético rfp en presencia de arabinosa.

4. Los plasmidos recombinantes estan disefiados para que puedan replicarse
en la célula independientemente de la replicacion cromosémica. ¢ Por qué es
importante tener varias copias de un plasmido recombinante dentro de una
célula? En ingenieria genética, el objetivo es producir muchos productos,
como la insulina. Mds copias del plasmido y su gen dardn como resultado la
produccion de mds producto dentro de la célula.

5. ¢Cémo se codifica la informacién en el gen rfp expresado como un rasgo?
Asegurese de utilizar lo que ha aprendido previamente sobre la expresion
génica y la relaciéon entre ADN, ARN, proteinas y rasgos. El gen rfp en el
plasmido esta compuesto de ADN, y el gen se copia en el ARN mensajero.
Este proceso se llama transcripcion. El ARN mensajero se utiliza para
construir la proteina en el ribosoma al unirse para transferir moléculas de
ARN que combinan codones y aminoacidos; los aminoacidos luego se unen
para formar la proteina. Este proceso se llama traduccion. La proteina puede
contribuir a un rasgo, y en este caso la RFP hace las células rojas.

6. ¢Por qué es posible que las bacterias produzcan una proteina humana, como
la insulina, o una proteina de anémona de mar, como la RFP? La estructura y
el cédigo del ADN, y la maquinaria celular que lleva a cabo la transcripcion
y la traduccidn, son los mismos en todos los organismos vivos.

ESTRATEGIA: Mientras dirige el debate, implemente las siguientes practicas:

¢ Dé alos alumnos tiempo para evaluar las respuestas de los demas.
e Pida aclaraciones.

e Pida una explicacion.

¢ Replantee o reformule.

e Pida un ejemplo.

e Pida evidencia.

e Proporcione ejemplos y contraejemplos.

¢ Pida a los alumnos que aporten una explicacion.

¢ Pida a los alumnos que evalten una respuesta.
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DESCRIPCION GENERAL

En este capitulo, los alumnos aprenden sobre dos herramientas biolégicas
esenciales utilizadas en ingenieria genética: plasmidos y enzimas de restriccion.
Los alumnos llevan a cabo una actividad en papel en la que determinan qué
enzima de restriccion se debe usar para crear un nuevo plasmido recombinante.
Los alumnos aprenden que los plasmidos recombinantes deben ser captados por
las bacterias para replicarse y expresar sus genes. En el laboratorio, los alumnos
transforman bacterias con el plasmido pARA-R que contiene el gen de la
proteina fluorescente roja (rfp) y el gen de resistencia a la ampicilina (ampR).

SUPUESTOS DEL CONOCIMIENTO PREVIO

Los estudiantes ya deben saber lo siguiente:

El ADN es una molécula bicatenaria, y cada cadena de ADN estd compuesta
de subunidades unidas covalentemente llamadas nucleétidos, que se
abrevian de acuerdo con la base nitrogenada que contienen (C, G, A, T).

Los nucledtidos estan unidos entre si por una estructura de azucar-fosfato;
las bases nitrogenadas sobresalen de esta estructura.

Las dos cadenas de ADN estan conectadas por enlaces de hidrégeno entre
bases nitrogenadas adyacentes, que se denominan pares de bases; la citosina
siempre se aparea con la guanina, y la adenina siempre se aparea con

la timina.

La relacion entre el ADN, los genes, las proteinas y los rasgos, especificamente,
que los genes contienen el codigo para fabricar una proteina y que las
proteinas son moléculas que se utilizan para fabricar y desarrollar la célula,
por lo que son responsables de los rasgos.

La transcripcién es el proceso mediante el cual la informacién codificada en
el ADN se transfiere al ARN mensajero, un acido ribonucleico monocatenario.
La traduccion es el proceso por el cual la informacién codificada en el ARN
mensajero se decodifica y transforma en una proteina.

OBJETIVOS DE APRENDIZAJE

Al final de este capitulo, los estudiantes podran hacer lo siguiente:

Describir las caracteristicas de los plasmidos.

Explicar cdmo usar enzimas de restriccion para crear un plasmido recombinante.
Describa el papel de la transformacion en el proceso de clonacién de genes.
Explique el propésito de cada control en el experimento de transformacién.
Explique como se expresa la informacion codificada en un gen como un rasgo.
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RESULTADOS EVALUADOS

e Evalue la capacidad de cada alumno para describir las caracteristicas del
plasmido revisando sus respuestas a la pregunta 2 en Preguntas de la
actividad (pagina D-13 de la Guia del alumno), a la pregunta 4 en Antes del
laboratorio (pagina D-20 de la Guia del alumno), y a las preguntas 1y 3 en
las Preguntas del Capitulo 5B (pagina D-26 de la Guia del alumno).

e Evalue la capacidad de cada alumno para explicar como usar las enzimas de
restriccion para crear un plasmido recombinante revisando sus respuestas a
las preguntas 1y 3 en Preguntas de la actividad (pagina D-13 de la Guia del
alumno) y la pregunta 2 en Preguntas del Capitulo 5B (pagina D-26 de la
Guia del alumno).

e Evalue la capacidad de cada estudiante para describir la funcién de la
transformacion en el proceso de clonacién de genes revisando sus respuestas
a la pregunta 4y 6 en Preguntas del Capitulo 5B (pagina D-26 de la Guia del
estudiante).

e Evalle la capacidad de cada estudiante para explicar el propésito de cada
control en el experimento de transformacion revisando sus respuestas
a las preguntas 1y 2 en Antes del laboratorio (paginas D-19 de la Guia
del estudiante), a la primera pregunta de DETENGASE Y PIENSE en el
Laboratorio 5B (pagina D-23 de la Guia del estudiante), y a la pregunta 5
en Preguntas del Capitulo 5B (pagina D-26 de la Guia del estudiante), y su
trabajo en Predicciones de crecimiento bacteriano (RM 5).

e Evalue la capacidad de cada alumno para explicar como la informacién codificada
€n un gen se expresa como un rasgo al revisar sus respuestas a las preguntas 7y 8
en Preguntas del Capitulo 5B (pagina D-26 de la Guia del estudiante).

SECUENCIA DE ACTIVIDADES SUGERIDA

e Revise la Introduccion y los Objetivos del Capitulo 5B. (2 minutos)

e Pida a los estudiantes que contesten las preguntas ; Qué sabes ya? y que
compartan sus respuestas. (10 minutos)

e Presentary debatir Su desafio. (3 minutos)

e Haga que los alumnos lean Plasmidos y enzimas de restriccion y Producir
Proteinas Terapéuticas Humanas en Bacterias y que respondan las preguntas
de CONSIDERAR (20 minutos)

e Dirija un debate sobre las respuestas de los alumnos a las preguntas
de CONSIDERAR de Plasmidos y enzimas de restriccion. (5 minutos)

e Presente la secuencia del laboratorio ABE que sequira la clase. (5 minutos)
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SESION 2 (OPCIONAL)

e Haga que los alumnos completen una de las tres actividades opcionales:
(1) Llevar a cabo una investigacion en Internet sobre un producto
farmacéutico realizado mediante un proceso recombinante, (2) llevar a cabo
una investigacion en Internet sobre un tema bioético relacionado con la
ingenieria genética y luego debatir sobre el tema o escribir un articulo de
opinién o publicacion de blog, o (3) extraer ADN. (45 minutos) Haga que
los alumnos realicen Clonar ese gen y discutan la pregunta de DETENGASE
Y PIENSE a medida que trabajan. (25 minutos)

e Haga que los alumnos lleven a cabo el procedimiento Clone ese gen. (15 minutos)
e Haga que los alumnos comenten la pregunta de DETENGASE Y PIENSE
y de Preguntas de la actividad en pequefos grupos y que registren sus
respuestas de forma individual. (15 minutos)
e Dirija un debate a partir de las respuestas de los alumnos. (15 minutos)

e Haga que los alumnos lean Transformar bacterias con plasmidos
recombinantes y que contesten las preguntas de CONSIDERAR. (10 minutos)

e Dirija un debate sobre las respuestas de los alumnos a las preguntas
de CONSIDERAR preguntas de Transformas bacterias con plasmidos
recombinantes. (5 minutos)

¢ Haga que los alumnos comiencen el Laboratorio 5B. Haga que los alumnos
lean los parrafos introductorios y respondan las preguntas de Antes del
laboratorio en sus grupos. (30 minutos)

e Haga que los alumnos continten el Laboratorio 5B. Durante el laboratorio,
haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas de Antes
del laboratorio y de DETENGASE Y PIENSE con la clase y que expliquen su
razonamiento. (45 minutos)

NOTA: Hay dos periodos de espera de 15 minutos durante este laboratorio,
durante el cual los alumnos pueden compartir respuestas a las preguntas
de Antes del laboratorio y de DETENGASE Y PIENSE.

e Haga que los alumnos completen el Laboratorio 5B. (10 minutos)

e Demuestre como establecer un cultivo en suspensién para las bacterias
transformadas, como preparacién para el Capitulo 6. (5 minutos)

e Revise la transcripcion, la traduccién y la relaciéon entre genes, proteinas
y rasgos. (10 minutos)

e Pida a los alumnos que discutan las Preguntas del Capitulo 5B en grupos
pequenos y que registren sus respuestas de forma individual. Dirija un
debate a partir de las respuestas de los alumnos. (20 minutos)
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Antes de comenzar, debe familiarizarse con los procedimientos de laboratorio
en cada capitulo, la preparacion requerida y los materiales que necesitara. Las
instrucciones suponen que proporcionara materiales para 12 grupos de 2 o

3 alumnos. Multiplique las cantidades segun sea necesario en funcién de la
cantidad de alumnos y el nimero de clases que imparte.

TECNICA DE LABORATORIO: Las células competentes que se requieren en el
Laboratorio 5B deben almacenarse en el congelador hasta el dia en que se usan.
Por lo tanto, separe las alicuotas de los reactivos y reiina los materiales para el
laboratorio el mismo dia que lo lleve a cabo.

FOTOCOPIE LOS FOLLETOS Y REUNA LOS MATERIALES PARA EL
PROCEDIMIENTO CLONE ESE GEN

Se necesitan dos folletos para cada par de alumnos: Diagrama de plasmido (RM 2)
y Secuencia de ADN humano (RM 3). El Master reproducible (RM) para el folleto
se encuentra al final de esta guia. Consiga un par de tijeras y un rollo de cinta
adhesiva para cada pareja. Los alumnos usaran estos materiales para construir un
modelo en papel de un plasmido recombinante que contenga un gen de insulina.

FOTOCOPIE LOS FOLLETOS PARA EL LABORATORIO 5B

Una copia de Predicciones de crecimiento bacteriano (RM 5) es necesaria para cada
alumno El Master reproducible (RM) para el folleto se encuentra al final de la guia.

REVISE LAS PRECAUCIONES DE SEGURIDAD Y LOS PROCEDIMIENTOS
DE ELIMINACION DE DESECHOS PARA EL LABORATORIO 5B

Revise las precauciones de seguridad y los procedimientos enumerados en las
paginas OV-13 y OV-14 con los alumnos.

CALIBRAR EL BANO MARIA PARA EL LABORATORIO 5B

El dia antes del Laboratorio 5B, configure y calibre el bafio maria a 42 °C.
Asegurese de usar agua destilada en el bafio maria.

1. Reuna los siguientes materiales:

e Bafio maria

e Termdmetro

e Gradilla flotante para tubos de microcentrifuga
e Temporizador
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Coloque el bafio maria en una ubicacién central para que todos los grupos
puedan compartirlo.

Llene el bafio maria con agua destilada y coloque el termémetro dentro de
este. Caliente el agua a 42 °C, manteniendo el bafio cubierto para reducir
la evaporacion.

Coloque la gradilla flotante para tubos de microcentrifuga (para sostener los
tubos en el bafio maria) y el temporizador en la mesa al lado del bafio maria.

PREPARE ALICUOTAS DE REACTIVOS Y REONA LOS MATERIALES PARA
EL LABORATORIO 5B

Relina materiales en el dia del laboratorio. Después de preparar las gradillas con
los reactivos, asegurese de guardarlos en el refrigerador hasta que los alumnos
estén listos para usarlos. Separe en alicuotas las células competentes 15 minutos
antes de que los alumnos comiencen el laboratorio (vea el paso 5 a continuacion).

1.

Etiquete dos tubos de microcentrifuga de la siguiente manera:

12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “LB”
12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “RP"
12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml marcados con “CC”

Pipetee los reactivos en los tubos de microcentrifuga de la siguiente manera:

350 pl de caldo Luria en tubos marcados con “LB"

12.0 pl del plasmido recombinante pARA-R en tubos marcados con “RP”

Prepare 12 juegos de materiales; cada uno de ellos debe incluir lo siguiente:

Reuna los otros materiales necesarios para el laboratorio:

Gradilla de plastico para tubos de microcentrifuga que contengan los

siguientes reactivos:

¢  Tubo de microcentrifuga de LB
¢ Tubo de microcentrifuga de RP

2 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml
Marcador permanente

Micropipeta P-20

Micropipeta P-200

Caja de puntas de pipetas desechables
3 placas Petri con agar:

¢ 1 placa de LB (una franja)
¢ 1 placa de LB/ amp (dos franjas)
¢ 1 placade LB/amp/ ara (tres franjas)

Tazas de espuma de poliestireno (una por grupo)
Guantes desechables

Esparcidores de células

Temporizador o reloj

Cinta adhesiva

Bolsa de residuos con riesgo biolégico
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e Recipiente de recoleccion de residuos liquidos, como un vaso de
precipitado pequefio

e Copias de Predicciones de crecimiento bacteriano (RM 5), uno para
cada alumno

5. Prepare células competentes 15 minutos antes de que los alumnos
comiencen el laboratorio, de la siguiente manera:

e Prepare un recipiente pequeio lleno de hielo picado.

e Coloque los tubos etiquetados con CC en el hielo.

e Pipetee 100 pl de células de E. coli competentes en cada tubo con CC,
sujetando los tubos solo por los bordes y devolviéndolos inmediatamente
al hielo.

¢ Coloque el recipiente lleno de hielo de células competentes en una
ubicacion central.

¢ Coloque tazas de espuma de poliestireno al lado del contenedor de hielo.

6. Coloque la incubadora en una ubicacion central y calibrela a 37 °C.

7. Coloque los esparcidores de células y la cinta en una ubicacién central para
que los grupos puedan compartirlos.

NOTA: Las placas de los grupos se incubaran durante 24 horas a 37 °C. Si los
alumnos no se retinen en aproximadamente 24 horas, retire las placas de la
incubadora y coléquelas en el refrigerador.

IDEAS CLAVE: Los plasmidos son vectores ideales para usar en ingenieria
genética porque pueden replicarse en la célula bacteriana, tienen una secuencia
llamada promotor del gen que permite la transcripciéon y traduccion de un
gen cercano, llevan un gen de resistencia a los antibiéticos que se puede usar
como marcador seleccionable y se puede transferir a las bacterias mediante
un proceso llamado conjugacion. La creacién de un plasmido recombinante
que contiene ADN de otra especie se logra mediante la accién de enzimas de
restriccion. Las enzimas de restriccion pueden cortar un gen de interés del
ADN humano y pueden cortar el plasmido; las dos piezas de ADN se pueden
unir. Algunas enzimas de restriccion cortan de manera asimétrica el ADN en
secuencias especificas, de modo que el extremo de una cadena sobresale del
otro. Estos extremos se denominan extremos adhesivos.

Revise la Introduccion y los Objetivos del Capitulo 5B. (2 minutos)

La Introduccién explica el propésito principal de este capitulo, vinculandolo
a la Introduccién al programa. Los Objetivos del Capitulo 5B les dicen a los
alumnos en qué deben enfocarse para aprender mientras trabajan en este
capitulo. Explique a los alumnos qué evaluara en este capitulo y cuales son
sus expectativas en relacién con el desempefio de los alumnos.
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Pida a los estudiantes que contesten las preguntas ; Qué sabes ya? y que
compartan sus respuestas. (10 minutos)

Responder las preguntas en esta seccion activa el conocimiento de los alumnos
sobre el ADN, cémo se usan los plasmidos y las enzimas de restriccion en la
ingenieria genética, y revela las brechas en su conocimiento. Haga que los
alumnos respondan las preguntas en parejas y que anoten sus ideas para que
pueda evaluar lo que saben y lo que no saben.

Posibles respuestas a las preguntas ; Qué sabes ya?:

1. Todos los organismos vivos contienen ADN. ;De qué manera es igual el
ADN de los diferentes organismos y de qué manera varia? Todo el ADN
tiene la misma estructura y utiliza el mismo cédigo y los mismos procesos de
transcripcion y traduccion. Entre los diferentes organismos, las secuencias de
ADN variaran porque los organismos producen diferentes proteinas.

2. Los cientificos utilizan dos herramientas biolégicas para disefiar organismos
para producir nuevas proteinas: los plasmidos y las enzimas de restriccion.
¢ Como podria cada uno de estos ser Util para crear una nueva proteina?
Las enzimas de restriccion pueden cortar un gen humano y pueden cortar
un plasmido, y estas dos piezas se pueden unir para formar un plasmido
recombinante que se inserta en las bacterias.

3. ¢Crees que la captacion bacteriana de un plasmido del ambiente es un
evento comun? ;Por qué o por qué no? Probablemente no sea un evento
comun. Las células trataran de protegerse a si mismas de las sustancias del
medioambiente, ya que muchas de ellas pueden ser perjudiciales.

4. ;Cual es la relacion entre genes, proteinas y rasgos (o caracteristicas
observables)? Un gen contiene el cédigo para hacer una proteina, y las
proteinas son moléculas que se usan para hacer y desarrollar la célula, por
lo que son responsables de los rasgos. A menudo, un rasgo es el resultado
de multiples proteinas.

5. ¢Qué tienen en comun las bacterias y los seres humanos que hacen posible
que un gen humano se exprese en bacterias? La estructura y el codigo del
ADN son los mismos en bacterias y humanos. La maquinaria celular que
realiza la transcripcion y traduccion es la misma en bacterias y humanos.

Presentar y debatir Su desafio (3 minutos)

Haga que los alumnos lean Su desafio y comenten qué haran en estos laboratorios.

Haga que los alumnos lean Plasmidos y enzimas de restriccion y Producir
Proteinas Terapéuticas Humanas en Bacterias y que respondan las
preguntas de CONSIDERAR (20 minutos)

En estas lecturas, los alumnos aprenden por qué los plasmidos son una
herramienta ideal para insertar un gen humano en las bacterias y como se
usan las enzimas de restricciéon para crear un plasmido recombinante. Haga

CAPITULO 5B | GUIR DEL PROFESOR

© 1991, 2000, 2013-2019 Amgen Foundation, Inc. Todos los derechos reservados.




que los alumnos anoten las respuestas de las preguntas de CONSIDERAR en sus
cuadernos. Recuerde a los alumnos que usen el Glosario para buscar términos
cientificos si necesitan ayuda para entender la lectura.

Dirija un debate sobre las respuestas de los alumnos a las preguntas
de CONSIDERAR de Plasmidos y enzimas de restriccion. (5 minutos)

Evalue el conocimiento de los alumnos sobre el ADN y como se utilizan los
plasmidos y las enzimas de restriccion en la ingenieria genética al revisar las
respuestas de los alumnos a las preguntas de CONSIDERAR.

Posibles respuestas a las preguntas de CONSIDERAR:

Utilice lo que sabe sobre la seleccion natural y la evolucién para describir como
los plasmidos pueden conferir una ventaja selectiva a sus bacterias huésped.

Si algunas bacterias transportan un plasmido con un gen de resistencia a los
antibidticos, sobrevivirdn cuando se expongan al antibidtico. Esto les da una
ventaja selectiva sobre las bacterias que no llevan ese plasmido; aquellas
bacterias sin el plasmido morirdan cuando se expongan al antibidtico.

¢ Como las bacterias que llevan una enzima de restriccién evitan cortar su
propio ADN? Las bacterias podrian tener una forma de proteger su propio
ADN en secuencias donde podria ser cortada por la enzima de restriccion,
o su ADN podria no tener la secuencia cortada por la enzima de restriccion.

¢ Cual es la secuencia del extremo adhesivo que se produce cuando se corta
el ADN con BamHI? ;Con HindlIll? El extremo sobresaliente para BamHI es
GATC. El extremo sobresaliente para Hindlll es AGCT.

Los cientificos pueden modificar a los plasmidos para tener un solo sitio

de enzimas de restricciéon. Imagina que tienes un plasmido con un solo

sitio EcoRI. Dibuje la estructura del plasmido después de que se haya cortado
con la enzima y muestre las secuencias de nucleétidos que quedan en el sitio
del corte. Si quisiera insertar un gen de una planta en este sitio, ;qué enzima
usaria usted para cortar el ADN de la planta? Explique su respuesta. Hay dos
formas posibles de representar un plasmido que se ha cortado con EcoRl:

AATTC G
G CTTAA

Usaria la enzima de restriccion EcoRl para cortar el gen de la planta.
Los extremos del gen pueden alinearse con los extremos del plasmido.

ESTRATEGIA: Los dibujos de los alumnos pueden variar y es posible que desee

comparar diferentes representaciones. Debido a que un plasmido es un objeto

tridimensional, los alumnos pueden tener problemas para visualizar un cambio
en la estructura, como un corte. Por ejemplo, en la segunda representacion
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del plasmido cortado, el extremo se voltea y, por lo tanto, también lo hace la
secuencia. Si es necesario, haga modelos de papel para el plasmido y haga que
los alumnos realicen el corte en el modelo.

Estrategia: Mientras dirige el debate, implemente las siguientes practicas:

e Dé alos alumnos tiempo para evaluar las respuestas de los demas.
e Pida aclaraciones.

e Pida una explicacion.

¢ Replantee o reformule.

e Pida un ejemplo.

¢ Pida evidencia.

e Proporcione ejemplos y contraejemplos.

¢ Pida a los alumnos que aporten una explicacién.

¢ Pida a los alumnos que evaltien una respuesta.

Presente la secuencia del laboratorio ABE que seguira la clase. (5 minutos)

Repase la secuencia de laboratorio ABE elegida. Si bien los alumnos pueden

no tener la oportunidad de completar todos los laboratorios, es importante

que sepan como su trabajo encaja en el “panorama general” del desarrollo de
organismos genéticamente modificados para fabricar productos que los seres
humanos puedan usar. Revise la Figura 5B.4 (pagina D-9 de la Guia del estudiante),
que muestra la produccion de una proteina terapéutica humana. Seiale qué
partes del proceso completaran en su secuencia de laboratorio y describa los
desafios especificos de los alumnos (ver Tabla OV.1 en la pagina OV-3).

ANTECEDENTE CIENTIFICO: )
¢POR QUELOS PROMOTORES BACTERIANOS ESTAN EN
LOS PLASMIDOS?

Todos los genes tienen sus propios promotores, entonces, ¢ por qué incluir un
promotor al construir un vector plasmidico? El mecanismo de transcripcion
génica es el mismo en todos los organismos: la ARN polimerasa se une a un
promotor especifico y copia la secuencia de ADN del gen en el ARN mensajero.
Sin embargo, la secuencia de ADN de los promotores y la estructura de las ARN
polimerasas pueden variar; asi, la ARN polimerasa bacteriana no reconocera ni
se unird a un promotor humano. Quizas lo mas importante, dado que muchos
genes eucariotas contienen intrones y exones, muchos genes humanos, como
el de la insulina, que han sido clonados no se eliminan directamente del ADN
gendmico; en cambio, el ADN se sintetiza a partir del ARNm del gen de interés
por la transcriptasa inversa. Esta es la copia de ADN (ADNc) que luego se clona.
Estos ADNc carecen de un promotor y, por lo tanto, deben insertarse en el
vector plasmidico cerca de un promotor. Para facilitar la comprensién de la
clonacion del gen de la insuling, el uso de ADNCc se ha omitido en la lectura. Es
posible que desee elaborar este proceso con sus alumnos. Es posible que desee

| elaborar este proceso con sus alumnos. )

CAPITULO 5B | GUIR DEL PROFESOR

© 1991, 2000, 2013-2019 Amgen Foundation, Inc. Todos los derechos reservados.



SESION 2 (OPCIONAL)

IDEAS CLAVE: Las decisiones sociales sobre la implementacion de los esfuerzos
relacionados con la ciencia y la tecnologia deben basarse tanto en el conocimiento
cientifico como en la economia, las politicas, la politica y la ética. El ADN tiene la
misma estructura y funcién sin importar de qué organismo provenga.

Haga que los alumnos completen una o mas de las tres actividades opcionales:
(1) llevar a cabo una investigacion en Internet sobre un producto farmacéutico
elaborado mediante un proceso recombinante, (2) llevar a cabo una
investigacion en Internet sobre un tema bioético relacionado con la ingenieria
genética y luego debatir sobre el tema o escribir un articulo de opinién o
publicacion de blog, o (3) extraer ADN. (45 minutos)

Puede extender la introduccién de los alumnos a la biotecnologia haciéndolos
participar en una o mas de las actividades siguientes.

TERAPEUTICA HUMANA AHORA Y EN EL FUTURO

Asigne a los alumnos para trabajar individualmente o en equipos para

aprender mas sobre algunos de los productos recombinantes que se encuentran
actualmente en investigacién y desarrollo o en el mercado, ya sea en este pais o
en el extranjero, y que luego presenten lo mas destacado de sus hallazgos al resto
de la clase. Puede sugerir que investiguen qué productos recombinantes se usan,
o podrian usarse en el futuro, para afecciones médicas comunes, por ejemplo:

e Anemia

e Asma

¢ Enfermedades autoinmunes, como el lupus o la enfermedad de Crohn

e Cancer o los efectos secundarios de los tratamientos contra el cancer, como
los trasplantes de médula 6sea y la quimioterapia

e Diabetes

e Insuficiencia renal

CONSIDERACIONES BIOETICAS

Existen muchos problemas bioéticos potenciales relacionados con la ingenieria
genética y la biofarmacéutica. Los alumnos pueden investigar uno de los
siguientes temas y luego participar en un debate en clase o escribir un articulo
de opinién o una entrada de blog:

¢ Insulina natural frente a la genéticamente modificada: Ademas de la
insulina genéticamente modificada producida por bacterias, las personas con
diabetes pueden ser tratadas con insulina extraida de vacas o cerdos. Si bien
algunas personas pueden tener reacciones adversas a la insulina sintética
modificada genéticamente y, por lo tanto, necesitan tomar un producto
natural, otras simplemente prefieren usar productos naturales (en lugar de
productos genéticamente modificados). ; Deberian respetarse sus puntos de
vista? ;Se debe permitir que las personas con diabetes elijan?
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e Seguridad del tratamiento frente al acceso al tratamiento: La invencién
de nuevas terapias, incluida la insulina genéticamente modificada, ha
salvado innumerables vidas. Sin embargo, antes de que un medicamento
o tratamiento pueda ponerse a disposicion del publico, debe someterse a
una gran cantidad de pruebas para determinar su efectividad y garantizar
que el producto sea seguro para el uso en humanos. Estos ensayos clinicos
pueden tardar muchos aflos en completarse, tiempo que los pacientes
con enfermedades terminales a menudo no tienen. Los pacientes que
padecen enfermedades potencialmente mortales han defendido durante
mucho tiempo el acceso a medicamentos que aun no han completado
todo el proceso de aprobacion. Argumentan que deberian poder recibir
medicamentos no aprobados si han agotado todas las demas opciones de
tratamiento. ;Deberian concederse sus deseos? ; Es mas importante permitir
que los pacientes tengan acceso a medicamentos o asegurarse de que los
productos sean completamente seguros para uso humano primero?

RECURSOS: En el sitio web del programa se proporcionan enlaces a noticias :I
sobre estos temas. %

EXTRACCION DE ADN

En esencia, este programa trata sobre el ADN. El ADN codifica las proteinas, que

a su vez dan como resultado los rasgos de los organismos, ya sea que esos rasgos
sean fluorescencia, produccion reducida de insulina o cabello castafio. Para ayudar

a los alumnos a comprender que todo el ADN tiene la misma estructura, haga que
realicen un laboratorio de extraccion de ADN. Aislar el ADN de diferentes organismos
y comparar sus propiedades (como la viscosidad) reforzara la idea de que no importa
cudl sea la fuente, todo el ADN se ve similar y tiene propiedades similares.

RECURSOS: Se proporcionan enlaces a posibles laboratorios en el sitio web del I:l

programa. %

IDEAS CLAVE: Al crear un plasmido recombinante, es importante examinar las
secuencias del ADN plasmidico y del ADN humano que contiene el gen de interés.

Es necesario encontrar una enzima de restriccion unica que cortara el ADN plasmidico
en un solo sitio y que corte cerca de los dos extremos del gen humano. Los “extremos
adhesivos” idénticos creados por los cortes de una tnica enzima de restriccion hacen
posible unir las diferentes secuencias de ADN en un plasmido recombinante.

Haga que los alumnos lleven a cabo el procedimiento Clone ese gen. (15 minutos)

Los alumnos ven secuencias genéticas de ADN plasmidico y un gen humano
diana cromosémico (insulina) y eligen la enzima de restriccién apropiada para
usar para crear un modelo en papel de un plasmido recombinante. Haga que
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los alumnos completen esta actividad en parejas. Tenga en cuenta que el gen de
insulina que se muestra en RM 3 es un modelo y no es la secuencia completa de
pares de bases en el gen de la insulina humana.

ESTRATEGIA: Si varias parejas estan teniendo problemas con la misma parte de
la actividad, pare la clase y revise las instrucciones para esa parte. Es posible que
desee que los alumnos que hayan completado con éxito esa parte compartan lo
que han hecho.

Haga que los alumnos comenten la pregunta de DETENGASE Y PIENSE y
de Preguntas de la actividad en pequeios grupos y que registren sus respuestas
de forma individual. (15 minutos)

Durante la actividad, los alumnos deben debatir las preguntas en sus grupos
y registrar sus respuestas de forma individual. Luego, pida a los alumnos que
compartan sus respuestas y razonamiento para cada pregunta con la clase.
Circule para realizar un seguimiento de los comentarios y brindar apoyo.

Posible respuesta para la pregunta DETENGASE Y PIENSE:

¢Por qué es importante usar la misma enzima o enzimas para cortar tanto

el plasmido como el gen de la insulina del ADN humano? Para que tengan
secuencias complementarias de bases que puedan coincidir y permitir que los
dos segmentos de ADN se unan.

Posibles respuestas a las Preguntas de las actividades:

1. ¢{Qué enzima de restricciéon eligio? ;Por qué eligié esa? La enzima de
restriccion EcoRl es la Unica enzima que corta el pldasmido una vez sin alterar
un gen.

2. ;Doénde insertaria el gen de la insulina y por qué? El gen debe insertarse
cerca de la secuencia promotora, ya que esta secuencia permitira que el gen
se transcriba en la célula bacteriana.

3. ¢Qué antibidtico usaria para determinar si se tomé el ADN recombinante?
Se puede usar ampicilina o kanamicina, ya que ambos genes son parte del
plasmido recombinante final.

Dirija un debate a partir de las respuestas de los alumnos. (15 minutos)

Haga que los alumnos compartan sus respuestas y su razonamiento para
DETENGASE Y PIENSE y Preguntas de la actividad con la clase A medida que los
alumnos compartan sus respuestas, evalte el conocimiento de los alumnos sobre
como se utilizan las enzimas de restriccion en la ingenieria genética.
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ANTECEDENTE CIENTIFICO:
ENZIMAS DE RESTRICCION

A principios de la década de 1970, Hamilton Smith y Daniel Nathans
pudieron purificar un “agente” inmune desconocido que se encontré en
las bacterias. Este agente molecular protegié a las bacterias al restringir

el crecimiento de los virus bacteriéfagos. Se descubrié que el agente era
una enzima que podia cortar el ADN viral en fragmentos a medida que

se inyectaba en su célula. Smith, Nathans y Werner Arbor recibieron el
Premio Nobel por su descubrimiento y caracterizacién de estas importantes
moléculas.

Existen varias clases de enzimas de restricciéon, pero las que han sido mas
utiles son las que reconocen y cortan consistentemente una secuencia

de nucleétidos especifica. Algunas enzimas de restriccion reconocen una
secuencia de cuatro bases; otras reconocen una secuencia de cinco o

seis bases. Los sitios de restriccion son palindromos. Este es un concepto
importante que puede enfatizar a sus alumnos, tal vez utilizando ejemplos
como “radar” y “Madam, I'm Adam”.

Algunas enzimas de restriccién haran un “corte contundente”, sin dejar
bases sobresalientes. Otras enzimas, incluidas BamHI 'y Hindlll, dejaran
bases sobresalientes, creando asi extremos adhesivos. Estas enzimas

son particularmente Utiles ya que los extremos adhesivos hacen que la
recombinacion de fragmentos de ADN sea un procedimiento bastante
simple. Lo “adhesivo” es el resultado de la extraordinaria afinidad de los
nucleétidos complementarios para formar enlaces de hidrogeno entre ellos.

La nomenclatura para las enzimas de restriccién es bastante sencilla. La
primera letra del nombre de la enzima se deriva del género de bacteria
de la cual se aisl6 la enzima. Las siguientes dos letras provienen de las dos
primeras letras del epiteto especifico de la bacteria. A menudo hay una
cuarta letra después de las tres primeras, que representa la cepa o el tipo
de bacteria. Debido a que algunas cepas de bacterias producen varias
enzimas de restriccién, un numero romano identifica el orden en que se
aislaron las enzimas. Tabla 5B.1 en la pagina D-7 de la Guia del estudiante,
se muestran algunos ejemplos de enzimas de restriccion aisladas de
diferentes cepas de bacterias y las secuencias de ADN que cortan.
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ANTECEDENTE CIENTIFICO:
LOS COMPONENTES DEL PLASMIDO pARA-R

El pldsmido recombinante que Figura T5B.1: El plasmido pARA-R

se utiliza en este programa para _
clonar el gen rfp es el plasmido ™" arac
pPARA-R (ver Figura T5B.1). Se

han desarrollado muchos tipos
diferentes de vectores plasmidicos %Assfb‘R -
para clonar genes. Todos tienen los ) P . pBAD

componentes basicos necesarios /!
para clonar y expresar genes en

. . . . rfi ’
bacterias, incluida una secuencia  ampr i )

para iniciar la replicacion del P i
ADN (el punto ori), un promotor 3

para iniciar la transcripcién, un ~

marcador seleccionable y un sitio

o sitios de restriccion cerca del promotor para insertar el gen de interés.

El plasmido pARA-R se ha construido de manera que el gen se inserte
utilizando BamHI y Hindlll. El uso de dos enzimas de restriccion diferentes
asegura que el gen rfp se insertara en una sola orientacion, la apropiada
para transcribir la cadena de sentido del ADN. Es posible que desee revisar
la idea de las cadenas “de sentido” y “antisentido” con los alumnos.

El plasmido pARA-R se ha construido para incluir componentes del operéon
arabinosa, que permiten la expresion del gen rfp gen a ser regulado.
Todos los organismos vivos, incluidas las bacterias, tienen la capacidad de
regular la expresion de sus genes. El ejemplo mas obvio de esta regulaciéon
se da en la diferenciacién celular en organismos multicelulares. La mayoria
de las células contienen el complemento completo de ADN, pero durante
la diferenciacion solo ciertos genes se expresan a medida que las células
se convierten en células de la piel, los musculos o las raices. Gran parte de
esta regulacion ocurre al nivel de iniciacion de la transcripcién. El inicio de
la transcripciéon puede ser activado por proteinas llamadas activadores, o
desactivado por proteinas llamadas represores. Si bien las bacterias no se
diferencian, si responden a las condiciones ambientales, como la presencia
0 ausencia de un azucar, incluida la arabinosa. El operén arabinosa es un
ejemplo clasico de regulacién génica en bacterias (vea la Figura T5B.2).

El operén comprende tres genes, araB, araA y araD, que codifican las
proteinas responsables del transporte y la descomposicién de la arabinosa.
También incluye un promotor y una secuencia 5' de ADN préximo al
promotor, que se une a la proteina AraC. La proteina AraC regula la
expresion de los genes de arabinosa permitiendo su transcripcion en
presencia de arabinosa o desactivando la expresidn génica en su ausencia.

En ausencia de arabinosa, la proteina AraC bloquea la unién de la ARN
polimerasa al promotor; por lo tanto, no puede iniciarse la transcripcién,
y los tres genes: araB, araA 'y araD, no se expresan. Cuando la arabinosa
estad presente en el medioambiente, el azucar se une a la proteina Arac,
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lo que altera la forma del ADN de tal manera que la ARN polimerasa
puede unirse al promotor y los genes araB, araA'y araD se expresan.

El plasmido pARA-R utilizado en este programa tiene el promotor
pBAD y el gen araC, asi como los genes resistentes a la ampicilina

y la kanamicina. Los genes araB, araA y araD han sido eliminados

y reemplazados por el gen rfp, poniendo el gen rfp bajo el control

del promotor de arabinosa. Las colonias de bacterias que albergan este
plasmido serdn rojas en presencia de arabinosa y blancas en su ausencia.

Figura T5B.2: El operén arabinosa

PBAD
araC 4' araB |—| araA |—| araD l—

l O arabinosa

araB |—| araA |—| araD l—

ARN
polimerasa,
B ——

polimerasa,
araB |—| araA |—| araD l—

mRNA
/

—
L g

IDEAS CLAVE: Una vez que se ha creado un plasmido recombinante, este debe

ser captado por las bacterias para que pueda usar la maquinaria de las células g
bacterianas para replicarse y expresar el gen de interés. El proceso en el que la

bacteria capta el ADN de su entorno se llama transformacion. Debido a que las

bacterias son organismos unicelulares que existen en un ambiente hostil, no se

transforman facilmente. Sin embargo, con una preparacion especifica, 1 de cada

1,000 células captaran plasmidos.

Haga que los alumnos lean Transformar bacterias con plasmidos
recombinantes y que contesten las preguntas de CONSIDERAR. (10 minutos)

En esta lectura, los alumnos aprenden sobre la transformacion, que es la captacién
de ADN por las bacterias. La célula bacteriana proporciona la maquinaria celular que
permite que un plasmido recombinante se replique y exprese un gen. Los alumnos
aprenden que el cédigo de ADN y los procesos de transcripcién y traduccion son
universales, lo que hace posible que las bacterias expresen un gen humano. Haga
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que los alumnos anoten las respuestas de las preguntas de CONSIDERAR en sus
cuadernos. Recuerde a los alumnos que usen el Glosario para buscar términos
cientificos si necesitan ayuda para entender la lectura.

Dirija un debate sobre las respuestas de los alumnos a las preguntas
de CONSIDERAR preguntas de Transformas bacterias con plasmidos
recombinantes. (5 minutos)

Evalle el conocimiento de los alumnos sobre la expresién génica, la absorcién de
plasmidos, el ADN y cdmo se usan las ligasas en ingenieria genética al revisar sus
respuestas a las preguntas de CONSIDERAR.

Posibles respuestas a las preguntas de CONSIDERAR:

e Una vez que se ha insertado un gen en un vector, ;qué cree usted que se
requiere para que el producto sea codificado por el gen insertado? E/ vector
debe introducirse dentro de una célula para que su ADN pueda transcribirse
y traducirse en una proteina. Si el vector contiene un activador para el
promotor, como araC, podria ser necesaria una sustancia como la arabinosa.

e ;Por qué es importante que las paredes celulares de las bacterias de
E. coli regulen cuidadosamente qué sustancias pueden entrar y salir de la
célula? La célula regula las sustancias que pueden entrar y salir porque
algunas sustancias pueden afectarla negativamente.

Haga que los alumnos comiencen el Laboratorio 5B. Haga que los alumnos lean
los parrafos introductorios y respondan las preguntas de Antes del laboratorio
en sus grupos. (30 minutos)

Los alumnos comentan las preguntas de Antes del laboratorio en sus grupos
y registran sus respuestas de forma individual.

IDEAS CLAVE: Las células bacterianas que se han transformado con el plasmido
PARA-R se identifican al cultivarlas en presencia de ampicilina y arabinosa. La
ampicilina evitara el crecimiento de células que no portan un gen de resistencia
a la ampicilina, y la arabinosa activara el promotor bacteriano que controla la
expresion del gen rfp.

Haga que los alumnos continten el Laboratorio 5B. Durante el laboratorio,
haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas de Antes
del laboratorio y de DETENGASE Y PIENSE con la clase y que expliquen su
razonamiento. (45 minutos)

NOTA: Hay dos periodos de espera de 15 minutos durante este laboratorio,
durante los cuales los alumnos pueden compartir sus respuestas a estas preguntas.
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Los alumnos realizan una actividad de laboratorio, Laboratorio 5B, en la que
transforman bacterias con el plasmido pARA-R que contiene el gen rfp y el

gen ampR. Los alumnos aprenden sobre la importancia de los controles cuando
seleccionan las bacterias que han tomado el plasmido pARA-R.

Haga que los alumnos completen los pasos 1-6 en la seccion Métodos. Luego,
mientras los tubos P- y P+ estan en hielo durante 15 minutos, haga que los
alumnos compartan sus respuestas a la pregunta 3 en Antes del laboratorio.
(Todas las preguntas de Antes del laboratorio y las posibles respuestas siguen).

Posibles respuestas a las preguntas de Antes del laboratorio:

1. La ampicilina es un antibiético que mata las células bacterianas al
interrumpir la formacién de las paredes celulares. Sin embargo, el plasmido
pPARA-R tiene el gen de resistencia a la ampicilina, que produce una proteina
que descompone a la ampicilina. ; Cual es el propésito de cultivar bacterias
que se han transformado en presencia de la ampicilina? Solo las células que
tienen un plasmido que contiene el gen de resistencia a la ampicilina podran
crecer en presencia de ampicilina. Puede seleccionar las células que se han
transformado, que son muy pocas.

2. ¢Qué sucedera cuando las células bacterianas que contienen el plasmido
PARA-R no reciban arabinosa? Los genes rfp no puede expresarse a menos
que la célula reciba arabinosa. Solo en presencia de arabinosa la proteina
activadora AraC activara al promotor del gen rfp.

IR MAS ALLA: Es posible que desee proporcionar informacién mas
detallada a los alumnos sobre cémo funciona la proteina activadora
AraC, utilizando la informacién en Antecedentes cientificos: los
componentes del pldasmido pARA-R en las paginas D-16 y D-17.

3. En el laboratorio, agregara muestras del grupo control P-y del grupo
experimental P+ a las placas que contienen varias combinaciones de caldo de
Luria (LB), ampicilina y el azlicar arabinosa. Las placas se organizaran de la
siguiente manera:

e i Y ——"
CTOCTHCD

Placa LB Placa LB/amp Placa LB/amp/ara

Usando la clave sobre Predicciones de crecimiento bacteriano (RM 5),
muestre sus predicciones para el crecimiento que esperaria para
cada combinacién. Entonces complete la Tabla 1y Tabla 2 en la hoja
informativa describiendo las conclusiones que pueden extraerse si el
crecimiento previsto se produce o no.
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Predicciones para cada placa:

P-| P+
+++ +++
Placa LB

Placa LB/amp

Respuestas para las Tablas 1y 2 en RM 5:

Placa LB/amp/ara

Tabla 1: Grupo de control P- (bacterias no transformadas)

Placa Crecimiento | Conclusién si se produce | Conclusion si no se produce
Contiene: previsto un crecimiento previsto | el crecimiento previsto
Las bacterias no
. transformadas estan .
Caldo Luria ) . Problema con bacterias,
+++ vivas, y el caldo Luria . ,
(LB) caldo Luria o métodos
puede apoyar su
crecimiento
Caldo Luria La ampicilina mata
ampicilina - las bacterias no Problema con ampicilina
(LB / amp) transformadas
Tabla 2: Grupo Experimental P+ (bacterias transformadas)
.. Conclusioén si se Conclusioén si no se
Placa Crecimiento .. ..
. . produce un crecimiento | produce el crecimiento
Contiene: previsto . .
previsto previsto
Las bacterias
transformadas estan
vivas, y el caldo .
. . y Problema con bacterias,
Caldo Luria Luria puede apoyar .
+++ . caldo Luria o proceso
(LB) su crecimiento; las .
. de transformacion
bacterias no fueron
afectadas por el proceso
de transformacion
. Algunas bacterias
Caldo Luria g . .,
. transformadas tienen La transformacion
ampicilina + L. . . L
(LB / amp) plasmidos con resistencia | no funciond
P a la ampicilina
Caldo Luria Algunas bacterias Problema con
ampicilina . transformadas tienen arabinosa;
arabinosa (LB / plasmidos con resistencia | la transformacion
amp/ ara) a la ampicilina no funciono
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ESTRATEGIA: Muchos alumnos luchan por entender los controles y se beneficiaran
de un debate sobre el crecimiento de las bacterias no transformadas y
transformadas en cada condicién. Ayude a los alumnos a comprender que cada
control esta disefiado para proporcionar una respuesta a una pregunta util, es decir:

¢Son viables las células antes de la transformaciéon?

¢La ampicilina mata las células no transformadas?

¢Son viables las células después del procedimiento de transformacion?
¢Fue exitosa la transformaciéon en la medida en que algunas células han
adquirido resistencia a la ampicilina?

® ;Alguna célula transformada produce RFP?

Puede pedirles a los alumnos que consideren un escenario en el que las células se
transformaron y se colocaron en la placa LB / amp / ara, pero luego no crecieron,
y usted no llevé a cabo ningtin control. Ayude a los alumnos a comprender

que solo si el experimentador ha cultivado la bacteria en cada condicion puede
determinar por qué el procedimiento de transformaciéon no funcioné.

Si los alumnos se preguntan por qué las células no transformadas no se colocan
en la placa LB / amp / ara, puede explicarlas si esto responde a una pregunta util
que arroja luz sobre el éxito del experimento.

4. Debido a un accidente en el laboratorio, las bacterias que portaban
un plasmido con un gen de resistencia a la ampicilina y las bacterias
que portaban un plasmido con un gen que proporciona resistencia a
otro antibiético (kanamicina) se mezclaron accidentalmente. Disefie un
experimento que le permita ordenar los dos tipos de bacterias. (Pista:
jAsegurese de no eliminar uno de los tipos de bacterias que intenta
clasificar!) Las bacterias deben dividirse en dos lotes; un lote debe tratarse
con kanamicina y el otro lote debe tratarse con ampicilina.

5. Lea la seccion de Métodos en las paginas de D-21 a D-25 de la Guia
del estudiante y describa brevemente los pasos, utilizando palabrasy
un diagrama de flujo. Las respuestas de los alumnos seran variadas. E/
diagramas de flujo de un estudiante puede parecerse a los de las paginas
D-22 y D-23.

Mientras los tubos P-y P+ se incuban por 15 minutos en el paso 11, haga que

los alumnos discutan las preguntas de DETENGASE Y PIENSE y que registren sus
respuestas de forma individual. Pida a los alumnos que compartan sus respuestas
y razonamiento para cada pregunta con la clase.

Posibles respuestas para las preguntas de DETENGASE Y PIENSE:

o ;De qué diferente manera se traté el cultivo de bacterias P+ del cultivo de
bacterias P-? (Un cultivo es una poblacién aislada de células). ¢ Cual es el
propdsito del cultivo de bacterias P-? El cultivo de bacterias P+ se mezcla
con los plasmidos recombinantes, mientras que el cultivo de bacterias P-
no se mezcla con los plasmidos recombinantes. El propdsito del cultivo de
bacterias P- es asegurarse de que las células y las condiciones de crecimiento
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Diagrama de flujo del laboratorio 5B
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Diagrama de flujo del laboratorio 5B (continuacion)
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funcionen como se esperaba. El cultivo de bacterias P- debe crecer bien en el
caldo Luria y debe morir cuando se expone al antibidtico ampicilina.

e ;Por qué las células necesitan tiempo para recuperarse después del choque
térmico? El choque implica que el calor pone a las bacterias bajo estrés. Dejar
que las bacterias se asienten sin someterlas a nada mas les da tiempo a las
células para volver a su estado habitual.

e ;Por qué se incuban las células a 37 °C? Las bacterias estan adaptadas para
crecer dentro del cuerpo humano, el cual mantiene esa temperatura.

e Uso una técnica aséptica en este laboratorio. ; Por qué esto es importante?
La técnica aséptica puede evitar la transferencia de bacterias del
experimento al medioambiente y del medioambiente al experimento.

Al final del laboratorio, recuerde a los alumnos que coloquen todos los
materiales que entren en contacto con células de E. coli en la bolsa de residuos
con riesgo biolégico etiquetada.

IDEAS CLAVE: Las células bacterianas transformadas con el plasmido pARA-R se
identifican mediante un proceso de seleccion que utiliza las secuencias que se han
manipulado en el plasmido.

Haga que los alumnos completen el Laboratorio 5B. (10 minutos)

Haga que los alumnos retiren sus placas de las incubadoras y registren sus
resultados en sus cuadernos. Si planea llevar a cabo el Laboratorio 6, guarde
algunas placas que tengan colonias rojas o rosadas brillantes, y haga que los
alumnos coloquen las placas restantes en una bolsa de residuos con riesgo
biolégico.

Demuestre como establecer un cultivo en suspension para las bacterias
transformadas, como preparacion para el Capitulo 6. (5 minutos)

Siga las instrucciones detalladas en la seccién Preparacion (Cultivar bacterias
para la purificacion de proteinas, pagina E-6 de esta guia). Eliminara algunas
colonias celulares transformadas de las placas y las colocara en un cultivo en
suspension en un agitador. Estas células y los plasmidos pARA-R que contienen
se multiplicaran en los préximos dias.
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Revise la transcripcion, la traduccién y la relacion entre genes, proteinas
y rasgos. (10 minutos)

ESTRATEGIA: Revisar el conocimiento previo importante ayuda a los alumnos
a aplicar lo que han aprendido previamente.

Use esta revision para abordar las brechas en el conocimiento de los alumnos, segun
lo determinado por sus respuestas a las preguntas 2 y 3 ; Qué sabes ya? Consulte
la Figura 5B.6 en la pagina D-16 de la Guia del estudiante durante su revisiéon.

Pida a los alumnos que discutan las Preguntas del Capitulo 5B en grupos
pequenos y que registren sus respuestas de forma individual. Dirija un debate
a partir de las respuestas de los alumnos. (20 minutos)

Haga que los alumnos reflexionen sobre su comprension de como se usan los
plasmidos y las enzimas de restriccion en la clonacién de genes, del proceso de
seleccion para identificar células bacterianas transformadas con el plasmido
pPARA-R y la expresién de genes respondiendo las Preguntas del Capitulo 5B.

Posibles respuestas a las Preguntas del Capitulo 5B:

1. Enumere en palabras o indique en un dibujo las caracteristicas importantes
de un vector plasmidico que se requieren para clonar un gen. Explique el
proposito de cada caracteristica. Las caracteristicas importantes de un vector
plasmidico son (1) una secuencia para el inicio de la replicacion del ADN,
ori, que permite que el plasmido se replique en la bacteria; (2) un promotor
para iniciar la transcripcion del gen insertado; y (3) un gen que codifica una
proteina para la resistencia a los antibidticos, lo que permite la identificacion
de bacterias que han captado el plasmido.

2. Alseleccionar una enzima de restriccion para la clonacion, ;qué consideraciones
importantes deben tenerse en cuenta? Diferentes enzimas de restriccion cortan
en diferentes secuencias de ADN. Debe examinar las secuencias en el ADN
plasmidico y en el ADN humano y encontrar una Unica enzima de restriccion
que (1) corte el plasmido en un solo sitio que no esté dentro de ningun gen
o secuencia importante y que esté cerca del promotor para que el el gen
insertado puede expresarse y (2) cortar el ADN humano lo mds cerca posible
de ambos extremos del gen de interés sin cortar dentro del gen.

3. Segun su comprension de la evolucion, ¢por qué las bacterias retienen un
gen que les da resistencia a los antibioticos? ; C6mo es que la existencia de
las bacterias con resistencia a los antibioticos afecta a la medicina hoy en
dia? Las bacterias con el gen de resistencia a los antibidticos se reproducirdn
mads porque tienen una ventaja selectiva sobre otras bacterias que no portan
ese gen. Esta ventaja selectiva es una gran preocupacion en medicina
porque ahora existen cepas de bacterias que causan enfermedades que
los antibidticos no pueden matar.

4. Mire los resultados de su transformacién. ;Sus resultados reales coinciden
con los resultados pronosticados? Si no, ¢qué diferencias ve y cuales son
algunas explicaciones para estas diferencias? Las respuestas variaran. Si se
producen resultados inesperados, ayude a los alumnos a pensar en lo que
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podria haber sucedido. Hay muchos procedimientos en los que podria haber
ocurrido un error que podria afectar los resultados.

5. ¢Por qué aparecieron las colonias rojas solo en la placa LB/amp/ara y no
en la placa LB/amp? El gen rfp no puede expresarse a menos que la célula
reciba arabinosa, ya que el operdon de arabinosa solo activara el promotor
genético rfp en presencia de arabinosa.

6. Los plasmidos recombinantes estan disefiados para que puedan replicarse
en la célula independientemente de la replicacién cromosémica. ;Por qué es
importante tener varias copias de un plasmido recombinante dentro de una
célula? En ingenieria genética, el objetivo es producir muchos productos,
como la insulina. Mds copias del plasmido y su gen daran como resultado la
produccion de mds producto dentro de la célula.

7. ¢Cémo se codifica la informacién en el gen rfp expresado como un rasgo?
Asegurese de utilizar lo que ha aprendido previamente sobre la expresiéon
génicay la relacién entre ADN, ARN, proteinas y rasgos. El gen rfp en el
pldasmido esta compuesto de ADN, y el gen se copia en el ARN mensajero.
Este proceso se llama transcripcion. El ARN mensajero se utiliza para
construir la proteina en el ribosoma al unirse para transferir moléculas de
ARN que combinan codones y aminodcidos; los aminodcidos luego se unen
para formar la proteina. Este proceso se llama traduccion. La proteina puede
contribuir a un rasgo, y en este caso la RFP hace las células rojas.

8. ¢Por qué es posible que las bacterias produzcan una proteina humana, como
la insulina, o una proteina de anémona de mar, como la RFP? La estructura y
el cédigo del ADN, y la maquinaria celular que lleva a cabo la transcripcion
y la traduccion, son los mismos en todos los organismos vivos.

ESTRATEGIA: Mientras dirige el debate, aplique las siguientes practicas:

Dé a los alumnos tiempo para evaluar las respuestas de los demas.
Pida aclaraciones.

Pida una explicacion.

Replantee o reformule.

Pida un ejemplo.

Pida evidencia.

Proporcione ejemplos y contraejemplos.

Pida a los alumnos que aporten una explicacion.

Pida a los alumnos que evalten una respuesta.
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DESCRIPCION GENERAL

En este capitulo, los alumnos completan los pasos finales en el proceso de
ingenieria genética, obteniendo y separando una proteina de interés creada por
un gen clonado. Los alumnos leen sobre el crecimiento de células bacterianas,
como la conformacion de proteinas se relaciona con la funcién de las proteinas, el
plegamiento de proteinas y el papel de los aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos
tanto en el plegamiento de proteinas como en la separacién de proteinas. En

el laboratorio, los alumnos lisan las bacterias transformadas y luego usan la
cromatografia en columna para separar la RFP del resto de las proteinas celulares.

SUPUESTOS DEL CONOCIMIENTO PREVIO

Los estudiantes ya deben saber lo siguiente:

e Larelacion entre el ADN, los genes, las proteinas y los rasgos,
especificamente, que son los genes los que contienen el cédigo para fabricar
una proteina y que las proteinas son moléculas que se utilizan para fabricar
y desarrollar la célula, por lo que son responsables de los rasgos.

e Las bacterias experimentan reproduccién asexual por division celular

e Las proteinas son biomoléculas grandes que consisten en una o mas cadenas
largas formadas por bloques de construccion llamados aminoacidos.

e Las proteinas tienen muchas funciones, incluida la de actuar como una
enzima (aceleran las velocidades de reaccioén), transportar moléculas,
sefalizar y formar estructuras

e Se pueden formar enlaces no covalentes basados en atracciones eléctricas
débiles entre diferentes moléculas o dentro de una molécula

e Las moléculas o iones que son solubles en agua forman enlaces no covalentes
débiles basados en atracciones eléctricas débiles

OBJETIVOS DE APRENDIZAJE

Al final de este capitulo, los estudiantes podran hacer lo siguiente:

e Describa las condiciones que son favorables para el crecimiento bacteriano.
¢ Explique cémo la conformacién de una proteina (forma tridimensional)
se relacionada con su funcion.
e Explique cémo se produce el plegamiento de las proteinas.
e Explique cémo la cromatografia en columna separa las proteinas.

RESULTADOS EVALUADOS

e EvalUe la capacidad de cada estudiante para explicar cémo se relaciona la
conformaciéon de una proteina con su funcidn revisando sus respuestas a la
pregunta 1 en Preguntas del Capitulo 6 (pagina E-16 de la Guia del estudiante).

e Evalue la capacidad de cada estudiante para describir cdmo se produce el
plegamiento de la proteina revisando sus respuestas a la pregunta 2 en
Preguntas del Capitulo 6 (pagina E-16 de la Guia del estudiante).

CAPITULO 6 | GUIA DEL PROFESOR

© 1991, 2000, 2013-2019 Amgen Foundation, Inc. Todos los derechos reservados.



EvalUe la capacidad de cada alumno para explicar cdmo la cromatografia en
columna separa las proteinas revisando sus respuestas a la primera pregunta
de DETENGASE Y PIENSE en el Laboratorio 6, Parte B (pagina E-14 de la
Guia del estudiante) y a las preguntas 3-5 en las Preguntas del Capitulo 6
(pagina E-16 de la Guia del estudiante).

SECUENCIA DE ACTIVIDADES SUGERIDA

Revise la Introduccién y los Objetivos del Capitulo 6 con los alumnos.

(5 minutos)

Pida a los estudiantes que contesten las preguntas ; Qué sabes ya? y que
compartan sus respuestas. (10 minutos)

Haga que los alumnos lean Producir la proteina de interés y que contesten
las preguntas de CONSIDERAR. (20 minutos)

Dirija un debate sobre las respuestas de los alumnos a las preguntas

de CONSIDERARE de Producir la proteina de interés. (10 minutos)

Haga que los alumnos lean el parrafo introductorio del Laboratorio 6,
compartan sus respuestas a las preguntas de Antes del laboratorio y
complete la Parte A. Durante el laboratorio, haga que los alumnos
compartan sus respuestas a las preguntas de DETENGASE Y PIENSE con
la clase. (45 minutos)

Haga que los alumnos completen el Laboratorio 6, Parte B. Durante el
laboratorio, haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas
de DETENGASE Y PIENSE con la clase y que expliquen su razonamiento.

(30 minutos)

Pida a los alumnos que discutan las Preguntas del Capitulo 6 en grupos
pequeios y que registren sus respuestas de forma individual. Dirija un
debate a partir de las respuestas de los alumnos. (15 minutos)
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Antes de comenzar, debe familiarizarse con los procedimientos de laboratorio
en cada capitulo, la preparacion requerida y los materiales que necesitara.
Las instrucciones suponen que proporcionara materiales para 12 grupos de 2
o 3 alumnos. Multiplique las cantidades segun sea necesario en funciéon de la
cantidad de alumnos y el nimero de clases que imparte.

REVISE LAS PRECAUCIONES DE SEGURIDAD Y LOS PROCEDIMIENTOS
DE ELIMINACION DE RESIDUOS PARA EL LABORATORIO 6

Revise las precauciones de seguridad y los procedimientos de eliminacién de
residuos de las paginas OV-15 y OV-16 con los alumnos.

COLUMNAS DE CROMATOGRAFIA

Un dia o dos antes del laboratorio, asegurese de que las columnas estén
colocadas en posicion vertical y que la llave de paso esté en la posicion correcta
(horizontal = bloqueada). Si la resina parece estar en los lados de cualquiera de
las columnas o esté seca, agregue varios mililitros de etanol al 20 % a la columna.
Deje que el etanol drene hasta que haya una capa de aproximadamente 2 mm
por encima del lecho de resina.

NOTA: Después del laboratorio de cromatografia, agregue 20 % de etanol al
lecho de resina con la llave de paso cerrada. Asegurese de que las columnas
estén en posicion vertical con la llave de paso en la posiciéon bloqueada.

PREPARE ALICUOTAS DE REACTIVOS PARA LABORATORIO 6, PARTE A

Un dia o dos antes del laboratorio, prepare gradillas con los reactivos necesarios:

1. Etiquete tubos de microcentrifuga de 1.5 ml de la siguiente manera:
e 12 tubos de microcentrifuga marcados con “EB”
e 12 tubos de microcentrifuga marcados con “LyB”
2. Pipetee los reactivos en los tubos de microcentrifuga etiquetados de la
siguiente manera:
e 200 pl de tampon de elucion en los tubos marcados con “EB”
e 160 pl de tampodn de lisis en los tubos marcados como “LyB”

3. Tape los tubos. Guarde el tampoén de lisis en el congelador.

NOTA: Otros reactivos pueden almacenarse a temperatura ambiente.
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CULTIVAR BACTERIAS PARA LA PURIFICACION DE PROTEINAS

Exactamente un dia antes de comenzar el Laboratorio 6, prepare un cultivo
en suspension de bacterias que se han transformado con el plasmido pARA-R
(provisto en su kit).

1. Reuna los siguientes materiales:

Asa de inoculacién

Células transformadas (EC, proporcionadas en el kit)
Matraz estéril que contiene caldo LB / amp

Tapa ventilada para matraz

Agitador

Tubo de arabinosa estéril (500 mg / ml)

2. Prepare el cultivo en suspensioén:

Usando el asa de inoculacion, transfiera de manera aséptica 500 ul de
células transformadas al matraz estéril que contiene caldo LB / amp.
Asegure la tapa ventilada al matraz.

Agite e incube el matraz (a 37 °C) durante cuatro a cinco horas. El caldo LB /
amp debe volverse turbio, lo que indica que las células estan creciendo.
Agregue suficiente arabinosa estéril al matraz para que la concentracion
final de arabinosa sea 5 mg/ ml de caldo LB / amp.

Continuar agitando durante la noche.

Asegurese de que el cultivo esté de color rojo brillante a la mafiana
siguiente. Si no es asi, el procedimiento no fue exitoso.

REUNA LOS MATERIALES PARA LABORATORIO 6, PARTE A

NOTA: Relina estos materiales el dia del laboratorio.

1. Etiquete 12 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml con “EC".

2. Pipetee 1,000 pl (1 ml) del cultivo en suspensién de LB / amp / ara de E. coli
en los tubos marcados con “EC”.

NOTA: Cada grupo necesitara un 1,000 pl (1 ml) de cultivo en suspension
adicional de LB / amp / ara de E. coli durante el laboratorio; un estudiante de
cada grupo le traerd el tubo EC para que pueda agregar esta solucién adicional.

3. Prepare 12 juegos de materiales; cada uno de ellos debe incluir lo siguiente:
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Gradilla de plastico para tubos de microcentrifuga que contengan los
siguientes reactivos:

¢ Tubo de microcentrifuga del cultivo LB/amp/ara de E. coli (EC)
¢  Tubo de microcentrifuga de tampon de elucién (EB)
¢  Tubo de microcentrifuga de tampon de lisis (LyB)

Recipiente de recoleccion de residuos liquidos, como un vaso de
precipitado pequefio

Micropipeta P-200

Caja de puntas para puntas de pipetas desechables

Marcador permanente
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e Contenedor de residuos para puntas y tubos de microcentrifuga usados
(necesitara 1 contenedor por cada 2 grupos)

¢ Bolsa de riesgo bioldgico para materiales que entran en contacto con
células de E. coli competentes

4. Coloque la microcentrifuga en una ubicacién central para que todos los
grupos puedan compartirla.

INCUBE LAS CELULAS CON TAMPON DE LISIS DURANTE LA NOCHE

Al final del Laboratorio 6, Parte A, haga que los grupos le den sus tubos de EC
etiquetados con su nimero de grupo y periodo de clase. Incube las células a
temperatura ambiente durante la noche. Si los alumnos completan la Parte B el
dia después de la Parte A, mantenga los tubos a temperatura ambiente. De lo
contrario, coloque los tubos en el congelador hasta el dia del laboratorio. El dia
que los alumnos completen la Parte B, mueva los lisados celulares congelados al
refrigerador para descongelarlos, excepto los lisados para la primera clase del
dia; déjelos a temperatura ambiente para que se descongelen.

REONA LOS MATERIALES PARA LABORATORIO 6, PARTE B

NOTA: Retina estos materiales el dia del laboratorio.
1. Prepare 12 juegos de materiales; cada uno de ellos debe incluir lo siguiente:

e Gradilla de plastico para tubos de microcentrifuga que contiene el tubo
de microcentrifuga de células lisadas de la Parte A (EC)
e Los siguientes reactivos:

¢ Tampon de unién (BB), 4.0 M (NH,),SO,

¢ Tampon de lavado (WB), 1.3 M (NH,)._SO,

¢ Tampén de elucion (EB), Tris 10 mM y EDTA 1 mM’

¢ Tampon de equilibrio de columna (CEB), 4,0 M (NH,),SO,

NOTA: Se le proporcionaran 12 tubos de 15 ml de cada tampén o un
recipiente grande de cada tampén. Si tiene los tubos de 15 ml, se puede
entregar uno a cada grupo. Si tiene el recipiente mas grande, vierta

10 ml de cada tampdn en un conjunto de matraces que pueden ser
compartidos por dos grupos.

e 2 tubos de microcentrifuga de 1.5 ml

e Columna de cromatografia

e Recipiente de recoleccion de residuos liquidos, como un vaso de
precipitado pequefio

e  Micropipeta P-1,000

e (Caja de puntas de pipetas desechables

e Contenedor de residuos para puntas y tubos de microcentrifuga usados
(necesitara 1 contenedor por cada 2 grupos)

2. Coloque la microcentrifuga en una ubicacién central para que todos los
grupos puedan compartirla.

7 EDTA es un agente quelante molecular que secuestra iones metalicos.
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IDEAS CLAVE: Las bacterias transformadas se pueden cultivar y cosechar para
proporcionar la proteina producida por el gen clonado. La separacion de proteinas
requiere una comprension de la estructura de la proteina. Las proteinas llevan

a cabo la mayoria de las funciones celulares, como la catalisis, el transporte, la
sefializacion y la construccion de estructuras. Para llevar a cabo estas funciones,
las proteinas se pliegan en conformaciones especificas que exponen sitios de
unién que se unen a moléculas especificas. La separacion de proteinas en su
estado plegado es dificil, por lo que la separacion se logra desplegando proteinas
en soluciones salinas llamadas tampones. Una vez desplegada, el método de
separacion de la cromatografia en columna aprovecha el hecho de que diferentes
proteinas tienen diferentes cantidades de aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos.
Una soluciéon tampén que contiene las proteinas desplegadas se pasa a través de
una columna de cromatografia que tiene perlas recubiertas de resina, que se unen
a las proteinas mas hidrofébicas mientras las proteinas mas hidrofilicas pasan a
través de la columna. Otras soluciones tampén liberaran las proteinas unidas de la
columna haciendo que se plieguen nuevamente.

Revise la Introduccion y los Objetivos del Capitulo 6 con los alumnos. (5 minutos)

La Introduccién explica el propésito principal de este capitulo, vinculandolo a la
Introduccion al programa. Los Objetivos del Capitulo 6 les dicen a los alumnos en
qué deben enfocarse mientras trabajan en este capitulo. Explique a los alumnos
qué evaluara en este capitulo y cuales son sus expectativas por su desempefio.

Pida a los estudiantes que contesten las preguntas ;Qué sabes ya? y que
compartan sus respuestas. (10 minutos)

La seccion s Qué sabes ya? La seccion activa el conocimiento de los alumnos sobre
el crecimiento bacteriano y las proteinas, y revela brechas en ese conocimiento.
Pida a los alumnos que contesten las preguntas en parejas y que registreny
compartan sus ideas para que usted pueda evaluar lo que saben y no saben
sobre el crecimiento bacteriano y las proteinas.

Posibles respuestas a las preguntas ¢ Qué sabes ya?:

1. ¢Coémo se reproducen las bacterias? Las bacterias generalmente se
reproducen por fision binaria, que es un tipo de reproduccion asexual.
La célula crece y luego se divide para formar dos células idénticas (a veces
llamadas células hijas) que son genéticamente iquales a la célula madre.

2. ¢Por qué las proteinas a veces se llaman moléculas de caballo de batalla?
Las proteinas llevan a cabo casi todos los procesos celulares y forman
estructuras celulares.
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3. ¢Como podria la conformacion (forma o plegamiento) de una proteina ser
importante para su funcion? Concéntrese en una de las siguientes funciones
proteicas: actuar como una enzima (acelerar las velocidades de reaccion),
transportar moléculas, sefalizar o formar estructuras. Si una proteina es una
enzima (catalizadora), su forma puede contener reactivos en una orientacion
que acelera la reaccion. Si una proteina transporta otras moléculas o actua
como una sefal, su forma puede coincidir con la forma de otra molécula de
manera que se aferre a ella. Si una proteina forma una estructura, su forma
puede encajar con otras proteinas que también forman esa estructura.

4. Un polipéptido es una molécula lineal larga cuando se produce, pero
inmediatamente se pliega en una conformacién tridimensional especifica,
que llamamos proteina. ; Qué propiedades de los aminoacidos en una
proteina controlan el proceso de plegado? A menos que los alumnos
hayan estudiado previamente el plegamiento de proteinas, es posible
que no puedan responder esta pregunta. El plegamiento de proteinas
es el resultado de la formacién de enlaces no covalentes débiles entre
los aminodcidos, la tendencia de los aminodcidos hidrofdbicos a quedar
enterrados dentro de la proteina y la formacion de puentes de disulfuro
covalentes entre los aminoacidos que contienen azufre.

Haga que los alumnos lean Producir la proteina de interés y que contesten
las preguntas de CONSIDERAR. (20 minutos)

En esta lectura, los alumnos aprenden sobre como crecen las células bacterianas
en condiciones favorables y como la conformacion de proteinas se relaciona
con su funcién. Los alumnos leen sobre el plegamiento de proteinas y aprenden
que un factor en este proceso es la tendencia de los aminoacidos hidrofébicos
insolubles en agua a ser enterrados en el interior de las proteinas. Los alumnos
leen que las cantidades relativas de hidrofobicidad e hidrofilia de las proteinas
se usan para separar las proteinas en la cromatografia en columna. Haga que
los alumnos anoten las respuestas de las preguntas de CONSIDERAR en sus
cuadernos. Recuerde a los alumnos que usen el Glosario para buscar términos
cientificos si necesitan ayuda para entender la lectura.

Dirija un debate sobre las respuestas de los alumnos a las preguntas
de CONSIDERARE de Producir la proteina de interés. (10 minutos)

EvalUe el conocimiento de los alumnos sobre cémo crecen las bacterias, el
plegamiento y la funcién de las proteinas, y cdmo la cromatografia en columna
separa las proteinas revisando sus respuestas a las preguntas de CONSIDERAR.

Posibles respuestas a las preguntas de CONSIDERAR:

e ;Por qué podria ser mejor el matraz agitador para soportar el crecimiento
celular bacteriano que una placa? Las células tienen mejor acceso a la comida
y al oxigeno en el agitador porque se mueven libremente, en lugar de
asentarse una encima de la otra como lo hacen en una placa.
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e Siel gen de interés esta controlado por un operén, como el operén de
arabinosa, ¢cuando es el mejor momento para activar el gen? Tenga en cuenta:

¢ La produccion de la proteina gasta energia de los procesos de
crecimiento celular y division celular.

¢ Un mayor nimero de células producird mas proteinas.

¢ Las proteinas pueden degradarse con el tiempo.

Entre la mitad y el final de la fase de registro seria un buen momento para
activar un gen de interés. En este punto hay una gran cantidad de células
sanas. Anteriormente en la curva de crecimiento, hay menos células y
menos proteinas. Mds adelante en la curva de crecimiento hay células que
envejecen con proteinas que se degradan, lo que puede afectar la capacidad
de la célula para producir proteinas en grandes cantidades.

e Siuna mutacién cambia un aminoacido, ;cémo podria afectar este cambio al
plegamiento de proteinas y a la funcion de las proteinas? El cambio puede
dar como resultado una proteina plegada de manera incorrecta que no tiene
la conformacidn correcta para llevar a cabo su funcién. Esta mutacion puede
causar una enfermedad genética.

e Siestuviera tratando de usar la cromatografia en columna para separar la
insulina de una mezcla de proteinas, ;usaria los mismos tampones de union,
lavado y elucién utilizados para la RFP, o usaria tampones con diferentes
concentraciones de sal? Explique el razonamiento de su respuesta. Haria
nuevos tampones con diferentes concentraciones de sal para tener en cuenta
las cantidades relativas de los aminoacidos hidrofobicos e hidrofilicos de las
proteinas. La concentracion de sal del tampdn de elucion debe hacer que la
proteina de interés se vuelva a plegar y se libere de la columna.

IDEAS CLAVE: Para obtener una gran cantidad de RFP, las células bacterianas
que han sido transformadas por el plasmido pARA-R segun se identifica por el
proceso de seleccion se cultivan en condiciones de crecimiento favorables y se
alimentan de arabinosa para activar el gen rfp. Las células bacterianas se lisan
para liberar el contenido celular.

Haga que los alumnos lean el parrafo introductorio del Laboratorio 6,
compartan sus respuestas a las preguntas de Antes del laboratorio y que
completen la Parte A. Durante el laboratorio, haga que los alumnos compartan
su respuesta a las preguntas de DETENGASE Y PIENSE con la clase. (45 minutos)

Este laboratorio se desarrolla en dos dias. En la Parte A, los alumnos lisan las
bacterias que han sido cultivadas y alimentadas con arabinosa para activar el
gen rfp. Los alumnos discuten las preguntas de Antes del laboratorio en sus
grupos y registran sus respuestas de forma individual. Haga que los alumnos
compartan sus respuestas con la clase.
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Posibles respuestas a las preguntas de Antes del laboratorio:

1.

En la cromatografia en columna, ;como pueden usarse soluciones de
diferentes concentraciones de sal, que desplegaran proteinas en diversos
grados, para ayudar a purificar la RFP? Las proteinas se despliegan en el
tampdn de union, que tiene una alta concentracion de sal. Cuando se
agregan a la columna, las proteinas hidrofdbicas en el tampdn de union se
adhieren a las perlas de la columna, mientras que las proteinas hidrofilicas
pasan a través de la columna. Las proteinas hidrofobicas que se adhieren a la
columna pueden liberarse agregando tampones con concentraciones de sal
mas bajas. Estos tampones permiten que las proteinas se vuelvan a plegar, lo
que las libera de la columna. Se pueden agregar varios tampones diferentes
para liberar proteinas con diferentes cantidades relativas de aminodcidos
hidréfobos.

Lea las secciones de Métodos para la Parte A (paginas E-12 y E-13 de la Guia
del estudiante) y para la Parte B (en las paginas E-14 y E-15 de la Guia del
estudiante) y describa brevemente los pasos, usando palabras y un diagrama
de flujo. Las respuestas de los alumnos seran variadas. El diagrama de flujo
de un estudiante puede parecerse a los diagramas de flujo de las paginas
E-12, E-13 y E-14.
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Laboratorio 6, Diagrama de flujo de la Parte A

< . \E

Asigne ’ Verifique los reactivos ’ Registre el color l Centrifugue el tubo EC l
tareas (EC, EB, LyB) del tubo EC durante 5 minutos

W

,

v oS
S
2 B

'y,

o

1,000 pL EC

iy, D MiN

EC

Utilice la micropipeta P-200 ’ Pida otros 1,000 pL (1 mL) ’ Centrifugue el tubo EC i
ajustada a 200 pL para eliminar de solucién EC al profesor; durante 5 minutos
el sobrenadante del tubo EC agregue al tubo EC

- j
EC
Utilice la micropipeta P-200 ’ Invierta el tubo EC y utilice la ’ Pipetee 150 pL de ’
ajustada a 200 pL para eliminar micropipeta P-200 para eliminar tanto EB en el tubo EC
el sobrenadante del tubo EC liquido como sea posible sin alterar

el sedimento celular

150" uL LyB

|}R

EC

Tape el tubo ECy mueva » Pipetee 150 pL de » Tape el tubo EC y mueva » Etiquete el tubo EC con el
vigorosamente la gradilla de LyB en el tubo EC vigoramente la gradilla para numero de grupo
tubos de microcentrifuga hasta tubos de microcentrifuga y el periodo de clase,
que las células vuelva a estar para mezclar y entrégueselo al profesor
suspendidas y no aglomeradas
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Laboratorio 6, Diagrama de flujo de la Parte B

EC BB WB EB CEB * SUPER  RFP
v ' ' ' ' N
Verifica los reactivos Et|qu.eta los tfxbos de
(EC, BB, WB, EB, CEB) » microcentrifuga

(SUPER, RFP)

Un miembro del grupo:

Un miembro del grupo:

Configura una » Coloca el recipiente de recoleccion de residuos debajo
columna de de la llave de paso de la columna, abre la columna
cromatografia girando la valvula de la llave de paso, deja que el
tampén drene de la columna, y cierra la véalvula cuando

queden de 1 a 2 mm de liquido encima de la resina
Un miembro del grupo:

\‘\mr/

R
b N

200 pL de
5 sobrenadante de EC

Y,

\lllllu,"
2,

5
o
m
n

SUPER

Centrifuga el tubo de

. Pipetea 200 pL del Pipetea 200 pL de BB
» Examina el tubo » » »
EC durante 5 minutos sobrenadante EC en en el tubo SUPER

el tubo SUPER
Todo el grupo:

)

SUPER

400 uL SUPER

Mezcla reactivos en el ) Pipetea 400 pL de SUPER ’ Coloca el recipiente de recoleccién de residuos ’
tubo SUPER bombeando en la parte inferior de la debajo de la llave de paso, abre la valvula, deja que
suavemente la solucién hacia

columna de cromatografia el tampon drene, y cierra la valvula cuando queden
adentro y hacia afuera de 1 a 2 mm de liquido encima de la resina
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Laboratorio 6, Diagrama de flujo de la Parte B (continuacién)

1000 uL WB

Ubica RFP y registra sus » Pipetea 1,000 uL de WB en » Coloca el recipiente de recoleccion de residuos »
observaciones en el la parte inferior de la debajo de la llave de paso, abre la valvula, deja
cuaderno columna de cromatografia que el tampon drene, y cierra la valvula cuando
queden de 1 a 2 mm de liquido encima de la resina

1000 pL EB

RFP RFP
Dos veces mas, pipetea » Coloca el tubo de RFP debajo de la » Coloca el recipiente de recoleccion de »
1,000 pL de EB en la parte llave de paso, abre la valvula, deja residuos debajo de la llave de paso, abre la
inferior de la columna que drene Unicamente la parte valvula, deja que el tampon drene, y cierra
de cromatografia roja del eluato, cierra la valvula 'y la valvula cuando queden de 1 a 2 mm de
tapa muy bien el tubo liquido encima de la resina

i'

*
RFP \
= \ .

_—

Dos veces, pipetea 1,000 pL de CEB en ) Vierte el contenido ’ Compara la intensidad de color del
la parte inferior de la columna de del recipiente de tubo de RFP con los tubos de los
cromatografia, y tapa muy bien la recoleccion de residuos otros grupos, y registra sus

columna para la clase siguiente por el fregadero observaciones en el cuaderno
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Mientras las células cultivadas giran en la microcentrifuga durante cinco minutos
en la Parte A, paso 3, haga que los alumnos discutan sobre las preguntas

de DETENGASE Y PIENSE y que registren sus respuestas de forma individual.
Haga que los alumnos compartan sus respuestas con la clase.

Posibles respuestas para las preguntas de DETENGASE Y PIENSE:

e ;Como puede determinar déonde esta la RFP en cada paso de la separacién?
La RFP fluoresce en rojo para que pueda identificarse facilmente.

e ;De qué color es el sobrenadante? ¢El granulo? ; Cudles son los contenidos
de cada uno? El granulo es de color rosado brillante o rojo mientras que el
sobrenadante es transparente. El granulo contiene todas las células de E. coli con
RFP mientras que el sobrenadante contiene el medio de crecimiento (LB).

RECURSOS: Ayude a los alumnos a visualizar el plegamiento de proteinas I:l
mostrandoles un video del proceso (disponible en el sitio web del programa). %
f N

ANTECEDENTE CIENTIFICO: INSULINA RECOMBINANTE

Muchas proteinas estan formadas por cadenas peptidicas separadas que
estan conectadas por puentes disulfuro. La insulina es una de esas proteinas:
estd compuesta por dos cadenas peptidicas, denominadas cadena A (que
tiene 21 aminodcidos) y cadena B (que tiene 30 aminodcidos). Cuando se
produce insulina humana recombinante, las dos cadenas se elaboran por
separado y se purifican, luego se mezclan y se conectan en una reaccién que
forma los puentes disulfuro, produciendo insulina humana recombinante.

IDEAS CLAVE: Una vez que las células bacterianas que produjeron RFP se lisan,

la proteina se separa de otras proteinas en la célula mediante el uso de una &
columna de cromatografia que aprovecha las diferencias en la hidrofobicidad.

Para separar la RFP, que es una proteina muy hidréfoba, la columna de

cromatografia esta llena de perlas recubiertas de resina que se unen a proteinas

hidréfobas que se han desplegado en una solucién tampén de unién. Un

tampon de lavado libera moderadamente proteinas hidréfobas de la resina y un

tampon de elucion libera RFP de la resina. Tanto los tampones de lavado como

los de elucién tienen una concentracion de sal mas baja que el tampén de unién,

y hacen que las proteinas unidas se vuelvan a plegar.
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Haga que los alumnos completen el Laboratorio 6, Parte B. Durante el
laboratorio, haga que los alumnos compartan sus respuestas a las preguntas
de DETENGASE Y PIENSE con la clase y que expliquen su razonamiento.

(30 minutos)

En la Parte B de este laboratorio de dos dias, los alumnos usan la cromatografia
en columna para separar la RFP del resto de las proteinas de la célula lisada.

Mientras las células lisadas giran en la microcentrifuga durante cinco minutos en
el paso 6, haga que los alumnos discutan sobre las preguntas de DETENGASE Y
PIENSE y que registren sus respuestas de forma individual. Haga que los alumnos
compartan sus respuestas con la clase.

Posibles respuestas para las preguntas de DETENGASE Y PIENSE:

e Los tres tampones que utilizara en este laboratorio son el tampén de
union (BB), el tampon de lavado (WB) y el tampdn de elucién (EB). ; Cual
es la funcién de cada uno? BB hace que las proteinas se desplieguen para
que las proteinas hidrofdbicas se unan a las perlas recubiertas de resina
en la columna. WB hace que las proteinas moderadamente hidrofdébicas
se vuelvan a plegar y las libera de la resina. EB hace que la RFP se pliegue
nuevamente y la libera de la resina.

e ;De qué color es el sobrenadante? ;El granulo? ; Cuales son los contenidos
de cada uno? El granulo es blanco mientras que el sobrenadante es rosado.
El granulo contiene los restos celulares, mientras que el sobrenadante
contiene los tampones de elucidn y lisis (EB y LB), asi como la proteina
fluorescente roja y otras proteinas citoplasmaticas.

Pida a los alumnos que discutan las Preguntas del Capitulo 6 en grupos
pequeiios y que registren sus respuestas de forma individual. Dirija un debate
a partir de las respuestas de los alumnos. (15 minutos)

Haga que los alumnos reflexionen sobre su comprension de la conformacién
de proteinas, el plegamiento de proteinas y la separacién de proteinas con
cromatografia en columna respondiendo las Preguntas del Capitulo 6.

Posibles respuestas a las Preguntas del Capitulo 6:

1. ¢Por qué es importante la conformacion de una proteina para llevar a cabo su
funcion? Una conformacion especifica da como resultado sitios de union en
el exterior de la proteina. Los sitios de unidn permiten que la proteina se una
a otras moléculas, es de esta manera cdmo una proteina puede llevar a cabo
su funcion. Las proteinas tienen una de cuatro funciones: catalizar reacciones,
transportar moléculas, proporcionar una sefial o formar estructuras.

2. ¢Qué propiedades de los aminoacidos en una proteina se relacionan con
el plegamiento de proteinas? La secuencia de aminodcidos determina el
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plegamiento. El plegamiento de proteinas es el resultado de la formacion
de enlaces de hidrégeno débiles entre los aminodcidos, la tendencia de los
aminodcidos hidrofdbicos a quedar enterrados dentro de la proteina y la
formacién de puentes de disulfuro covalentes entre los aminoacidos que
contienen azufre.

3. (El eluato que contiene su RFP parece menos brillante o mas brillante que
en el lisado celular después de la centrifugacion? Si hay una diferencia
notable en la intensidad del color rojo, iqué podria explicar eso? El eluato
es mas brillante que el lisado celular. El eluato contiene principalmente
RFP separada, mientras que el lisado celular contenia todas las proteinas
celulares.

4. ;Qué caracteristica de RFP se utiliza como base para la separacion por
cromatografia en columna? La RFP tiene mas aminodcidos hidrofdbicos que
aminodacidos hidrofilicos y, cuando se despliega, se adhiere a la resina en las
perlas de la columna.

5. ¢Coémo se puede ajustar o modificar el procedimiento de cromatografia en
columna para aumentar la pureza de la muestra de RFP? Use mds tampones
de lavado que tengan mdés grado de concentracion de sal durante el proceso
de elucidn. Recoja el eluato rojo en lotes pequerios y mantenga solo los lotes
del medio.

ESTRATEGIA: Mientras dirige el debate, aplique las siguientes practicas:

e Dé alos alumnos tiempo para evaluar las respuestas de los demas.
e Pida aclaraciones.

¢ Pida una explicacion.

¢ Replantee o reformule.

e Pida un ejemplo.

e Pida evidencia.

e Proporcione ejemplos y contraejemplos.

¢ Pida a los alumnos que aporten una explicacion.

¢ Pida a los alumnos que evallien una respuesta.
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LABORATORIO13:
EXAMEN DE LA PRECISION DE MICROPIPETAS

Acaba de enterarse de que se utiliza una micropipeta para transferir volimenes
muy pequeios y exactos de liquidos en mililitros (ml, milésimas de litro) o
microlitros (ul, millonésimas de litro). Cada micropipeta esta calibrada para

que el volumen mas pequefio que entrega sea preciso, lo que significa que el
volumen medido puede reproducirse de manera consistente. En este laboratorio,
comparard la precision de una micropipeta y un gotero.

ANTES DEL LABORATORIO

Responda a las siguientes preguntas con su grupo y preparese para compartir sus
respuestas con la clase.

1. ¢Por qué la precision podria ser importante en el proceso de ingenieria genética?

2. Lea la seccion Métodos a continuacion y describa brevemente los pasos,
utilizando palabras y un diagrama de flujo.

MATERIALES

Reactivos

e Una gradilla de plastico para tubos de microcentrifuga con un tubo de
microcentrifuga de agua destilada (dH,0)

Equipo y suministros

e Micropipeta P-20 (para medir 2.0-20.0 pl)

e (Caja de puntas de pipetas desechables

e 8 tubos de microcentrifuga vacios de 1.5 ml

e Marcador permanente

e Gotero

*  Microcentrifuga (sera compartida entre todos los grupos)

e Contenedor de residuos para las puntas y tubos de microcentrifuga usados
(se compartiran entre los grupos)

SEGURIDAD:

e Debera usar todas las precauciones de seguridad adecuadas y la vestimenta
requerida para un laboratorio de ciencias, incluidas las gafas de seguridad.
Consulte las instrucciones de su maestro.

e Lavese bien las manos con jabon después de terminar el laboratorio.

AMGEN BIOTECH EXPERIENCE
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METODOS

En este laboratorio, examinara la precision (exactitud) de una micropipeta y la
comparara con la precision de otro instrumento que probablemente haya usado
mucho en sus clases de ciencias: un gotero.

1. Revise su gradilla para asegurarse de que tiene el tubo de dH,O.

2. Etiquete cuatro tubos de microcentrifuga vacios como “MP" y coloque los
tubos en la gradilla.

3. Pipetee 20.0 pl de dH,0 en cada uno de los cuatro tubos MP. Tape los tubos.

4. Etiquete cuatro tubos de microcentrifuga vacios con “MD" y coloque los
tubos en la gradilla.

5. Use el gotero para dispensar una sola gota de dH,O en cada uno de los
cuatro tubos de MD. Tape los tubos.

6. Examine el agua en los tubos y luego centrifugue los tubos.

TECNICA DE LABORATORIO: Distribuya los tubos uniformemente en la
microcentrifuga para que su peso esté equilibrado.

7. Vuelva a examinar el agua en los tubos para verificar que ahora el agua esté
en el fondo de los tubos.

DETENGASE Y PIENSE: ; Qué sucede cuando el agua se centrifuga?
¢Por qué podria ser importante la centrifugacion cuando se manejan
pequefios volumenes de liquido?

8. Compare la cantidad de agua en los cuatro tubos de MP. ;Parece que en los
cuatro tubos hay la misma cantidad?

9. Compare la cantidad de agua en los cuatro tubos de MD. ;Parece que en los
cuatro tubos hay la misma cantidad?

10. Use la micropipeta para verificar el volumen en cada tubo de MD y compare
los valores que obtenga.

11. Informe a la clase sobre lo que aprendi6 sobre la cantidad de dH,0
dispensado por el gotero de medicamentos. Compare los valores obtenidos
por los diferentes grupos.
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V4

CLONE ESE GEN

GGATCC
CCTAGG

Gen de resistencia
a la ampicilina

GGATCC
CCTAGG

Gen de resistencia
ala ampicilina

GGATCC
CCTAGG

Gen de resistencia
a la ampicilina

GGATCC
CCTAGG

Gen de resistencia
ala ampicilina

TTCGAA CTTAAG

a kanamicina

TTCGAA

ORI Promotor AAGCTT GAATTC Gen de resistencia AAGCTT
TTCGAA CTTAAG a kanamicina TTCGAA
ORI Promotor AAGCTT GAATTC Gen de resistencia AAGCTT
TTCGAA CTTAAG a kanamicina TTCGAA
ORI Promotor AAGCTT GAATTC Gen de resistencia AAGCTT
TTCGAA CTTAAG a kanamicina TTCGAA
ORI Promotor AAGCTT GAATTC Gen de resistencia AAGCTT
TTCGAA CTTAAG a kanamicina TTCGAA
- AAGCTT - GAATTC l Gen de resistencia AAGCTT

ORI Promotor

GGATCC
CCTAGG

Gen de resistencia
a la ampicilina
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AAGCTT GAATTC Gen humano GGATCC GAATTC
TTCGAA CTTAAG CCTAGG CTTAAG
AAGCTT GAATTC Gen humano GGATCC GAATTC
TTCGAA CTTAAG CCTAGG CTTAAG
AAGCTT GAATTC Gen humano GGATCC GAATTC
TTCGAA CTTAAG CCTAGG CTTAAG
AAGCTT GAATTC Gen humano GGATCC GAATTC
TTCGAA CTTAAG CCTAGG CTTAAG
AAGCTT GAATTC Gen humano GGATCC GAATTC
TTCGAA CTTAAG CCTAGG CTTAAG
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LABORATORIO 4: DINGRAMA DE ESCALERA DE ADN

10,000 pb

8,000 pb
6,000 pb

5,000 pb

4,000 pb

3,000 pb

2,000 pb

1,500 pb

1,000 pb

500 pb
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LABORATORIO 4A: DIAGRAMA DE ESCALERA DE ADN

M R- R+
| | | | |
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
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PREDICCIONES DE CRECIMIENTO BACTERIANO

Predecir cuanto crecimiento bacteriano vera en cada placa. Marque la placa / seccion de la placa con +++
(crecimiento alto), ++ (crecimiento medio), + (crecimiento bajo), o - (sin crecimiento):

Placa LB

Placa LB/amp Placa LB/amp/ara

Tabla 1: Grupo de control P- (bacterias no transformadas)

Placa
Contiene

Previsto
Crecimiento

Conclusion si se produce un
crecimiento previsto

Conclusion si no se produce
el crecimiento previsto

Caldo Luria
(LB)

Caldo Luria
ampicilina
(LB / amp)

Tabla 2: Grupo Experimental P+ (bacterias transformadas)

Placa
Contiene

Previsto
Crecimiento

Conclusion si se produce un
crecimiento previsto

Conclusion si no se produce
el crecimiento previsto

Caldo Luria
(LB)

Caldo Luria
ampicilina
(LB / amp)

Caldo Luria
ampicilina
arabinosa

(LB /amp/ ara)
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