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Horas: 120
N°. de unidades: 8

Esta publicacion que tienes entre tus manos ha sido
elaborada por compafieros y compafieras en activo.

La programacién de cualquier materia es un trabajo muy
personal, amparado en la experiencia de cada profesor o de
cada profesora y sujeto, por lo tanto, a subjetividad. Teniendo
en cuenta esta premisa, te invitamos a que lo analices y si lo
consideras oportuno lo utilices como material de consulta y si
llega el caso, como guia que puede orientar tu intervencion
docente.

Aun considerando sus posibles limitaciones, esti concebido
y disefiado a partir del DCB de los nuevos ciclos formativos y
tiene en cuenta la normativa vigente en la CAPV relativa al
desarrollo curricular asi como lo concerniente a la
programacion docente (Decreto 32/2008 de 26 de febrero).

Esperamos que te sea de utilidad, a la vez que agradecemos
a sus autores el esfuerzo realizado para que este trabajo
haya sido posible.
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Ciclo Formativo: LABORATORIO DE ANALISIS Y CONTROL DE CALIDAD

QUIMICA Modulo 7: ENSAYOS BIOTECNOLOGICOS

Secuenciacion y Temporalizacion de Unidades Didacticas

Lo =S De ol pes UNIDADES DIDACTICAS SECUENCIADAS DURACION
BI B2 B3 B4 B5

UD 0: Presentacion del médulo. 1h.

X X X X X UD 1: Analisis de las caracteristicas generales de las principales biomoléculas y de los procesos basicos de la Genética Molecular. 12h.

X X X X UD 2: Extraccion de proteinas, separacion por electroforesis e identificacion inmunoldgica. 18h.

X X X UD 3: Extraccion y purificacion de acidos nucleicos de origen animal, vegetal y bacteriano. 15h.

X X UD 4: Tecnologia del ADN recombinante: Enzimas de restriccion. Vectores. Transformacion y Deteccién. 18h.

X X UD 5: Clonaje del ADN mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y separacion por electroforesis. 14h.

X X UD 6: Secuenciacion de &cidos nucleicos y manejo de herramientas bioinformaticas. 12h.

X X UD 7: Caracterizacion de agentes toxicos y mutagénicos de origen vegetal, microbiano y antrépico. 12h.

X X X UD 8: Identificacion de microorganismos por métodos moleculares, serolégicos e inmunoldgicos. 18h.
TOTAL 120 horas

Bloque 1: Extraccion de proteinas y acidos nucleicos.

Bloque 2: Identificacion, secuenciacion y andlisis de las proteinas.
Bloque 3: Identificacion de microorganismos.

Bloque 4: Tecnologia del ADN recombinante. Clonacion.

Bloque 5:Caracterizacién de agentes téxicos y mutagénicos.




Ciclo Formativo: LABORATORIO DE ANALISIS Y CONTROL DE CALIDAD

QUIMICA Modulo 7: ENSAYOS BIOTECNOLOGICOS

Unidad didactica n°. 0: PRESENTACION DEL MODULO Duracion: 1 hora

Obijetivos de aprendizaje:
1. Conocer la planificacion global de desarrollo del médulo, asi como a los miembros del grupo.
Comprender los criterios que ser&n considerados y aplicados por el profesor o profesora en la gestion del proceso formativo.
Identificar los derechos y obligaciones como estudiante, en relacién con el médulo.
Comprender las principales interrelaciones que se dan entre las unidades didacticas del modulo y entre este y los demas que lo constituyen.
Identificar los propios conocimientos en relacion con los que se deben alcanzar en el médulo.

[SARF IS

Bloques
112|3|4]|5

CONTENIDOS

» Anélisis de las relaciones existentes entre los modulos del ciclo y las de éste con las cualificaciones que le sirven de referente.
» lIdentificacion y registro en el soporte adecuado de los aspectos, normas y elementos que se planteen en torno a cuestiones

PROCEDIMENTALES L
disciplinares,
metodoldgicos, relacionales, etc.
»  Cualificaciones que constituyen el ciclo y relacion con el madulo.
CONCEPTUALES »  Contribucion del mddulo al logro de los objetivos del ciclo.

»  Objetivos del modulo.
»  Criterios de evaluacién del madulo y de las unidades didacticas.

»  Valorar la importancia de lograr un consenso en relacion con los comportamientos deseados por parte de todos los componentes del
ACTITUDINALES grupo, incluido el profesor o la profesora.
»  Normasy criterios a seguir en el desarrollo del modulo.

UD 0. PRESENTACION DEL MODULO 5



Ciclo Formativo: LABORATORIO DE ANALISIS Y CONTROL DE CALIDAD
Maédulo 7: ENSAYOS BIOTECNOLOGICOS

QUIMICA
ACTIVIDAD METODOLOGIA RECURSOS
QUEvGy avanahacer O T QUIEN COMO se va a hacer PARA QUE se va a hacer CON QUE se va a hacer
Tipo de actividad Implicad. Pr| Al

Al Presentacion de 1 10min. | X | X |Elprofesor o la profesora asi como los alumnos y las alumnas | La finalidad es permitir un conocimiento No se requieren medios
alumnosy alumnas'y se presentaran personalmente. El profesor o profesora inicial y romper barreras sociales a efectos | especiales para llevarla a
profesor o profesora. sugerira los aspectos que puedan resultar de interés en la de favorecer la comunicacion entre los cabo.

presentacion, siendo opcional el ofrecer una informacién u componentes del grupo.

otra. Cuando el grupo sea de continuidad, no

sera necesaria esta actividad.

A2 Presentacion de los 2,4 10min. | X | X | Elprofesor o profesora valiéndose de un esquema o de una | Que los alumnos y las alumnas adquieran Pizarra.
elementos que componen presentacion utilizando recursos informéticos, si la una vision global de la programacién de la Presentacion en Power 0
la programacion. infraestructura del aula lo permite, realizara una exposicion de | materia del mddulo, de su estructura, similar.

los elementos que constituyen la programacion, horarios, etc. | relaciones, tiempos y duraciones, etc. Cronogramas.

Fotocopias con la
informacion.

A3 Presentacion de los 2,3 10min. | X | X | Mediante una exposicion verbal apoyada por transparencias u | El alumnado conocera, asi, y comprenderd | Esta actividad puede
criterios y normas que otros elementos el profesor o profesora dara a conocer los el marco académico, social e interrelacional, | hacerse en el salén de
guiarén la gestion del criterios de diferente indole que serén utilizados en la gestion | de modo que pueda ajustar sus clase 0 en aula taller y no
proceso formativo. del proceso de ensefianza y aprendizaje que se produzcan en | intervenciones a dicho marco normativo. requiere de recursos

el aula. Exdmenes, criterios de correccion y evaluacion, especiales.

reglamento de régimen interno, responsabilidades

disciplinarias, etc.

Se abrird un tiempo para que todas las dudas puedan ser

aclaradas.
Ad4-E1 Identificacion de los 5 30min. | X | X |Estaactividad se puede desarrollar a través de un diélogo, Se trata de conocer el punto de partida del | Cuestionarios.
conocimientos previos de mediante preguntas del profesor o profesora respondidas por | conocimiento del alumnado referido a los
los alumnos y de las los alumnos y por las alumnas o mediante un cuestionario contenidos que seran desarrollados en el
alumnas en relacion con el preparado al efecto en formato de preguntas abiertas o de mddulo. Este conocimiento permitira al
modulo profesional a respuesta maltiple. profesor o profesora reestructurar la
cursar. programacion, adecuandose a la realidad

del grupo y de las individualidades.

UD 0. PRESENTACION DEL MODULO




Ciclo Formativo: LABORATORIO DE ANALISIS Y CONTROL DE CALIDAD

QUIMICA Maodulo 7: ENSAYOS BIOTECNOLOGICOS

OBSERVACIONES

» laactividad Al ser4 suficiente con que se realice en uno de los médulos. El equipo del ciclo se pondra de acuerdo en determinar en cuél se hard.

» laactividad A4 puede mantenerse aunque en cada una de las unidades didacticas se realiza una actividad que incluya una evaluacion inicial. En todo caso, ambas actividades son compatibles y
complementarias. Puede ser un primer momento para tomar contacto con los conocimientos previos, de modo general, aunque sea en cada unidad donde se haga una incidencia mayor.

» Enlas unidades did4cticas de este mddulo, las actividades pueden ser de ensefianza y aprendizaje (A) o de evaluacion (E). En ocasiones, una misma actividad ademés de ser de ensefianza y
aprendizaje, puede serlo, también, de evaluacion. En estos casos se expresard como (An-Em) y seran actividades que participan de la triple naturaleza. La numeracién de las A, la (n) y de las E,
la (m) es independiente entre si.

»  Eneste mddulo el nimero de resultados de aprendizaje no coincide, como suele ser habitual, con el de bloques de contenido. Esto debe ser tenido en cuenta para interpretar adecuadamente las
relaciones establecidas en la ficha de cada UD. Estas relaciones se establecen a través de las “X" que figuran en cada contenido y que se ubica o relaciona con uno o varios bloques de
contenidos. La s relaciones que se dan entre los RA y los blogues son las siguiente: el RA 1 corresponde con el Bloque 1, el RA 2 con el bloque 4, el RA 3 con los bloques 2y 3y el RA4 con el
blogue 5.

UD 0. PRESENTACION DEL MODULO 7



QUIMICA

Ciclo Formativo: LABORATORIO DE ANALISIS Y CONTROL DE CALIDAD
Mdédulo 7: ENSAYOS BIOTECNOLOGICOS

Unidad didactica n°. 1: ANALISIS DE LAS CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS PRINCIPALES BIOMOLECULAS Y DE LOS PROCESOS

BASICOS DE LA GENETICA MOLECULAR

Obijetivos de aprendizaje:

© 0N O WD

[y
e o

RA 1: Extrae proteinas y acidos nucleicos, relacionando la técnica seleccionada con la matriz de la muestra.
RA 2: Clona &cidos nucleicos, aplicando los procedimientos de biologia molecular.

RA 3: Identifica microorganismos y proteinas aplicando ensayos inmunol6gicos y genéticos.

RA 4: Identifica agentes tdxicos y mutagénicos aplicando ensayos de toxicidad y mutagénesis.

1. Definir el concepto actual de Biotecnologia, teniendo en cuenta sus antecedentes historicos.

Distinguir las principales aplicaciones de la Biotecnologia: Roja, Verde, Azuly Blanca.

Describir las principales biomoléculas orgénicas (gllcidos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos) a partir de su estructura y funcién.
Diferenciar los vectores biotecnologicos mas importantes (virus, bacterias y células eucariotas).

Describir las técnicas basicas para el cultivo de microorganismos de uso habitual en Biotecnologia.

Diferenciar los procesos bésicos de la Genética Molecular (Replicacion, Transcripcion y Traduccion).

Clasificar las estructuras celulares mas importantes en Biotecnologia (procariota y eucariota).

Observar el crecimiento de los microorganismos en medios de cultivo previamente elaborados y sembrados.

Describir las bases de la variabilidad del material genético (mutaciones).

Identificar las pautas de prevencion frente al riesgo biologico.

Consultar normativa de referencia aplicable a la Seguridad en el laboratorio de Biotecnologia y a la gestion de los residuos biosanitarios.
Identificar las condiciones de asepsia y de manipulacion y eliminacién de los residuos generados.

Duracién: 12 horas

CONTENIDOS

Bloques

2 |3

4

PROCEDIMENTALES

Identificacién de las aplicaciones cotidianas de los procesos y productos biotecnoldgicos. X
Elaboracion de materiales documentales para definir y describir las principales biomoléculas orgénicas y los procesos bésicos de la X
Genética Molecular.
Realizacion de ejercicios sobre las caracteristicas del ADN y la lectura de su informacién. X
Exposicién pablica de los resultados de los materiales elaborados. Correccion de errores. X
Andlisis de las diferencias estructurales y funcionales de las principales formas de organizacion celular.
Identificacién de sus implicaciones en el desarrollo de los procesos genéticos. X
Analisis de los riesgos asociados a la exposicion a agentes bioldgicos.

X X X X X X X

UD 1: CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS PRINCIPALES BIOMOLECULAS Y DE LOS PROCESOS
BASICOS DE LA GENETICA MOLECULAR
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Ciclo Formativo: LABORATORIO DE ANALISIS Y CONTROL DE CALIDAD
Mdédulo 7: ENSAYOS BIOTECNOLOGICOS

QUIMICA
»  Preparacién y conservacion de cultivos microbioldgicos. X
*  Reconstitucion y manipulacion de cepas liofilizadas. X| X[ X|X
»  Gestion adecuada de los residuos hiosanitarios generados en el laboratorio de Biotecnologia. X
»  Concepto actual de Biotecnologia y principales aplicaciones. X
»  Estructuray funcion de las principales biomoléculas orgénicas (gllcidos, lipidos, proteinas y acidos nucléicos). X | X X
»  Procesos bésicos de la Genética Molecular (Replicacion, Transcripcion y Traduccion). X
CONCEPTUALES »  Criterios para la evaluacién de los riesgos asociados a la exposicion a agentes biolégicos (Guia Técnica del RD 664/1997 del Instituto XX [ X|X]|X
Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo).
»  Criterios para la gestién de los residuos biosanitarios. X X[ X|X]| X
»  Bases de datos informatizadas de proteinas y &cidos nucléicos. X X
»  Actitud positiva, participativa y cooperante en el trabajo en grupo. X X[ X|X]|X
»  Disponibilidad, implicacion, rigor, autonomia, paciencia e iniciativa en la realizacion de las tareas asignadas, acabando los trabajosenlos | X | X | X | X | X
plazos previstos.
ACTITUDINALES »  Exposicion oral clara, precisa y amena, con un nivel cientifico y técnico adecuado. X X
*  Orden, limpieza y método en las actividades de preparacion de medios de cultivo y de siembra de microorganismos. X| XX X
»  Cumplimiento de normas de seguridad ambiental y salud laboral en las actividades que impliquen exposicion a agentes biologicos. X X[ X | X]|X
»  Seguimiento de los Procedimientos Normalizados de Trabajo (PNT) y cumplimiento de las Buenas Précticas de Laboratorio (BPL). X X | X
ACTIVIDAD METODOLOGIA RECURSOS
: jeti UIEN . . .
QUE. voyovana hacer Obj(.etlv' T Q COMO se va a hacer PARA QUE se va a hacer CON QUE se va a hacer
Tipo de actividad Implicad. Pr | Al
E1 Evaluacion inicial. 1,2,3,4,| 30 X X | El profesor o la profesora realiza un niimero Evaluar los conocimientos previos Noticias recientes relacionadas
5,6,7,9 | min. suficiente de preguntas cortas a todos los (conceptos y procedimientos) que el | con la Biotecnologia, la Genética
alumnos y las alumnas, por escrito, después de | alumno y la alumna tienen sobre las | Molecular y sus aplicaciones.
comentar brevemente una noticia reciente del | caracteristicas generales de las Cuestionario.
ambito biotecnoldgico. principales biomoléculas y de los
procesos basicos de la Genética
Molecular.
UD 1: CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS PRINCIPALES BIOMOLECULAS Y DE LOS PROCESOS 9
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QUIMICA

Ciclo Formativo: LABORATORIO DE ANALISIS Y CONTROL DE CALIDAD
Mdédulo 7: ENSAYOS BIOTECNOLOGICOS

Al Presentacion de la UD. 1,2,3,6,| 1h. La alumna o el alumno aporta sus ideas sobre | Relacionar los conocimientos previos | Diagramas de flujo de los
7 la Biotecnologia y sus aplicaciones y usos de los alumnos y las alumnas con los | procesos basicos de la Genética
mediante una tormenta de ideas. contenidos del aprendizaje. Molecular.
La profesora o el profesor presenta la Unidad Esquema general de la UD.
Didéctica (UD), enmarcandola dentro del Programacion abreviada del
médulo correspondiente y relacionandola con el modulo.
resto de los modulos. Explica los objetivos de
aprendizaje a alcanzar, las actividades de
ensefianza-aprendizaje a realizar para lograrlos
y los criterios de evaluacion que se aplican para
determinar su grado de consecucion.
A2-E2 Préctica guiada de siembradeuna | 5,8,11, | 2h. El alumno o la alumna, con la ayuda de la Describir y diferenciar los medios de | Medio de cultivo deshidratado,
enterobacteria de riesgo 1. 12 profesora o del profesor, prepara un medio de | cultivo mas usuales en el ambito de la | selectivo y diferencial (por
cultivo selectivo y diferencial para sembrar en é| | Microbiologia Biotecnologica. ejemplo, agar MacConkey).
una enterobacteria Gram negativa y lactosa | Preparar un medio de cultivo de los | Enterobacteria Gram negativa y
positiva, de nivel de riesgo 1. citados anteriormente. lactosa positiva (cepa liofilizada).
Finalmente, el alumno o la alumna reflejalos | Aplicar técnicas basicas para la Balanza.
resultados de la siembra en un informe técnico | Siembra y el cultivo de Placa calefactora.
que es evaluado por el profesor o la profesora. | Microorganismos de uso habitualen | Aytoclave.
Biotecnologia, a partir de cepas Campana de flujo laminar.
liofilizadas. Recipiente Pirex.
Mechero.
Asas de siembra.
Hilos de platino.
Placas Petri.
A3-E3 Elaboracion de materiales para la 1,2,3,4,| 5h. El alumno o la alumna, por parejas, con la guia | Identificar, distinguir y describir los Madigan, M.T., Martinko, J. M. y
exposicion/explicacion y estudio de las 6,7,9, del profesor o la profesora y, a partir de material | principales grupos de Parker, J. 1999 Brock Biologia
caracteristicas generales de las 10,11, 12 de referencia dado por ella o él (referencias microorganismos: bacterias, algas, de los microorganismos, 82
principales biomoléculas y de los bibliogréficas, libros, recursos de Intemet...)y | hongos, protozoos y virus. Edicion Revisada.
procesos basicos de la Genética del consultado externamente (en el propio Describir sus funciones en los Nelson, D. L. y Cox, M. M.
Molecular. Centro y/o en bibliotecas municipales o ecosistemas. Lehninger 2005 Principios de
universitarias...), elabora materiales escritos Aplicar principios de Buenas Practicas | Biogquimica Ed. Omega 42
para el estudio de las caracteristicas generales | de Laboratorio (BPL). Edicion.
de las principales biomoléculas y de los Fomentar el trabajo participativo, VVVAA 2009 Biologia 2°
UD 1: CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS PRINCIPALES BIOMOLECULAS Y DE LOS PROCESOS 10
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Ciclo Formativo: LABORATORIO DE ANALISIS Y CONTROL DE CALIDAD
Mdédulo 7: ENSAYOS BIOTECNOLOGICOS

BASICOS DE LA GENETICA MOLECULAR

QUIMICA
principios basicos de la Genética Molecular. ordenado y metédico. Bachillerato Ed. Edelvives.
Cada pareja prepara un apartado: Lipidos y Detectar los conocimientos adquiridos | VVAA Investigacion y Ciencia
glucidos; proteinas, enzimas y 4cidos alo largo de esta Unidad. Temas 38 Nueva Genética,;
nucleicos; organizacion celular (célula Evaluar la evolucién de sus Temas 48. Virus y bacterias;
procariota y eucariota); ADN recombinante; conocimientos previos. Temas 59 ¢ Qué es un gen?
hibridacion de &cidos nucleicos; reaccion en RD. 664/1997, sobre la
cadena de la polimerasa (PCR); electroforesis; proteccion de las trabajadoras y
bioinformética; técnicas de de los trabajadores contra los
enzimoinmunoensayo (ELISA) e riesgos relacionados con la
inmunofluorescencia; mutaciones; riesgos exposicion a agentes bioldgicos
biolégicos y residuos biosanitarios. durante el trabajo.
La profesora o el profesor resuelve en clase las Guia Técnica para la evaluacion
dudas que vayan surgiendo. y prevencién de los riesgos
Cada pareja expone el resultado de su relacionados con la exposicion a
investigacion. agentes bioldgicos (Instituto
El profesor o la profesora revisa el material Nacional de Seguridad e
elaborado y se prepara un documento Unico Higiene en el Trabajo (INSHT)).
con todos los apartados para cada alumna o Directiva 2000/54/CE. sobre la
alumno. proteccion de los trabajadores y
El alumno o la alumna realiza una prueba de las trabajadoras contra los
escrita sobre dicho documento. riesgos relacionados con la
exposicion a agentes bioldgicos
durante el trabajo.
Nota Técnica de Prevencion
(NTP) n° 376 Exposicion a
agentes bioldgicos: seguridad y
buenas practicas de laboratorio
(INSHT).
Manual de bioseguridad en el
laboratorio 32 ed. Organizacion
Mundial de la Salud (OMS),
2005.
Fuentes contrastadas de Internet.
Bateria de ejercicios de tipo test
para ser contestados por el
alumnado.
UD 1: CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS PRINCIPALES BIOMOLECULAS Y DE LOS PROCESOS 1
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Ciclo Formativo: LABORATORIO DE ANALISIS Y CONTROL DE CALIDAD
Mdédulo 7: ENSAYOS BIOTECNOLOGICOS

A4-E4 Visita a una empresa quimica (o de
otro sector productivo) que obtenga sus
productos empleando técnicas
biotecnolégicas.

2,4,6,10

3h.

Los alumnos y las alumnas visitaran una
empresa quimica que trabaja en el &mbito de la
Biotecnologia.

Se trata de una visita guiada “in situ” con un
guidn previamente consensuado entre el
profesor o la profesora y la empresa.

La alumna o el alumno elaborara un informe de
la visita técnica indicando: objetivo, desarrollo,
puntos fuertes, débiles y areas de mejora.

Este informe es corregido por la profesora o el
profesor.

Identificar las principales aplicaciones
de la Biotecnologia Industrial, asi
como algunos de sus procesos y
productos mas importantes, a partir
del ejemplo de una PYME del sector
quimico.

Esta identificacion sirve como ejemplo
préctico de la importancia, diversidad
e impacto econdmico del sector
biotecnoldgico a nivel del Pais Vasco,
estatal, europeo y mundial.

Empresa quimica que trabaje en
el &rea de la Biotecnologia
Industrial.

También puede visitarse alguna
empresa biotecnoldgica de los
sectores sanitario, farmacéutico,
agroalimentario o energético.

A5 Intercambio experiencias (actividad de
cierre).

30

min.

Actividad reflexiva de sintesis del profesor o de
la profesora con el grupo de clase, para
concluir (puntos clave y dudas), identificar
aprendizajes, realizar generalizaciones,
presentar resultados y evaluar el proceso de
ensefianza-aprendizaje.

Comunicarse, realizar un trabajo de
sintesis.

Evaluar el proceso de aprendizaje.
Evaluar la UD.

Mapa conceptual para recoger
los aspectos més relevantes de la
Unidad.

Puntos fuertes, débiles y areas
de mejora.

OBSERVACIONES

»  Teniendo en cuenta que el objetivo principal de esta UD es analizar las caracteristicas generales de las principales biomoléculas y de los procesos bésicos de la Genética Molecular, para evitar
metodologias demasiado expositivas, se ha incluido alguna préctica sencilla de Microbiologia (actividad A2) y una visita a una empresa que trabaje en el ambito de la Biotecnologia industrial
(actividad A4). Se considera que el alumnado del segundo curso del ciclo es capaz de realizar adecuadamente la preparacion de un medio de cultivo y la siembra de microorganismos en el mismo
para observar su crecimiento, con la guia del profesorado que imparte el médulo. De este modo, la alumna o el alumno se introduce en la Biotecnologia de la mano de uno de los microorganismos
mas utilizados en este &mbito: las bacterias.

» lLaactividad A3 pretende que los alumnos y las alumnas, trabajando en equipo, desarrollen, expongan y debatan saberes sobre las principales biomoléculas y procesos basicos de la Genética
Molecular, a partir de su propia labor de investigacion, reduciendo las exposiciones por parte del profesor o la profesora, para que obtengan capacidades de identificacion/caracterizacion mas
reforzadas y fomentando su autonomia y responsabilidad. Esta actividad requiere, para una realizacion adecuada y provechosa, que el alumnado participante emplee, en labores de documentacion
y elaboracién de materiales escritos, un himero de horas variable fuera del horario escolar.

» Tanto en esta UD como en el resto de las incluidas en la programacion, hemos desarrollado con mas detalle y precision los contenidos basicos del DCB, pero teniendo siempre en cuenta que los y
las docentes puedan reconocer en los objetivos y contenidos mas concretos, los elementos generales incluidos en el citado DCB.

»  Puntualmente, se citan en recursos publicaciones, libros y documentos que pueden ser sustituidos por otros que sirvan para los mismos propdsitos.

uD 1: CARACTERI'STICAS GENERALES DE LAS PRINCIPALES BIOMOLECULAS Y DE LOS PROCESOS 12
BASICOS DE LA GENETICA MOLECULAR




Ciclo Formativo: LABORATORIO DE ANALISIS Y CONTROL DE CALIDAD
Mdédulo 7: ENSAYOS BIOTECNOLOGICOS

QUIMICA

Unidad didactica n°. 2: EXTRACCION DE PROTEiNAS, SEPARACION POR ELECTROFORESIS E IDENTIFICACION INMUNOLOGICA Duracion: 18 horas
RA 1: Extrae proteinas y acidos nucleicos, relacionando la técnica seleccionada con la matriz de la muestra.
RA 2: Clona acidos nucleicos, aplicando los procedimientos de biologia molecular.
RA 3: Identifica microorganismos y proteinas aplicando ensayos inmunol6gicos y genéticos.
Obijetivos de aprendizaje:
1. Preparar la muestra, materiales y reactivos de acuerdo con el material que se va a extraer.
2. Calibrar y mantener los equipos para la extraccion, cuantificacion, separacion e identificacion de proteinas.
3. Describir los procedimientos de ruptura celular y extraccion de proteinas, con sus fases, materiales y reactivos necesarios.
4. Realizar una extraccion de proteinas intracelulares, aplicando los procedimientos descritos en el objetivo anterior.
5. Registrar, etiquetar y conservar las proteinas extraidas para su posterior analisis.
6. Describir los métodos de cuantificacion de proteinas més usados, indicando criterios para la eleccion de uno u otro.
7. Realizar la cuantificacion de las proteinas extraidas, utilizando alguno de los métodos descritos.
8. Describir los métodos cromatogréficos y electroforéticos mas importantes para la separacion de proteinas.
9. Llevar a cabo una electroforesis SDS-PAGE de las proteinas cuantificadas.
10. Describir las principales técnicas de identificacion inmunoldgica: el inmunoblotting o western blot, el inmunoensayo ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) y el radioinmunoensayo (RIA).
11. Realizar identificaciones de proteinas aplicando los métodos descritos en el objetivo anterior y manejando diferentes bases de datos.
12. Identificar las condiciones de asepsia, evitando contaminaciones cruzadas.
13.  Aplicar pautas de prevencion frente a riesgos bioldgicos, gestionando adecuadamente los residuos generados.
Bloques
CONTENIDOS
1123|465
»  Preparacién de la muestra de partida para la extraccién de las proteinas mediante ruptura celular. X
»  Calibracion y mantenimiento de los equipos para la extraccion, cuantificacion, separacion e identificacion proteica. X | X
»  Extraccién de proteinas de diferentes fuentes por ruptura celular. X
»  Registro, etiquetado y conservacion de las proteinas extraidas. X
»  Cuantificacion de las proteinas por colorimetria y espectrofotometria. X
PROCEDIMENTALES +  Realizacion de la separacion de proteinas por técnicas cromatogréficas y/o electroforéticas (electroforesis SDS-PAGE). X
* Identificacion proteica mediante inmunoblotting (western blot) e inmunoensayo elisa. X | X
»  Manejo de bases de datos de proteinas. X
»  Aplicacién de pautas de asepsia y de prevencion de riesgos bioldgicos. X| X[ X|X
»  Manipulacién y eliminacién de los residuos generados (residuos biosanitarios). XX | X | X
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CONCEPTUALES .

»  Descripcion de los principales métodos de ruptura celular: lisis, destruccion mecénica y congelacion-descongelacion.
»  Principios colorimétricos de la cuantificacion de proteinas.
»  Caracteristicas de los principales métodos cromatogréficos para la separacion de proteinas.
»  Principios de los métodos electroforéticos para la separacion de proteinas.
Caracteristicas de la reaccion antigeno-anticuerpo.

»  Principios inmunoldgicos de las técnicas de identificacion de proteinas.

»  Fasesy modalidades de la técnica de inmunoensayo elisa.

»  Bases de datos informatizadas para la identificacion de proteinas.

X X X X X X

ACTITUDINALES .

»  Cumplimiento de las normas de asepsia, seguridad, salud laboral y ambientales, especialmente en lo referente a los agentes
biolégicos y los organismos modificados genéticamente.

»  Seguridad, respeto y cuidado en la limpieza, funcionamiento y mantenimiento de material y equipos.

Disponibilidad, implicacion, iniciativa y autonomia en el desarrollo de las actividades.

*  Rigor, orden, limpieza y método en la realizacién de las tareas asignadas.

»  Capacidad para el trabajo en grupo. Colaboracion e integracion en el mismo.

»  Seguimiento de PNT y cumplimiento de BPL.

X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X

ACTIVIDAD METODOLOGIA RECURSOS
QU= Yy B AT o QUIEN COMO se va a hacer PARA QUE se va a hacer CON QUE se va a hacer
Tipo de actividad Implicad. Pr | Al
E1 Evaluacion inicial. 1,2,3,5,| 1h. X X | Eldocente plantea al alumnado como realizaria | Evaluar los conocimientos previos | Curso de Ensayos Biotecnoldgicos.
6, 8, 10, la extraccion e identificacion de proteinas (conceptos y procedimientos) que el | 2008. Técnicas de proteinas.
12 citoplasméticas de un cultivo celular alumno y la alumna tienen sobre la | Universidad de Navarra, Dpto. de

ofreciéndole algunas orientaciones al respecto. | extraccion e identificacion de Bioquimica y Biologia Molecular.
El alumnado, primero individualmente y luego | proteinas. Curso de Ensayos Biotecnoldgicos.
por parejas, responde al supuesto propuesto. 2010. Universidad del Pais Vasco.
Finalmente, en una breve puesta en comdn, las Facultad de Ciencia y Tecnologia.
alumnas y los alumnos, con la guia del o de la VVAA 2010 Ensayos
docente, intercambian sus respuestas y las Biotecnoldgicos Ed. Cano Pina 12
consensuan. Edicion.
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Al Presentacion de la UD. 3,6,8,10| 1h. El alumno o la alumna proponen diferentes Relacionar los conocimientos Articulos publicados en revistas del
proteinas cuyo estudio podria resultar previos de los alumnos y las nivel de investigacion y ciencia
interesante. alumnas con los contenidos del sobre proteinas de diverso interés
La profesora o el profesor presenta la UD, aprendizaje. y sus procesos de aislamiento y
enmarcéandola dentro del médulo caracterizacion. 5
correspondiente y relacionandola con el resto Diagrama de flujo de la extraccion e
de los médulos. Explica los objetivos de identificacion de proteinas.
aprendizaje a alcanzar, las actividades de Esquema general de la unidad
ensefianza-aprendizaje a realizar para lograrlos didactica. ., ,

y los criterios de evaluacion que se aplican para Pr9grama0|on abreviada del
determinar su grado de consecucion. médulo.

A2-E2 Préctica guiada de utilizacion de 1,2 1h La alumna o el alumno se familiariza y aprende | Utilizar correctamente las Micropipetas de varios volimenes.

micropipetas el manejo de las diferentes pipetas que va a micropipetas, base fundamental del | Puntas para micropipetas
utilizar en todas las précticas posteriores. desarrollo practico de las técnicas | desechables de diferentes
Normalmente, éstas vienen en tres tamafios moleculares que se realizan en volimenes.
capaces de pipetear tres rangos de volimenes: | Biotecnologia. Recipiente con agua (100 mL).
P20 =2-20 L, P200 = 20-200 uLy P1.000 = | Desarrollar habitos de rigor,

200-1.000 pL. Las pipetas se usan junto a método, orden y limpieza.
puntas de plastico desechables (normalmente
autoclavazas); las més pequefias (P20 y P200)
utilizan puntas amarillas y blancas y la pipeta
1.000, puntas mayores de color azul.
El alumnado debe tener en cuenta las
siguientes normas de uso:
- Nunca exceder los limites m&ximos y
minimos.
- Ajustar el volumen sin forzar la pipeta.
- Altomar un volumen, no presionar hasta
el segundo punto de resistencia.
- No introducir la punta hasta el fondo del
envase.
El profesor observa, registra y corrige 10s usos
indebidos.
UD 2: EXTRACCION DE PROTEINAS, SEPARACION POR ELECTROFORESIS E IDENTIFICACION 15
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de Coomassie (Bradford).

extraidas mediante el método de Bradford.
Para ello, prepara una recta patrén para
proteinas citoplasmaticas con proteina BSA a
diferentes concentraciones conocidas,
afiadiendo después 40 pL del reactivo de
Bradford a un volumen final de 480 L, tanto a
las muestras de BSA de concentracion
determinada como a las muestras de las
proteinas extraidas de concentracion
desconocida. Por Ultimo, se mide la
absorbancia a 595y a 450 nm.

El colorante se une a la estructura terciaria de
las proteinas y aminoécidos especificos,
cambiando de color de marrén a azul al unirse
a las proteinas. Su intensidad es directamente

Fomentar el trabajo participativo,
ordenado y metédico.

A3-E3 Préctica guiada de extraccién de 1,2,3,4,| 2h. El alumnado, por parejas, con la guia de la Extraer proteinas intracelulares de | Cultivo celular.

proteinas intracelulares de un cultivo de 512,13 profesora o el profesor, realiza una extraccion | un cultivo celular. Tampon de lisis:

celulas humanas. de proteinas intracelulares de un cultivo de Desarrollar habitos de orden, e 20mM Tris-CIH pH 8.
células sanguineas. limpieza, fomentandose el trabajo e 137 mM NaCl.
Para ello, resuspende el sedimento de un metddico, con rigor, autbnomo y en »  10% Glicerol.
cultivo celular que contiene alrededor de 4x10¢ | equipo. e 1% Tritdn X-100.
células en el tampon de lisis, lo pasa a un tubo | Etiquetar y conservar e 1mM Vanadato.
Eppendorf, lo incuba 30 min. en hieloy lo adecuadamente las proteinas e 2mMEDTApHS.
centrifuga durante 15 min. a 12000 rpm.y a extraidas. »  1XInhibidores de
4°C. Por (ltimo, recoge el sobrenadante que proteasas.
contiene las proteinas citoplasmaticas y 1o Ultracentrifuga.
guarda en frio hasta la cuantificacion de las Hielo.
proteinas. Micropipeta.
Finalmente, el alumno o la alumna refleja los Tubos eppendorf.
resultados de la extraccién proteica en un
informe técnico que es evaluado por el profesor
o la profesora.

A4-E4 Préctica guiada de cuantificacionde | 1,2,5,6, | 2h. Por parejas, el alumnado, guiado por el Cuantificar las proteinas extraidas | Proteina BSA 1 ug./ L.

las proteinas extraidas mediante el método | 7,12, 13 profesor o la profesora, cuantifica las proteinas | en la practica anterior. Placas con pocillos.

Colorimetro-espectrofotdmetro-
lector de placas.

Tampon de lisis.

Micropipetas.
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proporcional a la cantidad de proteina.
Finalmente, el alumno o la alumna refleja los
resultados de la practica en un informe técnico
que es evaluado por la profesora o el profesor.
AS5-E5 Préctica guiada de electroforesis 1,2,8,9,| 5h. Las parejas de alumnas y alumnos, con la guia | Realizar una electroforesis SDS- Matraces o0 vasos de precipitados
SDS-PAGE para analizar las proteinas en 12,13 del profesor o la profesora, realizan una PAGE para determinar la masa de 50 mL, 100 mLy 500 mL.
base a su peso molecular. electroforesis SDS (dodecilsulfato sodico, un | molecular de las proteinas Tubos eppendorf de 1,5 mL.
detergente)-PAGE (gel de electroforesis en extraidas. Micropipetas y puntas desechables.
matriz de poliacrilamida y condiciones Desarrollar habitos de orden, Molde para geles pequefios de
desnaturalizantes). De este modo, la proteina | jimpieza, fomentandose el trabajo | acrilamida con su correspondiente
migra hacia el &nodo de acuerdo a su peso met6dico, autdnomo y en grupo. peine.
molecularyno asu carga. Cubeta de electroforesis vertical de
Antes de realizar la electroforesis, el alumnado geles pequefios de acrilamida.
tiene que preparar los geles correspondientes Euente de poder
(separador y concentrador). Para ello debe poder. ~
elaborar también una serie de soluciones Cu.b etas para procesar (tefi) el gel.
previas. Ag|taQOr para cubetas.
Para conocer el peso molecular de las Soluciones: o
proteinas de la muestra, el alumnado hace *  Acrilamida-Bisacrilamida
correr en una calle del gel un marcador de (30:0,8) (también se
proteinas de peso molecular conocido. puede comprar ya
Tras cargar 20 pg. de proteina total en el gel preparada).
(calculando antes el volumen necesario para * SDS10%.
disponer de esa masa concreta), el alumnado *  Persulfato de Amonio
afiade el tampon de carga 4X. Este contiene (APS) 10%.
SDS, 2-mercaptoetanol, glicerol y azul de e 15MTris-HCI, pH 8,8.
bromofenol, el colorante que nos marca el e 0,5MTris-HCI, pH 6,8.
frente de la electroforesis. Antes de cargar las »  Tampobnde
muestras en el gel, se hierven 5 min. y se electroforesis.
enfrian en hielo. Finalmente, colocan los e Solucién de tincién.
marcadores correspondientes y hacen correr +  Tampon de muestra 5X
las muestras a 180 voltios, durante 1 h. (10 mL).
Ademas, busca informacion sobre la proteina Soluciones para la tincién con plata:
analizada en las bases de datos «  Solucién de fijacion y
correspondientes. parada para tincion con
UD 2: EXTRACCION DE PROTEINAS, SEPARACION POR ELECTROFORESIS E IDENTIFICACION 17
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Sino se realiza la identificacién proteica plata.
mediante inmunoblotting (western blot) »  Solucién de plata.
(practica A6-E6) el alumnado lleva a cabo la »  Solucién de revelado.
tincion del gel con plata. «  Solucién de destefiido.
La alumna o el alumno refleja los resultados de e Solucién de secado.
la electroforesis en un informe técnico que es Bases de datos informatizadas para
evaluado por la profesora o el profesor. la identificacion de proteinas.
A6-E6 Préctica guiada de inmunoblotting | 1,2,10, | 3h. El alumnado, por parejas, guiado por la La transferencia de moléculas Micropipetas y puntas desechables.
o western blot con las proteinas 11,12, 13 profesora o el profesor, realiza un desde geles a membranas permite | Tubos eppendorf de 1,5 mL.
sometidas a electroforesis. inmunoblotting a partir de las moléculas ya conocer la identidad de las Gel SDS-PAGE, tal como fue
separadas mediante electroforesis. Para ello, | proteinas separadas en SDS- preparado en la practica anterior
lleva a cabo los siguientes cuatro pasos: PAGE. (A5-E5).
- Transferencia de las proteinas desde el | pesarrollar habitos de orden, Buffer de carga o de muestra.
gel de poliacrilamida a una segunda limpieza, fomentandose el trabajo | Buffer de electroforesis.
matriz, una membrana de nitrocelulosa 0 | metédico, autonomo y en grupo. Sistema de electroforesis.
PVDF (“Polyvinyldifluoride™). Para ello, se Termobloquer o similar.
colocan los papeles de en la célula de Solucién de tincién de Coomassie.
transferencia electroforética de la siguiente Cubetas para tefiir el gel.
manera: sobre el polo positivo, el anodo, Agitador.
que constituye la base, uno de los papeles Hielo.
de filtro, sobre éste la membrana, encima Membrana PVDF.
el gel, sobre éste otro papel de filtro y , Metanol.
finalmente, por encima el polo negativo, el Tampén de tranferencia.
cétodo. Cierran la célula de transferencia y Papel Whatman absorbente.
la ponen a 300mA durante 45 min. Sistema de transferencia:
- »  Soporte de transferencia.
- Bloqueo de la membrana para evitar la «  Soporte para
unién inespecifica a su superficie de “electroblotting” .
anticuerpos que van a utilizar para la e Camarade
deteccion de la molécula de interés. “electroblotting”.
- Anticuerpos.
- Incubacién con anticuerpos especfficos Solucion de revelado cromogénico.
para la proteina que se quiere detectar,
marcados con enzimas.
UD 2: EXTRACCION DE PROTEINAS, SEPARACION POR ELECTROFORESIS E IDENTIFICACION 18
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-  Revelado de la membrana, al afiadir el
sustrato apropiado para dicha enzima colo
que se produce un producto detectable.

La alumna o el alumno refleja los resultados del

inmunoblotting en un informe técnico que es

evaluado por la profesora o el profesor.

AT-E7 Préctica guiada de inmunoensayo
elisa directo (enzyme-linked
immunosorbent assay).

1,2, 10,
11,12,13

2h.

Las alumnas y los alumnos, en parejas,
identifican proteinas mediante la técnica de
inmunoensayo o test de elisa, en este caso
directo, con la guia del profesor o profesora,
empleando enzimas, bien unidas al antigeno, o
bien unidas al anticuerpo. El ensayo lo realizan
en placas de 96 pocillos.

El alumnado realiza una serie de pasos:

La conjugacion del anticuerpo o del

antigeno con un enzima.

- Launién del antigeno (o del anticuerpo) a
los pocillos (recubrimiento de los mismos
con la muestra a identificar).

- Bloqueo de los sitios no ocupados con
una proteina no especifica (BSA).

- Incubacién con anticuerpo primario
especifico frente al antigeno (proteina) a
medir.

- Incubacién con el complejo antiicuerpo
secundario-enzima (anti inmunoglobulina
primaria).

- Adicion del sustrato que reacciona con la
enzima conjugada.

- Formacién del producto coloreado.
Emision de fluorescencia o luz.

Es muy importante incluir controles negativos

Detectar la presencia de proteinas
mediante su reaccién con
anticuerpos marcados con enziimas
las cuales, en presencia del sus
sustratos especfficos producen
reacciones colorimétricas,
facimente detectables.

Fomentar el trabajo participativo,
ordenado y metédico.

Placas de 96 pocillos.

Proteina BSA.

Disoluciones con las proteinas a
identificar.

Controles positivos y negativos.
Espectrofotdmetro o lector de
placas.

Kit comercial para test de Elisa
directo.
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(muestras en la que se tenga la certeza de la
ausencia de la proteina buscada) y positivos
(soluciones donde se encuentra la proteina que
queremos detectar).

La alumna o el alumno refleja los resultados
del test de elisa directo en un informe técnico
que es evaluado por la profesora o el profesor.

A8 Intercambio experiencias (actividad de 1h. X X | Actividad reflexiva de sintesis del profesor o de | Realizar un proceso de sintesis. Mapa conceptual para recoger los
cierre). la profesora con el grupo de clase, para Evaluar el proceso de aprendizaje. | aspectos mas relevantes de la
concluir (puntos clave y dudas), identificar Evaluar la UD. Unidad.

aprendizajes, realizar generalizaciones, Puntos fuertes, débiles y areas de
presentar resultados y evaluar el proceso de mejora.

ensefianza-aprendizaje.

OBSERVACIONES

» Enesta UD, eminentemente practica, pueden aparecer contenidos que no estén explicitamente recogidos en los contenidos bésicos del DCB, dada su naturaleza sintética. Esto se debe a la
necesidad de concretarlos en el nivel de programacion de aula. Ademas, se pueden referir a mas de un bloque, teniendo en cuenta la evidente relacién que existe entre ellos.

»  Consideramos que, aunque las actividades A6-E6 y A7-E7 no pueden llevarse a cabo por posibles problemas de logistica, la realizacion de todas las anteriores por parte del alumnado garantiza la
adquisicion de una competencia suficiente para la consecucion de los resultados de aprendizaje de la unidad, centrados fundamentalmente en la electroforesis SDS-PAGE para proteinas. Ademas,
dado que las duraciones calculadas para cada actividad estan bastante ajustadas, se dispondria de més tiempo para su mejor realizacién. No obstante, tanto en esta Unidad como en las siguientes,
algunas actividades podrian llevarse a cabo en laboratorios publicos o privados, ajenos al propio centro docente, en el marco de un convenio de colaboracién adecuado suscrito entre ambas
instituciones, y con el seguimiento idéneo desde el centro de origen.

»  Enrecursos, ocasionalmente, se citan lioros, publicaciones y documentos que pueden ser sustituidos por otros que sirvan para los mismos propositos.
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Unidad didactica n°.3: EXTRACCION Y PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS DE ORIGEN ANIMAL, VEGETAL Y BACTERIANO Duracion: 15 horas

RA 1: Extrae proteinas y acidos nucleicos, relacionando la técnica seleccionada con la matriz de la muestra.
RA 2: Clona acidos nucleicos, aplicando los procedimientos de biologia molecular.
RA 3: Identifica microorganismos y proteinas aplicando ensayos inmunol6gicos y genéticos.

Obijetivos de aprendizaje:
1. Preparar la muestra, materiales y reactivos de acuerdo con el material que se va a extraer.

Calibrar y mantener los equipos para la extraccion y purificacion de cidos nucleicos.
Describir los procedimientos de extraccion de ADN gendmico, con sus fases, materiales y reactivos necesarios.
Realizar una extraccion de ADN genémico, aplicando los procedimientos descritos en el objetivo anterior.
Registrar, etiquetar y conservar las proteinas extraidas para su posterior analisis.
Describir los métodos de extraccion de ADN plasmidico mas usados, indicando criterios para la eleccion de uno u otro.
Realizar la extraccion de ADN plasmidico, utilizando alguno de los métodos descritos.
Describir los métodos de extraccidn de ARN y sus limitaciones.

9. Llevar a cabo la extraccion del ARN segun el protocolo correspondiente.
10. Realizar la cuantificacion de los &cidos nucleicos extraidos.
11. Llevar a cabo una electroforesis en gel de agarosa para visualizar el ADN obtenido.
12. Identificar las condiciones de asepsia, evitando contaminaciones cruzadas.
13.  Aplicar pautas de prevencion frente a riesgos bioldgicos, gestionando adecuadamente los residuos generados.

PN OTA LN

Bloques
CONTENIDOS
1123|465
»  Preparacién de la muestra de partida para la extraccion de ADN de diferentes procedencias. X X
»  Calibracion y mantenimiento de los equipos para la extraccién y purificacion de ADN y ARN. X X
o Extraccion y purificacion de ADN gendmico y plasmidico de distintas fuentes por lisis celular. X X
*  Registro, etiquetado y conservacion de los &cidos nucleicos extraidos. X
»  Cuantificacion del ADN y del ARN por colorimetria y espectrofotometria. X
PROCEDIMENTALES +  Realizacion de una electroforesis en gel de agarosa para visualizar el ADN aislado. X
»  Extraccion de ARN y andlisis del mismo mediante una electroforesis en gel de agarosa. X
»  Realizacién de una electroforesis en gel de agarosa para analizar el ARN aislado. X
»  Aplicacién de pautas de asepsia y de prevencion de riesgos bioldgicos. X X | X
»  Manipulacién y eliminacién de los residuos generados (residuos biosanitarios). X XX
UD 3: EXTRACCION Y PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS DE ORIGEN ANIMAL, VEGETAL Y 21

BACTERIANO



QUIMICA

Ciclo Formativo: LABORATORIO DE ANALISIS Y CONTROL DE CALIDAD
Mdédulo 7: ENSAYOS BIOTECNOLOGICOS

»  Diferencias estructurales y funcionales entre los distintos tipos de &cidos nucleicos. X X
»  Estructura celular de la organizacién eucariota y procariota. X X
»  Naturalezay funcién de los plasmidos. X X
CONCEPTUALES »  Caracteristicas y fases de los principales métodos de extraccion y purificacion de ADN genémico y plasmidico. X X
»  Principios colorimétricos y espectrofotométricos de la cuantificacion de &cidos nucleicos. X X
»  Caracteristicas y fases de los principales métodos de extraccién y purificacion de ARN. X X
»  Principios y caracteristicas de la técnica de electroforesis en gel de agarosa. X
»  Seguimiento de las normas de asepsia, seguridad, salud laboral y ambientales, especialmente en lo referente a los agentes X X | X
biolégicos y los organismos modificados genéticamente. X X | X
»  Seguridad, respeto y cuidado en las actividades del material y equipos, siguiendo PNT y cumpliendo BPL. X X | X
ACTITUDINALES S f o
* Iniciativa y autonomia en el desarrollo de las actividades. X X | X
» Implicacién, rigor, orden, limpieza y método en la realizacién de las tareas asignadas. X X | X
»  Actitud positiva, participativa y cooperante en el trabajo en grupo.
ACTIVIDAD METODOLOGIA RECURSOS
QUEvGygvan@liacet OB | o QUIEN COMO se va a hacer PARA QUE se va a hacer CON QUE se va a hacer
Tipo de actividad Implicad. Pr | Al
E1 Evaluacion inicial. 1,2,3,5 | 30 X X | El docente plantea al alumnado cdmo realizaria | Evaluar los conocimientos previos | Curso de Ensayos Biotecnol6gicos.
6,8,12 | min. la extraccion y purificacién de ADN de (conceptos y procedimientos) que el | 2008. Técnicas de proteinas.
diferentes fuentes ofreciéndole algunas alumno y la alumna tienen sobre la | Universidad de Navarra, Dpto. de
orientaciones al respecto. extraccién y purificacién de &cidos | Bioquimica y Biologia Molecular.
El alumnado, primero individualmente y luego | nucleicos.
por parejas, responde al supuesto propuesto. Curso de Ensayos Biotecnolégicos.
Finalmente, en una breve puesta en comln, las 2010. Universidad del Pais Vasco.
alumnas y los alumnos, con la guia del o de la Facultad de Ciencia y Tecnologia.
docente, intercambian sus respuestas y las
consenstan. Curso de Biotecnologia Aplicada
2010 Tknika Vitaaidelos.
Protocolos de Practicas de
Biotecnologia del Dpto. de
Bioquimica y Biologia Molecular de
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la Universidad de Cérdoba.
VVAA 2010 Ensayos
Biotecnoldgicos Ed. Cano Pina 12
Edicion.
Al Presentacion de la UD. 3,6,8 30 El alumno o la alumna proponen ADN de Relacionar los conocimientos Articulos publicados en revistas del
min. diferentes fuentes cuyo estudio podria resultar | previos de los alumnos y las nivel de investigacion y ciencia
ail. alumnas con los contenidos del sobre &cidos nucleicos de diverso
La profesora o el profesor presenta la UD, aprendizaje. interés y sus procesos de
enmarcéndola dentro del médulo aislamiento y caracterizacion.
correspondiente y relacion&ndola con el resto Diagrama de flujo de la extraccion y
de los mddulos. Explica los obijetivos de purificacion de ADN y ARN.
aprendizaje a alcanzar, las actividades de Esquema general de la unidad
ensefianza-aprendizaje a realizar para lograrlos did4ctica.
y los criterios de evaluacion que se aplican para Programacion abreviada del
determinar su grado de consecucion. madulo.
A2-E2 Préctica guiada de aislamiento y 1,2,3,4,| 4h La alumna o el alumno, guiado por el profesor o | Aislar los acidos nucleicos de una | Cultivo bacteriano con los
visualizacion de acidos nucleicos de 5,6,7,8, la profesora, realiza una extraccion y bacteria por lisis celular, separarlos | respectivos antibidticos.
origen bacteriano. 911,12, purificacion de los &cidos nucleicos de una electroforéticamente en gel de Micropipetas de varios volimenes.
13 bacteria, tanto ADN como ARN, agarosa y visualizarlos mediante la | Puntas para micropipetas
diferenciandolos a continuacion en una tincion y revelado correspondientes. | desechables de diferentes
electroforesis en gel de agarosa. Calcular, aproximadamente, los vollimenes.
Para ello, hace crecer la bacteriaen 1 a 5 ml de | pesos moleculares del material Tubos eppendorf.
medio con el antibiético selectivo apropiado, genético obtenido. Microcentrifuga.
hasta cultivo estacionario (p. €j., unas 12 a 16 | Desarrollar habitos de rigor, Agua destilada estéril.
h. durante la noche) a 37°C y en condiciones | método, orden y limpieza. Vaso de precipitado o0 Erlenmeyer
de agitacion vigorosa (p. €j., 200 rpm.) para de 250 mL.
asegurar una buena aireacion y crecimiento. El Mechero, microondas o placa
cultivo puede repartirse en tubos de calefactora.
microcentrifuga y guardarse a 4°C durante 1 probeta 0 vaso de medicion de
varios dias (una a dos semanas). También liquidos.
puede guardarse durante meses a—20°C o Balanza.
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menos (aunque ello provocara la rotura de Bandeja para geles y peines.
algunas células). Cubeta para electroforesis.
Después, centrifuga 0,5 ml del cultivo Fuente de poder para la cubeta.
estacionario en un tubo de microfuga de 1,5 ml Transiluminador con luz UV.
a 12.000 rpm. durante 30 segundos para Gafas protectoras de luz UV.
precipitar las células, elimina el sobrenadante Guantes.
por decantacion, afiade 50 |de agua destilada Agarosa.
estéril en la tapa del tubo y agita vigorosamente Tampén Tris-Acetato (TAE) stock-
con un agitador tipo vdrtex para resuspender concentrada (por litro) 50X:
bien las células. Estas muestras pueden o Trishase242g.
guardarse durante meses a —20°C 0 menos «  Acido acético glacial 57,1
hasta su posterior uso. mL.
Para realizar la electroforesis en gel de « EDTA(pH8,0)0,5M
agarosa, el alumnado prepara antes el gel de 100mL.
agarosa al 1% del siguiente modo: En un Tampdn TAE de trabajo 1X.
matraz mezcla una cantidad adecuada de Solucién Ficoll de carga 10X, con
agarosa (1 g) con tampdn TAE 1X (100 mi). azul de bromofenol.
La concentracion del gel de agarosa depende Bromuro de etidio 20X 10mg/mL
del tamafio de los fragmentos de ADN a Marcadores de peso molecular
separar, siendo la minima 0,7% (fragmentos conocido.
grandes de varios Kpb) y la méxima 4%
(fragmentos de 50-150 pb). Luego, calienta la
mezcla (agarosa + TAE) con la ayuda de un
microondas u hornillo eléctrico hasta fundir y
disolver completamente la agarosa, afiade 5 |
de una solucién de bromuro de etidio (10
mg/ml), deja enfriar ligeramente la mezcla (gel)
hasta que alcance una temperatura de entre
50°Ca60°Cy la vierte, seguidamente, sobre
una “cama electroforética”, previamente
preparada, colocando el “peine” adecuado para
formar los pocillos. Por Ultimo, la deja enftiar sin
mover a temperatura ambiente hasta que
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gelifique completamente.

Antes de colocar la muestra en el gel la alumna
0 el alumno centrifuga a 12.000 rpm durante 5
min y recoge el sobrenadante, que contendré
parte de los &cidos nucleicos. Finalmente,
somete a electroforesis 9 | del sobrenadante +
1 I de solucién “Ficoll” de carga 10X, en gel de
agarosa tefiido con bromuro de etidio. Se
recomienda echar primero 1 | del solucién de
carga en el fondo de cada tubo nuevo, usando
la misma punta.

Finalizada la electroforesis, cada grupo coloca
el gel sobre una lampara UV para observar las
bandas fluorescentes de ADN, debido al
bromuro que se ha adherido al ADN. En esta
préctica se pueden distinguir tres: una superior
de ADN gendmico, otra intermedia, tenue, de

ADN plasmidico y otra inferior, gruesa, de ARN.

Finalmente, el alumno o la alumna refleja los
resultados de la extraccion de los &cidos
nucleicos bacterianos en un informe técnico
que es evaluado por el profesor o la profesora.

A3-E3 Practica guiada de purificacion de 12,56, 4h El alumnado, por parejas, con la guia de la Purificar DNA plasmidico, Cultivo celular de una bacteria con
ADN plasmidico, por lisis alcalina, y de 7,8,9, profesora o del profesor, realiza una realizando los tres pasos siguientes: | un gen de resistencia a un
ARN, ambos bacterianos. 11,12,13 purificacion de ADN plasmidico, por lisis (i) Crecimiento de las bacterias en | antibidtico.
alcalina, y de ARN bacteriano. un medio selectivo de aquellas que | Cultivo celular eucariota.
PURIFICACION DEL ADN PLASMIDICO llevan el plasmido. (ii) Lisis de las Micropipetas de varios volimenes.
Recoleccion de las bacterias: bacterias para la liberacion del Puntas para micropipetas
Para ello, el alumnado coge 1,5mL (2x 750 1) | pldsmido. (iii) Purificacion del DNA | desechables de diferentes
de un cultivo estacionario de una bacteria plasmidico. vollimenes.
portadora de un plasmido con un gen de Desarrollar habitos de orden, Tubos eppendorf.
resistencia a un antibiético. Este cultivo se ha | limpieza, fomentandose el trabajo | Microcentrifuga.
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cultivado durante toda la noche a 37°C en un | metddico, con rigor, autbnomo y en | Solucién isoténica GTE:
medio con el antibi6tico. Luego, lo vierte en un | equipo. *  Glucosa 50 mM.
tubo eppendorf (previamente marcado) y se | Etiquetar y conservar e Tris-HCI25 mM pH 8,0.
centrifuga a temperatura ambiente, durante 3 | adecuadamente los acidos e EDTA 10 mM pH 8,0.
min a 12.000 rpm. Después, retira el nucleicos extraidos. Solucién de lisis (preparar fresca
sobrenadante (2 x 750 1) con mucho cuidado, antes de cada extraccion de DNA
y, dando un pulso de centrifuga, elimina plamidico):
cuidadosamente el que aln quede y se tira, 0,2 N NaOH.
quedandose con el precipitado de las 1% SDS.
bacterias. Solucién de neutralizacion:
Lisis alcalina: »  Acetato potésico 3M, pH
El alumnado resuspende (agitando 4.8.
vigorosamente) el sedimento de bacterias en Etanol absoluto
100 |de una solucion isotonica (GTE: Etanol 70%
Glucosa, Trisy EDTA) a 4°Cy la dejaa TE pH 8,0 con Ribonucleasa A:
temperatura ambiente durante 5 min. A e Tris-HCI 10 mM pH 8,0.
continuacion, afiade al mismo tubo, 200 |de e EDTA 1mMpH 8,0.
la solucién de lisis (NaOH, SDS) que est4 a * Ribonucleasa A 0,5
temperatura ambiente y recién preparada, g/L.
agitando suavemente con la mano por TRI-REAGENT
inversion del tubo (unas 10 veces) e Cloroformo
incubando 5 min a 4°C. Isopropanol
Neutralizacion: Agua tratada con
La alumna o el alumno afiade al mismo tubo, dietilpirocarbonato.
150 | de la solucion de neutralizacion TAE:
(acetato potasico 3M, pH 4,8). Se agita con la o Tris-Acetato 40 mM
mano por inversion del tubo (unas 10 veces). « EDTA1mM.
Se incuba 5 min a 4°C. Tampén de carga DNA:
Aislamiento de los plasmidos: »  Glicerol 30%.
Los agregados macromoleculares se » Naranja G 0,35%.
precipitan por centrifugacion (15 min a e TAE 10x.
12.000 g y 4°C), formé&ndose un sedimento Tampén de carga RNA:
blanco de aspecto lechoso. El tubo se »  Sacarosa 10%.
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traslada con cuidado a la mesa de trabajo.

El alumnado retira (2 x 200 1) con cuidado el
sobrenadante con el DNA plasmidico y se
dispensa en un tubo limpio (previamente
marcado), afiadiendo 1 ml de etanol absoluto
(4°C) al tubo en el que hemos puesto la
solucién con el DNA plasmidico y mezclando
con la mano por inversién del tubo (unas 10
veces). Se incuba 15 min a 4°C.

Los plasmidos precipitan por centrifugacion
(15 min a 12.000 rpm y 4°C), retirando el
alumnado con cuidado el sobrenadante y
tirindolo. Después, afiade al mismo tubo,
900 |de etanol al 70% (4°C) y lo mezcla
suavemente con la mano por inversion del
tubo (unas 10 veces), volviendo a precipitar
los plasmidos por centrifugacion (10 min. a
12.000 rpmy 4°C) y volviendo a retirar y tirar
el sobrenadante. Con un pulso de centrifuga,
el alumnado retira cuidadosamente el
sobrenadante que aun quede Y lo tira,
quedandose con el precipitado de los
plasmidos. Por ultimo, disuelve el precipitado
de los plasmidos (aspirando y soltando el
liquido varias veces con ayuda de la
micropipeta) en 50 |de tampon TE (pH 8,0),
con ribonucleasa Ay lo incuba a temperatura
ambiente 5 min. guardando la muestra a 4°C
PURIFICACION DEL ARN

El alumnado homogeniza la muestra en 500
| de TRI-REAGENT, aspirando y soltando el
liquido varias veces con ayuda de la
micropipeta, afiadiendo 500 | més de TRI-

»  Formamida desionizada
90%.
*  Azul de bromofenol
0,05%.
Muestra de referencia
Material ya indicado en la préctica
anterior para la electroforesis en gel
de agarosa.
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REAGENT y volviendo a mezclar todo con
ayuda de la micropipeta e incubando 5 min. a
temperatura ambiente. Después, afiaden 200
| de cloroformo (frio), cerrando bien el tubo,
agitando vigorosamente a mano su contenido
(~30s) e incuba 5 min a temperatura
ambiente. Después, separan las dos fases
por centrifugacion (15 min. a 12.000 rpm. y
4°C), retirando con sumo cuidado (sin tocar
la interfase) la fase superior acuosa (incolora)
y depositdndola en un tubo eppendorf limpio
(previamente marcado), afadiéndole 500 |
de isopropanol para precipitar el RNA'y
agitando vigorosamente a mano su contenido
(~30 s) para incubar 10 min a temperatura
ambiente y centrifugar (15 min a 12.000 rpm.
y 4°C). Luego, retiran el sobrenadante ()
con sumo cuidado, evitando tocar el
precipitado, y lo tiran. Por Gltimo, disuelven el
precipitado con el RNA en 75 |de agua,
aspirando y soltando el liquido varias veces
con ayuda de la micropipeta, lo calientan 10
min. a 55-60°C, lo enfrian rapidamentey lo
guardan a 4°C.
ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA
Preparacion de las muestras de ADN
En un tubo eppendorf, cada grupo dispensa
10 I de la muestra de DNA plasmidicoy 1 |
del tamp6n de carga (glicerol y naranja G).
Preparacion de las muestras de ARN

En un tubo eppendorf, dispensan4 |de la
muestra de RNAy 6 | del tampén de carga
(sacarosa, formamida y azul de bromofenol).
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La formamida dificulta las reasociaciones
intracatenarias del RNA que dan lugar a
agregados que emigran anémalamente.
Calientan la muestra 3 min. a 55-60°C,
enfriando rdpidamente y dando un pulso de
centrifuga.

Electroforesis

Loa alumnos y las alumnas cargan las
muestras de DNAy RNA en geles de
agarosa al 1% preparados con anterioridad,
una muestra de referencia, tapan la cubeta
de electroforesis y conectan los electrodos a
la fuente de alimentacion (rojo para el polo
positivo), programando la fuente a 70 voltios
y dejando funcionar la electroforesis durante
~ 45 min.

Visualizacion de los &cidos nucleicos
Acabada la electroforesis, ponen el gel en un
transiluminador e irradian con luz UV. Las
alumnas y los alumnos haran un esquema de
la imagen resultante, indicando el grosor
aproximado de las bandas que aparezcan
con mayor nitidez y su posicion en el gel.
Finalmente, el alumno o la alumna refleja los
resultados de la extraccion de acidos nucleicos
en un informe técnico que es evaluado por el
profesor o la profesora.

A4-E4 Practica guiada de extraccion de 1,2,3,4,| 2h Por parejas, el alumnado, guiado por el Extraer ADN genomico. Micropipetas de varios volimenes.
ADN genomico humano y cuantificacion 5,10,12, profesor o la profesora, extrae ADN a partirde | Medir la concentracion de los acidos | Puntas para micropipetas
del mismo. 13 un enjuague bucal y cuantifica después la nucleicos. desechables de diferentes
cantidad de acido nucleico extraido, mediante | Fomentar el trabajo participativo, vollimenes.
técnicas espectrofotométricas, siguiendo el ordenado y metédico. Tubos eppendorf.
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siguiente proceso: Microcentrifuga.
EXTRACCION DE ADN GENOMICO Espectrofotémetro y cubetas de
HUMANO cuarzo.
Toma de muestras Estufa.
El alumnado realiza un enjuague bucal y Bafio con agitacion.
centrifuga el resultado durante 5 min. A 2.000 Sustancia para enjuague bucal
rpm. Tubos de 10 mL.
Lisis celular Solucién de lisis celular (con
Cada grupo afiade 1 mL. de la solucién de lisis detergente (SDS o similar),
celular a la muestra y la incuba 15 min. Luego, tampones y agentes quelantes).
afiade 10 pL. de Proteinasa K, agita en el Proteinasa K.
multivortex 1min. e incuba 15 min. Solucion para precipitar proteinas
Precipitacion proteica por salting-out (con sulfato aménico o urea,
El alumnado afiade 340 pL. de la solucion para disolventes organicos...).
precipitar proteinas, agita en el multivortex Isopropanol.
1min. y traspasa el lisado a un tubo eppendorf Glugbgeno.
de 1,5 mL, incubando 10 minutos en hielo y Etanol 70%.
centrifugando otros 10 minutos a 13.000 rpm.
Precipitacion del ADN
El alumnado prepara tubos de 1,5 mL, con 500
L. de isopropanoly 2,5 L de glucégeno.
Luego, traspasa el sobrenadante a estos
nuevos tubos y desecha el pellet (precipitado
proteico), mezcla su contenido invirtiendo 50
veces los tubos y los centrifuga a13.000 rpm.
durante 5 minutos. Después, desecha el
sobrenadante y afiade 500 pL. de etanol al
70%. Mezcla los tubos por inversion varias
veces, centrifuga 3 minutos a 13.000 rpm. para
desechar el sobrenadante y secar el pellet en la
estufa durante 20 minutos a 40°C.
Hidratacion del ADN
Por Ultimo, cada grupo afiade 50 pL. de la
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solucion de hidratacion del ADN, incuba 1 h. a
65°C en un bafio con agitacion.
CUANTIFICACION

La concentracion de una solucién de &cidos
nucleicos se determina midiendo su
absorbancia a 260 nm. en un
espectrofotometro. Un valor de absorbancia de
1 corresponde a una concentracion aproximada
de 50 pg/mL. para el ADN, 40 pg/mL. para el
ARN y de 20 pg/mL. para oligonucleétidos
monocatenarios. La pureza de la preparacion
se estima por el valor del cociente entre la
absorbancia a 260 nm. y la absorbancia a 280
nm. Una preparacion de ADN puro tendria un
cociente de 1,8 y una de ARN puro de 2. En
caso de contaminacion por proteinas el
cociente disminuye. Para realizar un célculo
estimativo de la cantidad disponible se emplea
la siguiente formula:

Azs0 = 50 pg/mL - factor de dilucion = X pg/mL
ADN (para el ARN, en vez de 50 pg/mL, el
valor que hay que colocar en la férmula es 40
pg/mL).

Para llevar a cabo la cuantificacion, cada grupo
prepara una disolucion 1/250 con la muestra de
ADN gendmico aislado en la practica del
apartado anterior que se quiere cuantificar, en
un volumen final de 500 pL., utilizando como
diluyente H20 estéril. Después, se hace el
blanco con el Hz0 estéril y, a continuacion, se
introduce la cubeta de cuarzo con la dilucion
del ADN gendmico en el espectrofotometro y se
anota el valor de absorbancia obtenido.
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Finalmente, el alumno o la alumna refleja los
resultados de la practica en un informe técnico
que es evaluado por la profesora o el profesor.
A5-E5 Préctica guiada de extraccion de 1,2,34,| 3h Las parejas de alumnas y alumnos, con la gufa | Desarrollar habitos de orden, Estufa.
ADN genomico de plantas . 512,13 del profesor o la profesora llevan a cabo la limpieza, fomentandose el trabajo | Bafio de agua.

extraccion de ADN gendmico de una especie | metddico, autbnomo y en grupo. Nitrégeno liquido (no es
vegetal segln el siguiente protocolo: imprescindible).
Pesar 5-10 g. de tejido foliar joven y triturar con Tampén de extraccion:
nitrégeno liquido, hasta reducirlo a un polvo fino e Tris-HCI 150 mM pH 8,0.
Y seco. « EDTA15 mM.
Agregar 15 mL. de tampén de extraccion,  NaCl1M.
previamente calentado a 65°C y mezclar »  Cetil Trimetil bromuro de
vigorosamente hasta que toda la muestra entre amonio (CTAB), que se
en contacto con el tampén. afiade justo antes de
Incubar en un bafio de agua a 65°C durante 30 usar.
min. Afiadir 15 mL. de F:C:ly mezclar por »  -Mercaptoetanol 1,2%.
inversidn hasta formar una emulsion. »  Polivinilpirrolidona 1%.
Centrifugar a 4.000 rpm. durante 25 min. a 4°C. Fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo (F:C:l) 25:24:1.
teniendo cuidado de no arrastrar la interfase. Cloroformo/alcohol isoamilico (C:I)
Adicionar un volumen de C:I mezclar por 24:1.
inversion y centrifugar a 4.000 rpm. durante 5 Acetato de sodio 3M pH 5,2.
minutos a temperatura ambiente. Isopropanol frio.
Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo y Etanol 70%.
afiadir 0,1 volimenes de 3 M de acetato de Tampdn TE pH 8,0.
sodio a pH 5,2y 0,6 volimenes de isopropanol ARNasa 20 pg./mL
frio. Mezclar suavemente por inmersion e
incubar a -20°C 1 h. o toda la noche.
Centrifugar a 4.000 rpm. durante 15 minutos a
4°C. Descartar cuidadosamente el
sobrenadante y lavar el pellet con 1 mL. de
etanol 70%. Centrifugar a 4.000 rpm. durante 5
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minutos, descartar el sobrenadante y dejar
secar al aire el pellet de ADN. Resuspenderlo
en 200-500 L. de TE pH8,0 y transferir a un
nuevo tubo.

Tratar el ADN extraido con ARNasa a una
concentracion final de 20 pg./mL., incubando a
37°C durante 30 minutos.

Almacenar a -20°C.

La alumna o el alumno refleja los resultados de
la préctica en un informe técnico que es
evaluado por la profesora o el profesor.

A6 Intercambio experiencias (actividad de
cierre).

1h.

Actividad reflexiva de sintesis del profesor o de
la profesora con el grupo de clase, para

Realizar un proceso de sintesis. Mapa conceptual para recoger los
Evaluar el proceso de aprendizaje. | aspectos mas relevantes de la

concluir (puntos clave y dudas), identificar Evaluar la UD. Unidad.
aprendizajes, realizar generalizaciones, Puntos fuertes, débiles y &reas de
presentar resultados y evaluar el proceso de mejora.
ensefianza-aprendizaje.
OBSERVACIONES

»  Esta UD podria llevarse a cabo antes que la UD 2, en funcién de las disponibillidades précticas del centro impartidor, dado que en ambas se desarrollan técnicas de extraccion y purificacion,
variando fundamentalmente la muestra de partida, esto es, una proteina o un &cido nucleico.

»  Asimismo, dado lo ajustado de la duracion temporal propuesta para la realizacion de las actividades précticas de la Unidad, puede decidirse no realizar todas ellas, sino limitarse a algunas, las que
se considere mas significativas, en funcion de la realidad concreta del alumnado y del Centro, ya que, por ejemplo, la técnica den electroforesis en gel de agarosa de repite en varias de ellas.

»  Finalmente, como ya hemos comentado en unidades anteriores, algunas actividades podrian llevarse a cabo en laboratorios publicos o privados, ajenos al propio centro docente, en el marco
de un convenio de colaboracién adecuado suscrito entre ambas instituciones, y con el seguimiento idéneo desde el centro de origen.

»  Enrecursos se citan, en ocasiones, publicaciones, libros y documentos que pueden ser sustituidas por otras que sirvan para los mismos propdsitos.
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Unidad didactica n°.4: TECNOLOGIA DEL ADN RECOMBINANTE. ENZIMAS DE RESTRICCION. VECTORES. TRANSFORMACION Y

DETECCION

RA 2: Clona acidos nucleicos, aplicando los procedimientos de biologia molecular.
RA 3: Identifica microorganismos y proteinas aplicando ensayos inmunol6gicos y genéticos.

Obijetivos de aprendizaje:
1. Conocer las enzimas de restriccion mas importantes y los diferentes tipos de vectores més utilizados en Biotecnologia.

Preparar la muestra, materiales (vectores...) y reactivos (enzimas de restriccion...) para la obtencion de ADN recombinante (rADN).
Calibrar y mantener los equipos para la formacion del ADN recombinante.
Describir los procedimientos para la consecucion del rADN con sus fases correspondientes.
Realizar la inclusién de un gen o fragmento de gen en un vector de clonaje plasmidico (obteniéndose asi un rDNA), aplicando los procedimientos descritos en el objetivo anterior.
Registrar, etiquetar y conservar los productos intermedios obtenidos para su posterior andlisis.
Conocer las herramientas para llevar a cabo la transformacion en diferentes tipos de huésped.
Describir el procedimiento para la transformacion tanto de un huésped procariota como eucariota.

9. Realizar la transformacion de células bacterianas mediante la introduccién de plasmidos recombinantes.
10. Describir los métodos de purificacion y andlisis del ADN recombinante introducido en las bacterias transformadas mediante minipreparaciones de plasmidos.
11. Conocer los métodos de analisis y deteccion de las secuencias clonadas.
12. Identificar las condiciones de asepsia, evitando contaminaciones cruzadas.
13.  Aplicar pautas de prevencion frente a riesgos bioldgicos, gestionando adecuadamente los residuos generados.

PN OTA LN

Duracién: 18 Horas

Bloques
CONTENIDOS
112|345
»  Preparacién de la muestra de partida, enzimas y vectores para la obtencién de ADN recombinante. §
»  Calibracion y mantenimiento de los equipos para la obtencion de rADN. X
»  Resolucién de supuestos practicos sobre enzimas de restriccion y vectores de clonacion. X
*  Realizacion de la inclusion de un fragmento de ADN en un vector de clonaje plasmidico. % | x
*  Registro, etiquetado y conservacion de los productos intermedios obtenidos en la clonacion de genes. ¥ | x
PROCEDIMENTALES *  Ejecucion de técnicas de cultivo para la transformacion bacteriana. % I
»  Realizacién de una transformacion de células bacterianas mediante la introduccion de pldsmidos recombinantes. X
»  Purificacién y anlisis de ADN recombinante (deteccién por mapas de restriccion, southern blot, northern blot, hibridacion...). % | x
»  Manipulacion y eliminacién de los residuos generados (residuos biosanitarios). % | x
»  Aplicacién de pautas de asepsia y de prevencion de riesgos bioldgicos.
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QUIMICA
»  Concepto de ADN recombinante y clonaje de genes, con la descripcion de sus etapas. i
»  Caracteristicas, tipos y funcion de las endonucleasas de restriccion. X
»  Estructura y propiedades de los diferentes vectores o vehiculos de clonacion. X
CONCEPTUALES »  Caracteristicas de la transformacion bacteriana y de la transfeccion. X
X
X

»  Técnicas de cultivo para la transformacién bacteriana.
» ldentificacion de los pasos para transformar tanto un huésped procariota como eucariota.
»  Descripcion de los principales métodos de anélisis de las secuencias clonadas.

X X X X

»  Orden, limpieza y método en la realizacion de las operaciones basicas del laboratorio y en la ejecucién de tareas.
»  Seguridad, respeto y cuidado del material y equipos.

ACTITUDINALES .

Iniciativa y autonomia en el desarrollo de las actividades.
»  Actitud positiva, participativa y cooperante en el trabajo en grupo.
*  Respeto de las normas de seguridad, salud laboral y medioambientales.

X X X X X
X X X X X

10,11

concretas sobre la tecnologia del ADN
recombinante y el clonaje de genes,
ofreciéndole algunas orientaciones al respecto.
El alumnado, primero individualmente y luego
por parejas, responde a las cuestiones
planteadas.

Finalmente, en una breve puesta en comdn, las
alumnas y los alumnos, con la guia del
docente, intercambian sus respuestas y las
consensuan.

(conceptos y procedimientos) que el
alumno y la alumna tienen sobre la
la tecnologia del ADN recombinante
y el clonaje de genes.

ACTIVIDAD METODOLOGIA RECURSOS
: jeti UIEN . . .
QUE. voyovana hacer Obj(.etlv' T Q COMO se va a hacer PARA QUE se va a hacer CON QUE se va a hacer
Tipo de actividad Implicad. Pr | Al
E1 Evaluacion inicial. 1,4,7,8,| 1h. X X | El docente plantea al alumnado cuestiones Evaluar los conocimientos previos | Curso de Ensayos Biotecnoldgicos.

2008. Técnicas de proteinas.
Universidad de Navarra, Dpto. de
Bioquimica y Biologia Molecular.
Curso de Biotecnologia Aplicada
2010 Tknika Vitaaidelos.

VVAA 2009 Biologia 2° Bachillerato
Ed. Edelvives.

VVAA 2010 Ensayos
Biotecnoldgicos Ed. Cano Pina 12
Edicion.

VVAA Investigacion y Ciencia
Temas 38 Nueva Genética; Temas
48. Virus y bacterias; Temas 59
¢Qué es un gen?
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separado en una electroforesis previa para
incluirlo después en un vector plasmidico.

Para la realizacion de esta practica serfa
conveniente que la banda de ADN purificada
procediera de un gel de agarosa de una
electroforesis realizada después de una
amplificacion del ADN por la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR).

Después de realizar la elecroforesis, cada
grupo de précticas corta las bandas de interés
bajo la luz UV y las coloca por separado en
tubos eppendorf. A continuacion, afiade 10 pL
de la solucién de unién a membrana (kit) por
cada 10 mg. de peso de la banda recuperada,
mezclando bien, agitando e incubando entre 50
y 65°C hasta que el fragmento de agarosa se
haya fundido por completo.

Pasan la solucion obtenida a una columna
previamente marcada que se dispone sobre un

va a ser incluido en un vector de
clonacion.

Desarrollar habitos de rigor,
método, orden y limpieza.

Al Presentacion de la UD. 1,4,7,8, | 1h El alumno o la alumna propone aplicaciones Relacionar los conocimientos Articulos publicados en revistas del
10,11 de la tecnologia del ADN recombinante y del previos de los alumnos y las nivel de investigacion y ciencia

clonaje de genes. alumnas con los contenidos del sobre ADN recombinante y del
La profesora o el profesor presenta la UD, aprendizaje. clonaje de genes.
enmarcéndola dentro del médulo Diagrama de flujo del proceso para
correspondiente y relacion&ndola con el resto la obtencion y uso de rDNA.
de los mddulos. Explica los objetivos de Esquema general de la unidad
aprendizaje a alcanzar, las actividades de did4ctica.
ensefianza-aprendizaje a realizar para lograrlos Programacion abreviada del
y los criterios de evaluacion que se aplican para madulo.
determinar su grado de consecucion.

A2-E2 Préctica guiada de purificacion de 2,6,12, | 3h La alumna o el alumno, guiado por el profesor o | Purificar bandas de ADN de geles | Bisturi o cutter.

bandas de ADN de geles de agarosa. 13 la profesora, realiza una purificacion del ADN | de agarosa para extraer el ADN que | Tubos eppendorfde 1,5y 2 mL.

Gradilla para los tubos.
Micropipetas y puntas desechables.
Kit de limpieza de ADN a partir de

geles de agarosa con:
e Solucién de unién a
membrana.
*  Solucién de lavado de
membrana.

Estufa, placa calefactora o bafio a
50-65°C.

Microcentrifuga.

Congelador a -20°C.

Etanol 95% 1 mL.

Agua bidestilada estéril 1mL.
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tubo de 2 mL. sin tapa y centrifugan la columna
sobre su soporte a 10.000 rpm. durante 1
minuto. Después, el alumnado decanta el
liquido retenido en el tubo de 2 mL y procede
con los lavados de la columna, afiadiendo
primero 650 L de la solucion de lavado de
membrana, centrifugando a 10.000 rpm.
durante 1 min, eliminando el liquido retenido en
el tubo de 2 mL. y montando otra vez el
soporte. Luego repite los mismos pasos
después de afadir 450 L. de la solucién de
lavado de membrana y, por ultimo, vuelve a
centrifugar la columna sobre su soporte a
10.000 rpm. durante 1 min., para secarla
completamente.

Tras eliminar el tubo de 2 mL., lo sustituye por
un eppendorf nuevo de 1,5 mL., afadiéndole
en la columna 100 L. de agua, incubando 2
minutos a 65°C y centrifugando a 10.000 rpm.
durante 1 minuto.

Eliminando la columna y marcando el tubo
eppendorf con el nombre de la muestra y la
fecha, el alumno o la alumna tiene en ese tubo
resuspendido el fragmento de ADN que queria
purificar.

Para poder clonar este ADN en un plasmido el
alumnado tiene que concentrarlo, ya que tiene
que trabajar con volimenes muy pequefios.
Por ello, la alumna o el alumno afiade 3
volimenes (300 pL.) de etanol absoluto a la
muestra y deja precipitar el ADN durante 20

UD 4: TECNOLOGIA DEL ADN RECOMBINANTE. ENZIMAS DE RESTRICCION. VECTORES.

TRANSFORMACION Y DETECCION

37




QUIMICA

Ciclo Formativo: LABORATORIO DE ANALISIS Y CONTROL DE CALIDAD
Mdédulo 7: ENSAYOS BIOTECNOLOGICOS

minutos a -20°C. Transcurrido este tiempo,
centrifuga a 13.000 rpm. durante 15 minutos. El
ADN precipitado se deja secar al aire durante
10 minutos y lo resuspende en 10 pL. de agua.
Finalmente, el alumno o la alumna refleja los
resultados de la practica en un informe técnico
que es evaluado por el profesor o la profesora.

A3-E3 Préctica guiada de clonacién de un
fragmento de ADN en un vector
plasmidico.

1,2,34,
56,12,
13

4h.

El alumnado, por parejas, con la guia de la
profesora o el profesor, lleva a cabo la
clonacion de un fragmento de ADN, purificado
en la practica anterior, en un plasmido.

En esta préactica en concreto se emplea la
clonacién por extremos cohesivos A-T, basada
en la actividad terminal transferasa en el
extremo 3'de la Taq polimerasa usada en la
PCR, que incorpora una adenina adicional en
el extremo 3. El vector empleado es el
plasmido pGEM-T de Promega que esta
linearizado y tiene un residuo Timina en cada
extremo. Ademas, posee un gen marcador de
seleccion de células tranasformadas (Amp"),
que contiene resistencia al antibigtico
ampicilina y otro marcador para determinar qué
vectores portan el inserto (LacZ), sistema de
alfa-complementacién.

Para realizar la préctica el alumno o la alumna
coloca en cada tubo las siguientes cantidades:
e 2,5 pL.2X tampon de unién rapida
para T4 ADN ligasa.
» 0,5 pL. del vector pGEM-T (50 ng.).

Clonar un fragmento de ADN en un
vector plasmidico

Desarrollar hébitos de orden,
limpieza, fomentandose el trabajo
metddico, con rigor, autbnomo y en
equipo.

Etiquetar y conservar
adecuadamente los &cidos
nucleicos extraidos.

Micropipetas y puntas
desechables.

Tubos eppendorf de 1,5 mL.
Gradilla para los tubos.

pGEM-T Vector System I, Promega
Corp. (incluye el vector, el tampén
de la enzima T4 ligasa, la enzima
T4 ligasa y un control para verificar
la reaccidn de ligacion).
Microcentrifuga.

Fragmento de ADN limpio y
concentrado (obtenido en la
préctica anterior, A2-E2).
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e 15 pL. delfragmento de ADN limpio
y concentrado.

* 0,5pL.de T4 ADN ligasa.
Mezcla todos los componentes con cuidado
empleando la pipeta, centrifuga 10 segundos
para llevarlos a la base del tubo e incuba toda
la noche a temperatura ambiente.
Finalmente, el alumno o la alumna refleja los
resultados de la clonacion en un informe
técnico que es evaluado por el profesor o la
profesora.

A4-E4 Préctica guiada de transformacion
de células competentes de E. coli.

7,8,9,
12,13

4h.

Por parejas, el alumnado, guiado por el
profesorado, colocard tantos tubos eppendorf
estériles y vacios en hielo como
transformaciones vaya a realizar.

El alumnado comienza marcando cada tubo
con el ADN que quiere introducir en la bacteria
y poniendo en cada uno 100 pL. de células
competentes. A continuacion, afiade 2,5 uL. de
la reaccién de ligacion e incuba 20 minutos en
hielo.

Después, saca los tubos del hielo, les da un
choque térmico de 30-60 segundos a 42°Cy
los pasa de nuevo a hielo durante 2 minutos,
afiadiendo 0,5 mL. del medio LB.

A continuacidn, incuba 60 minutos a 37°C, para
dar tiempo a que se expresen los genes recién
introducidos en la célula y, en concreto, el
responsable de conferir la resistencia al
antibidtico del medio de seleccion.

Durante el tiempo de incubacion a 37°C ,

La transformacion de células
bacterianas permite introducir casi
cualquier plasmido en
practicamente cualquier tipo de
bacteria.

Esta practica se realiza para
transformar una estirpe de E. coli de
uso comdn en el laboratorio, como
ejemplo sencillo de transformacion
bacteriana, una de las fases claves
del proceso de clonaje de genes.
Fomentar el trabajo participativo,
ordenado y metédico.

Hielo, para mantener las células
bien frias.
Tubos eppendorf de 1,5 mL.,
estériles.
Gradilla para los tubos.
Micropipetas y puntas desechables.
Bafio de agua a 42°C exactos.
Estufa a 37°C.
Medio Luria-Bertani (LB) con:

»  Triptona 10g/L.

o Extracto de levadura 5

g/L.

* NaCl5glL.
El medio de cultivo solido ser& LB
con agar al 1,5%, conteniendo el
antibidtico correspondiente a la
resistencia presente en el vector
plasmidico.
10 mL. Medio LB liquido (esteéril).
Medio LB sélido con ampicilina
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prepara las placas con el medio sélido donde
van a sembrar las células transformadas. Las
placas ya contienen el antibitico que va a
permitir seleccionar sélo el crecimiento de
aquellas células competentes que hayan
resultado transformadas. Por ahora, afiaden a
la placa el sustrato necesario que les permitira
determinar cuales de las células transformadas
con el vector, son ademés portadoras del
fragmento de ADN que queria clonarse. El
grupo de précticas afiade a cada placa 40 pL.
de X-gal (20 mg/mL.) y 4 pL. de IPTG (1 M). En
ausencia del inserto, la bacteria en el medio
con el inductor IPTG y el sustrato X-gal,
produce -galactosidasa, que convierte el
sustrato X-gal en una sustancia azul, coloracién
que adquieren las colonias. Si hay un inserto
interrumpiendo el gen lacZ, la bacteria no
produce -galactosidasa, y las colonias
aparecen blancas.

Después de los 60 minutos de incubacion, el
alumnado centrifuga las células a 7.000 rpm.
durante 1 minuto, decanta el liquido, dejando
100 L. del medio. Luegom resuspende las
células con cuidado y siembra 100 uL. de cada
tubo en una placa de LB+ampicilina+X-
gal+IPTG. Para la siembra emplea un asa de
vidrio, la cual esteriliza mojandola en etanol y
pasandola por la llama del mechero de alcohol.
La deja enfriar unos 10 segundos y con
cuidado extiende los 100 uL. por toda la placa.
Por (ltimo, deja las placas en la estufa a 37°C
hasta el dia siguiente.

(100 pg/mL.) en placas Petri.

50 L. Isopropil tio-galactosa
(IPTG) 1 M.

200 pL X-Gal (BCIG o Bromo-
cloro-indolyl-galactopirandsido) 20
mg/mL.

Microcentrifuga.

Mechero de alcohol.

Asa de vidrio para esparcir cultivos
celulares.

Etanol 70%.

Tiras de parafilm.
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Finalmente, el alumno o la alumna refleja los
resultados de la practica en un informe técnico
que es evaluado por la profesora o el profesor.

AS5-E5 Préctica guiada de minipreparacion
de plasmidos.

10,11,
12,13

4h.

Las parejas de alumnas y alumnos, con la gufa
del profesor o la profesora llevan a cabo una
purificacion de plasmidos y posterior
electroforesis de los mismos.

El alumno o la alumna hace crecer el cultivo
bacteriano en medio liquido, con el antibiético
correspondiente, la noche anterior a 37°C.
Luego, centrifuga el medio de cultivo para
recoger las células bacterianas (1 minuto a
12.000 rpm.), elimina el sobrenadante,
resuspende el precipitado en 250 pL de
solucion de resuspension, afiade 250 uL de
solucion de lisis, mezcla por inversion, afiade
10 pL de solucién de proteasa alcalina, invierte
e incuba a temperatura ambiente durante 5
minutos.

Afiade inmediatamente 350 L de solucion de
neutralizacién, mezcla, centrifuga 1° minutos a
12.000 rpm., descarta el residuo blanco del
tubo, transfiere el sobrenadante transparente a
una columna previamente marcada, centrifuga
1 minuto a 10.000 rpm., desecha el liquido del
tubo colector y vuelve a montar la columna
sobre el tubo colector, afiadiendo 700 L. de
tampén de lavado (que ya contiene etanol
absoluto) y centrifugando 1 minuto a 10.000
rpm. Después, elimina el liquido del tubo

Seleccionar antes de la
secuenciacion aquellos plasmidos
recombinantes que porten insertos
Cuya secuencia y tamafio sea el
esperado, mediante purificacion
(minipreparacion) de plasmidos y
posterior electroforesis de los
mismos.

Desarrollar habitos de orden,
limpieza, fomentandose el trabajo
metddico, autbnomo y en grupo.

Tubos eppendorf de 1,5 mL.,
estériles.

Gradilla para los tubos.
Micropipetas y puntas desechables.
Tubos para cultivo bacteriano en
liquido, de 10-15 mL. de capacidad.
20 mL. Medio LB liquido.

10 pL. Ampicilina 100 mg/mL.
Bafio de agua a 37°C.
Microcentrifuga.

Kit comercial para minipreparacion
de plasmidos: Wizard Plus SV
Minipreps DNA purification system,
de Promega.

1 mL. Agua bidestilada estéril.
Supuestos précticos para la
deteccion de los &cidos nucleicos
por mapas de restriccion, southern
blot, northern blot, hibridacion...
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colector, vuelve a lavar con 450 L. de tampon
de lavado y descarta el liquido recogido.
Centrifuga 30 segundos para secar la matriz,
desecha el tubo colector y monta la columna
sobre un eppendorf nuevo, limpio y
debidamente marcado.

Por (ltimo, afiade 100 L. de agua a la
columna, incuba a temperatura ambiente 1
minuto, centrifuga a 10.000 rpm para recoger el
ADN purificado y lo guarda a -20°C.

Posteriormente, el alumnado realiza una
electroforesis en gel de agarosa para identificar
los plasmidos aislados.

El alumnado también analiza, a partir de
supuestos précticos, la deteccion de los 4cidos
nucleicos por mapas de restriccion, southemn
blot, northern blot, hibridacion...

La alumna o el alumno refleja los resultados de
la préctica en un informe técnico que es
evaluado por la profesora o el profesor.

A6 Intercambio experiencias (actividad de 1h Actividad reflexiva de sintesis del profesor o de | Realizar un proceso de sintesis. Mapa conceptual para recoger los
cierre). la profesora con el grupo de clase, para Evaluar el proceso de aprendizaje. | aspectos mas relevantes de la
concluir (puntos clave y dudas), identificar Evaluar la UD. Unidad.
aprendizajes, realizar generalizaciones, Puntos fuertes, débiles y &reas de
presentar resultados y evaluar el proceso de mejora.
ensefianza-aprendizaje.
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e Lapractica A2-E2 seria conveniente realizarla después de una amplificacién del ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y una electroforesis en gel de agarosa del ADN
amplificado. Dado que la técnica de la PCR se incluye en la préxima UD, la UD 5, es posible impartir primero dicha unidad y, a continuacion, pasar a la UD 4. No obstante, también puede
adelantarse la explicacion del procedimiento de la PCR a la presente UD, aunque luego se vuelva a recordar enla UD 5.

e Asimismo, seria interesante, tanto en esta UD como en la siguiente, complementar las explicaciones tedrico-practicas en el Centro de Formacion, con alguna visita técnica a empresas y/o
laboratorios biotecnolgicos para ver en la practica varias de las técnicas descritas en ambas UD. Ademas, dado que en muchas de ellas se recurre habitualmente a kits comerciales bastante
costosos, se podria buscar alguna forma de colaboracién con dichas empresas para aprovechar muestras y reactivos y reducir costes.

e Aveces, en recursos se mencionan publicaciones, libros y documentos que pueden ser sustituidos por otros que sirvan para los mismos propdsitos.
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ELECTROFORESIS

RA 2: Clona acidos nucleicos, aplicando los procedimientos de biologia molecular.
RA 3: Identifica microorganismos y proteinas aplicando ensayos inmunoldgicos y genéticos.

Obijetivos de aprendizaje:
1.

Conocer la técnica de la PCR: etapas, componentes y factores que afectan a su eficiencia.

Reconocer su importancia en los Gltimos avances de la Biotecnologia.

Describir sus aplicaciones y variantes mas importantes.

Distinguir entre PCR rutinarias y PCR cuantitativa o en tiempo real.

Preparar la muestra, materiales (vectores...) y reactivos (enzimas de restriccion...) para la amplificacion del DNA mediante la PCR.
Calibrar y mantener los equipos para dicha amplificacion.

Describir los criterios para la seleccién de cebadores o “primers” adecuados para la amplificacion de una secuencia determinada de ADN.
Disefiar cebadores especfficos para la clonacién del ADN amplificado.

Realizar una amplificacion de un segmento de ADN mediante la técnica de la PCR.

Interpretar los resultados de diversas aplicaciones de la técnica en el &mbito legal, alimentario, sanitario....

Describir las principales estrategias para la clonacién de los productos de la PCR.

Identificar las condiciones de asepsia, evitando contaminaciones cruzadas.

Aplicar pautas de prevencion frente a riesgos bioldgicos, gestionando adecuadamente los residuos generados.

Duracién: 14 horas

Bloques

CONTENIDOS

2

3

»  Preparacién de la muestra de partida (ADN de diferente procedencia) para la PCR.

»  Calibracion y mantenimiento de los equipos necesarios (termociclador).

»  Resolucion de supuestos practicos sobre disefio de cebadores especificos.

»  Disefio de dichos cebadores en funcion de la naturaleza y posterior uso del ADN a amplificar.

»  Realizacién de la amplificacién de un fragmento de ADN mediante la técnica de la PCR.

PROCEDIMENTALES +  Registro, etiquetado y conservacion de la secuencia amplificada en funcién de su uso posterior.

» Interpretar los resultados de las aplicaciones de la técnica (genética forense, pruebas de paternidad, calidad alimentaria...).
»  Resolucién de supuestos practicos en relacion con dichas aplicaciones.

»  Manipulacién y eliminacion de los residuos generados (residuos biosanitarios).

»  Aplicacién de pautas de asepsia y de prevencion de riesgos bioldgicos.

X X X X

X X X X X X X X X X|[»
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QUIMICA

Principios de la técnica de la PCR. X

Etapas y componentes de la técnica. X | X

Factores que condicionan su eficiencia. X

CONCEPTUALES Cr|t.er|o.s para el,d|§eno de cebadores, adgcuados en funcion de la secuencia a amplificar y de su uso posterior. X
»  Aplicaciones mas importantes de la técnica. X | X

»  Modalidades de la misma, con sus ventajas y desventajas. X | X

»  Estrategias para la clonacion de los productos de la PCR. X | X

ACTITUDINALES .

»  Actitud positiva, participativa y cooperante en el trabajo en grupo.

» Iniciativa y autonomia en el desarrollo de las actividades.

Respeto de las normas de seguridad, salud laboral y medioambientales.
»  Orden, limpieza y método en la realizacion de las operaciones basicas del laboratorio y en la ejecucion de tareas.
»  Seguridad, respeto y cuidado del material y equipos.

X X X X X
X X X X X

ACTIVIDAD METODOLOGIA RECURSOS
QUEvGygVan@liacet OB | o QUIEN COMO se va a hacer PARA QUE se va a hacer CON QUE se va a hacer
Tipo de actividad Implicad. Pr | Al
E1 Evaluacion inicial. 1,2,3,4,| 1h. X X | Elo la docente plantea al alumnado cuestiones | Evaluar los conocimientos previos | Curso de Ensayos Biotecnol6gicos.
5,6,7,8, concretas sobre la técnica de la PCR y sus (conceptos y procedimientos) que el | 2008. Técnicas de proteinas.
10, 11, aplicaciones, comentandole algunos ejemplos | alumno y la alumna tienen sobre la | Universidad de Navarra, Dpto. de
al respecto. PCR, sus aplicaciones y su Bioquimica y Biologia Molecular.
El alumnado, primero individualmente y luego | importancia para el desarrollo de la | Curso de Biotecnologia Aplicada
por parejas, responde a las cuestiones Biotecnologia moderna. 2010 Tknika Vitaaidelos.
planteadas. VVAA 2009 Biologia 2° Bachillerato
Finalmente, en una breve puesta en comdn, las Ed. Edelvives.
alumnas y los alumnos, con la guia del o de la VVAA 2010 Ensayos
docente, intercambian sus respuestas y las Biotecnoldgicos Ed. Cano Pina 12
consensuan. Edicion.
VVAA Investigacion y Ciencia
Temas 38 Nueva Genética; Temas
48. Virus y bacterias; Temas 59
¢Qué es un gen?
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Al Presentacion de la UD. 1,2,3,4,| 1h El alumno o la alumna propone casos Relacionar los conocimientos Articulos publicados en revistas del
5,6,7,8, précticos sobre la técnica de la PCR y sus previos de los alumnos y las nivel de investigacion y ciencia
10, 11, aplicaciones, guiado por la profesora o el alumnas con los contenidos del sobre la técnica de la PCR y sus
profesor. aprendizaje. aplicaciones.
La profesora o el profesor presenta la UD, Diagrama de flujo del proceso de
enmarcéndola dentro del médulo amplificacién del ADN mediante
correspondiente y relacion&ndola con el resto PCR.
de los mddulos. Explica los objetivos de Esquema general de la unidad
aprendizaje a alcanzar, las actividades de did4ctica.
ensefianza-aprendizaje a realizar para lograrlos Programacion abreviada del
y los criterios de evaluacion que se aplican para madulo.
determinar su grado de consecucion.
A2-E2 Préctica guiada de disefio de 1,5,7,8 | 2h La alumna o el alumno, guiado por el profesor o | Disefiar promotores para Programa PerlPrimer y recursos
promotores para secuencias especificas la profesora, resuelve diferentes cuestionesy | secuencias especificas de ADNa | similares en Internet
de ADN a amplificar mediante PCR. supuestos practicos sobre el disefio de amplificar mediante PCR.
promotores especificos. Desarrollar habitos de rigor,
método, orden y limpieza.
Para ello, tiene en cuenta las siguientes reglas: | Utilizar las Tecnologias de la
Longitud dptima: 18-25 nucledticdos. Informacién y la Comunicacion
Contenido de G+C = 40-60%. (TIC) con conocimiento y precision.
Evitar la presencia de repeticiones o
secuencias palindromes en el interior de los
cebadores, para que no se plieguen sobre si
mismos (formacion de horquillas).
La Tm (temperatura de apareamiento, del inglés
“melting temperature”) de ambos cebadores
debe ser similar.
La secuencia de ambos cebadores no debe ser
complementaria entre si.
El alumno o la alumna emplea programas
informaticos como el PerlPrimer o el Primer3,
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que le permiten disefar cebadores para
secuencias especificas y testar su idoneidad.
Ademas, puede comprobar si la secuencia del
cebador es especifica 0 amplifica también ADN
de otras especies (“blastear”).
Finalmente, el alumno o la alumna refleja los
resultados de la practica en un informe técnico
que es evaluado por el profesor o la profesora.
A3-E3 Préctica guiada de amplificacionde | 1,4,5,6. | 4h. El alumnado, por parejas, con la guia de la Desarrollar habitos de orden, Micropipetas y puntas desechables.
ADN mediante PCR'y electroforesis del 9.12.13 profesora o el profesor, lleva a cabo la limpieza, fomentandose el trabajo | Tubos eppendorf de 1,5 mL.
ADN amplificado. amplificacion del ADN mediante la técnica de la | metddico, con rigor, auténomo y en | Tubos para PCR de 0,2 6 0,5 mL.
PCR'y su posterior electroforesis. equipo. Termociclador.
REACCION DE AMPLIFICACION MEDIANTE | Etiquetar y conservar Hielo.
PCR. adecuadamente los acidos ADN especifico a ampliar.
Puesto que existen muchos kits comerciales nucleicos extraidos. kits AmpliTag Gold y AmpliTaq de
para realizar esta practica, a modo de ejemplo, Perkin-Elmer (pueden emplearse
describimos las mezclas de reaccion y ciclos muchos otros, siguiendo siempre
de PCR para los kits AmpliTaq Gold y sus instrucciones especificas para
AmpliTaq de Perkin-Elmer: la elaboracion de la mezcla de
Mezcla de reaccion (AmpliTag Gold y reaccion correspondiente.
AmpliTaq) Material para la electroforesis en
- Agua destilada milli-Q 66,5 L. gel de agarosa, ya indicado en
— 10X PCR Buffer Il 100 mM 10 L. précticas de UD. anteriores.
- MgCl,25mM 10 L.
- 10X dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
- 10 mM de cada 10 L.
- 100X Cebador 1100 M. 1 L.
- 100X Cebador2 100 M1 L.
- AmpliTag Gold o AmpliTag DNA
Polymerase
- 5U/105L.
— DNA molde (cromosoma de Salmonella
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typhimurium) 25 ng./L. 1 L.

Recomendaciones:

- Afiadir los reactivos en el orden de la
tabla, comenzando por el agua.

- Se recomienda una [MgCl,] libre de 1,0-
4,0 mM.

- Mantener la [dNTPs] equilibrada.

- Mantener la [cebadores] equilibrada.

-  Se recomienda una concentracion de
cada cebador de 0,2-1,0 M.

-  Se recomienda una concentracion de
DNA diana >104 moléculas; pero<1 g
de DNA.

Es aconsejable preparar una mezcla madre

con los reactivos comunes, segun se indica a

continuacion, (para 4 muestras (X4,2), en

este caso concreto):

- Agua2793 L.

- 10X PCR Buffer 1142 L.

- MgCI2 42 L.

- 10XdNTP42 L.

— 100X Cebador 14,2 L.

— 100X Cebador 2 4,2 L.

- AmpliTag 2,1 L.

- DNAmolde

Total (con DNA molde): 420 L.

El alumnado debe mezclar bien antes de

usar. Afiadir a razén de 100-1=99 L. por

tubo de reaccién de 0’5 ml. Afiadir a cada
tubo de reaccién 1 L. de la solucién de DNA

diana. Afadir una gota (25 L.) de aceite o,

mejor, cera fundida.

Ciclos de amplificacion (AmpliTag Gold o
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AmpliTaq)

La alumna o el alumno programa el
termociclador segln se indica a continuacion:
Activacion:

1 ciclo 94°C 10 minutos.

Desnaturalizacion e Hibridacion y
Polimerizacion: 30 ciclos.

Desnaturalizacion: 94°C 1 minuto.
Hibridacion y Polimerizacion: 72°C 2 minutos.
Terminacion: 1 ciclo 72°C 5 minutos.

Espera: °C ambiente.

Luego, afiaden una gota de aceite por pocillo
(en caso de que éstos estuvieran secos).
Precalientan el bloque a 94°C.

Una vez acabada la PCR, retiran los tubos y
los almacenan a —20°C hasta su uso.
ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE PCR
MEDIANTE ELECTROFORESIS EN GEL DE
AGAROSA (ya descrito en la practica A2-E2
de la UD. 3).

El alumnado analiza un 5% (5 L.) de los
productos de reaccién en gel de agarosa.
Para ello afiade 5 L. de los productos
amplificados a 5 L.de 2X Ficoll tipo 1.

En caso de que hubieran usado aceite, lo
eliminan por aspiracién (trompa de agua)
cuando la muestra esta todavia congelada y
pasan la muestra a un tubo nuevo. En el caso
de haber usado cera, basta perforar la capa
de ésta con una punta, expulsar el tapén de
cera de la punta y coger la muestra por el
agujero perforado.

Fotografian el resultado.
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Finalmente, el alumno o la alumna refleja los
resultados de la PCR y la electroforesis en un
informe técnico que es evaluado por el profesor
o la profesora.

A4-E4 Préctica autbnoma de interpretacion
de los resultados de la PCR en el &mbito
legal y alimentario.

2,3,4,10

3h.

Por parejas, el alumnado, discutird e
interpretar los resultados de la PCR en
aplicaciones concretas en los ambitos legal y
sanitario.
Previamente, y a modo de ejemplo, la profesora
o el profesor describe una caso concreto de
investigacion criminal en el que se ha obtenido
el perfil genético nuclear, a partir de la
extraccién y amplificacion por PCR del ADN
microsatélite nuclear de la victima y de los
sospechosos, para su posterior secuenciacion
y comparacion.
El alumnado tiene que interpretar, entre otros
supuestos practicos, la autentificacion de
especies pisciformes (extraccion del ADN, PCR
del gen del citocromo b, digestién con enzimas
de restriccion, migracion electroforética de los
productos de la PCR y observacion del modelo
de bandas) y la deteccion de transgénicos
(extraccion del ADN de semillas de maiz y de
soja, PCR de los genes lectina, zeina, 35S y
NOS, migracion electroforética de los productos
de la PCRYy anélisis de las bandas obtenidas).
Finalmente, cada grupo expone sus
conclusiones, las cuales de debaten y corrigen
en pablico, con el apoyo de la profesora o del
profesor, quienes asesoran la autoevaluacion
del alumnado.

Interpretar, de forma reflexiva y
razonada, los resultados de la
aplicacién de la PCR en diferentes
&reas de la vida cotidiana
(sentencias judiciales, control
alimentario, diagnéstico clinico...)
Fomentar el trabajo participativo,
ordenado y metddico, autonomo y
responsable.

Curso de Ensayos Biotecnolégicos.
2008. Técnicas de proteinas.
Universidad de Navarra, Dpto. de
Bioquimica y Biologia Molecular.
Curso de Biotecnologia Aplicada
2010 Tknika Vitaaidelos.

VVAA 2009 Biologia 2° Bachillerato
Ed. Edelvives.

VVAA Investigacion y Ciencia
Temas 38 Nueva Genética; Temas
48. Virus y bacterias; Temas 59
¢Qué es un gen?
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cierre).

la profesora con el grupo de clase, para
concluir (puntos clave y dudas), identificar
aprendizajes, realizar generalizaciones,
presentar resultados y evaluar el proceso de
ensefianza-aprendizaje.

Evaluar el proceso de aprendizaje.

Evaluar la UD.

A5-E5 Préctica guiada de seleccion de 1,311 | 2h El alumno o la alumna, guiado por la profesora | Seleccionar estrategias para la VVAA 2010 Ensayos
estrategias para la clonacion de los 0 el profesor selecciona estrategias para clonacion de los productos de la Biotecnoldgicos Ed. Cano Pina 12
productos de la PCR. futuras clonaciones de los productos de la PCR | PCR. Edicion.
obtenidos en practicas anteriores (por ejemplo, | Promover la reflexion, el rigor y la
en la practica A3-E3 de esta UD o en otras precision en la seleccion de
similares a ella que se puedan realizar o en las | opciones.
précticas de la UD anterior).
Para ello, tiene en cuenta la estructura y
composicion de los diferentes plasmidos y las
secuencias especificas de corte de las distintas
enzimas de restriccion a utilizar.
El alumnado elabora un informe técnico de la
préctica que es evaluado por el profesorado.
A6 Intercambio experiencias (actividad de 1h. Actividad reflexiva de sintesis del profesor o de | Realizar un proceso de sintesis. Mapa conceptual para recoger los

aspectos més relevantes de la
Unidad.

Puntos fuertes, débiles y &reas de
mejora.

OBSERVACIONES

» LasUD 3,4y5,junto con el apartado de secuenciacion de la UD 6 conforman la unidad procedimental basica del anélisis biotecnoldgico de los acidos nucleicos y, en especial, del ADN,
basado en su extraccion, amplificacidn por PCR, electroforesis en gel de agarosa, clonacion en vectores plasmidicos, transformacion de células competentes, anlisis de las secuencias
clonadas y secuenciacion. De este esquema sintético, consideramos basicas las técnicas de extraccién, PCR, electroforesis y transformacion.

» Actividades como la A2-E2 y A4-E4 son importantes para reflexionar sobre las capacidades adquiridas y su conexion con las diferentes aplicaciones de las técnicas biotecnoldgicas en los &mbitos
sanitario, farmacéutico, agroalimentario, ambiental, industrial y judicial, entre otros. Es importante hacer patente la estrecha relacién entre los avances procedimentales y sus aplicaciones practicas, a
medida que aguellos se van desarrollando.

»  Enrecursos se citan, en ocasiones, publicaciones, libros y documentos que pueden ser sustituidas por otras que sirvan para los mismos propésitos.
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Unidad didactica n°.6: SECUENCIACION DE ACIDOS NUCLEICOS Y MANEJO DE HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS Duracion: 12 horas

RA 2: Clona acidos nucleicos, aplicando los procedimientos de biologia molecular.
RA 3: Identifica microorganismos y proteinas aplicando ensayos inmunol6gicos y genéticos.

Obijetivos de aprendizaje:
1. Conocer el método de secuenciacion dideoxi de Sanger: biomoléculas necesarias, etapas y reacciones.

Comprender su fundamento: empleo de una mezcla de deoxinucleotidos y dideoxinucleotidos (terminadores de cadena).
Diferenciar entre secuenciacion automéatica y manual, identificando ventajas e inconvenientes.
Preparar el ADN a secuenciar, describiendo el proceso de secuenciacion automatica e indicando las diferentes estrategias posibles.
Analizar y expresar los resultados de la secuenciacion de un fragmento de ADN.
Reconocer las aplicaciones de la secuenciacion y su importancia en el desarrollo de la Biotecnologia.
Comprender los pasos a seguir para obtener informacion bioinformética.
Conocer las herramientas bésicas disponibles para obtener informacién de secuencias de ADN y proteinas (bases de datos).

9. Reconocer la bioinformatica como una poderosa herramienta en el desarrollo y anélisis de ensayos biotecnoldgicos.
10. Familiarizarse con el lenguaje empleado en los diferentes programas de andlisis bioinforméticos.
11.  Analizar los resultados obtenidos a partir de ensayos practicos de secuenciacion de ADN.
12. Identificar algunas herramientas bioinforméticas de uso frecuente en ensayos biotecnoldgicos de Biologia Molecular.
13. Reconocer las aplicaciones y utilidad de la secuenciacion del ADN para la resolucién de delitos y la realizacion de diagnésticos de paternidad bioldgica.

O NS W

Bloques
CONTENIDOS
112|345

»  Preparacion del ADN a secuenciar (banda de PCR o plasmido recombinante) para la secuenciacion. i

»  Reconocimiento de los componentes de un secuenciador y de su funcionamiento. X

*  Registro, etiquetado y conservacion de las muestras a secuenciar.

»  Expresion y analisis de los resultados de la secuenciacién de un fragmento de ADN. X

»  Reconocimiento de las aplicaciones de las distintas técnicas de secuenciacion y de su aplicabilidad. X
PROCEDIMENTALES +  Obtencion de informacion bioinformatica a partir de diferentes bases de datos y programas de anlisis bioinformaticos. X

»  Construccion de mapas de restriccion de fragmentos de ADN o de proteinas. X

»  Anélisis de los resultados obtenidos a partir de la realizacion de perfiles genéticos y de pruebas de paternidad bioldgica. % | x

»  lIdentificacion de organismos a partir de secuencias de origen desconocido y realizacién de estudios filogenéticos. ¥ | x

»  Aplicacién de normas de bioseguridad y de proteccin ambiental a la hora de manipular acidos nucleicos.
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12,13

nucleicos y las técnicas bioinforméticas,
proporcionandoles ejemplos al respecto.

El alumnado, primero individualmente y luego
por parejas, responde a las cuestiones
planteadas.

Finalmente, en una breve puesta en comdn, las
alumnas y los alumnos, con la guia del
docente, intercambian sus respuestas y las
consensuan.

procedimientos) que el alumno
y la alumna tienen sobre la
secuenciacion de los &cidos
nucleicos y sus aplicaciones,
asi como sobre la
Bioinformética.

»  Componentes, etapas y reacciones necesarios para secuenciar ADN mediante el método dideoxi de Sanger. X
» Diferencias entre secuenciacion manual y automatica, identificando ventajas e inconvenientes. X
»  Aplicaciones de las técnicas de secuenciacion del ADN. X
CONCEPTUALES »  Principios, criterios y etapas para la obtencidn de informacién bioinformética y el manejo de programas de andlisis bioinformaticos. X | X
»  Caracteristicas de las principales herramientas para el tratamiento de las secuencias obtenidas. XX
»  Criterios para la realizacion de pruebas de pateridad biolégica y de perfiles genéticos. X
»  Principios para la identificacion genética de organismos v la realizacién de estudios filogenéticos. XX
»  Orden, limpieza y método en la ejecucion de tareas. A
» Iniciativa y autonomia en el desarrollo de las actividades. A
ACTITUDINALES »  Seguridad, respeto y cuidado del material y los equipos. A
»  Actitud positiva, participativa y cooperante en el trabajo en grupo. A
»  Respeto de las normas de seguridad, salud laboral y medioambientales. A
ACTIVIDAD METODOLOGIA RECURSOS
: jeti UIEN . . .
QUE. voyovana hacer Obj(.etlv' T Q COMO se va a hacer PARA QUE se va a hacer CON QUE se va a hacer
Tipo de actividad Implicad. Pr | Al
E1 Evaluacion inicial. 1,2,3,6,| 1h. X X | Laoeldocente plantea al alumnado cuestiones | Evaluar los conocimientos Curso de Andlisis Biotecnologico
7,8,9, concretas sobre la secuenciacion de los acidos | previos (conceptos y febrero 2010 Facultad de Ciencia y

Tecnologia Universidad del Pais Vasco.
Curso de Biotecnologia Aplicada
noviembre 2010 Tknika Vitaaidelos.
Nelson, D. L.y Cox, M. M. Lehninger
2006 Principios de Bioquimica Ed.
Omega 42 Edicidn.

Protocolo de Practicas de
Bioinformética del Dpto. de Bioquimica
y Biologia Molecular de la Universidad
de Cordoba.

VVAA 2009 Biologia 2° Bachillerato Ed.
Edelvives.

VVAA 2010 Ensayos Biotecnol6gicos
Ed. Cano Pina 12 Edicion.
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A tal fin, combina los componentes del kit

comercial utilizado (en este caso, un kit de

secuenciacion de ADN de ABI-Prism) en un

tubo seguin lo indicado a continuacién:

- Premix dRhodamine Terminator 1 L.

—  Tampon de secuenciacion 5X 1 L.

— ADN molde (100-200 ng.) 2,5 L.

- Primer o cebador 10 mM. 0,5 L.

Después, programa el termociclador con los

siguientes pardmetros:

- 1Ciclo a 94°C de 3 minutos.

— 40 Ciclos de: 94°C y 10 segundos, 50°C y
5 segundos y 60°C y 4 minutos.

- 1Cicloa4°Cy duracién indefinida.

Tras eliminar los dideoxi nucleétidos marcados

(incluidos en el Premix) no incorporados

durante la reaccién de secuenciacion y

preparacion de la muestra, afiade a cada tubo

Desarrollar habitos de rigor,
método, orden y limpieza.
Aplicar las normas de
bioseguridad y de proteccion
ambiental a la hora de
manipular &cidos nucleicos.

Al Presentacion de la UD. 1,2,3,6,| 1h. El alumno o la alumna propone casos practicos | Relacionar los conocimientos | VVAA Investigacion y Ciencia Temas
7,8,9, sobre la secuenciacion de &cidos nucleicos y la | previos de los alumnos y las 38 Nueva Genética; Temas 48. Virus y
12,13 bioinformatica, asi como sobre sus alumnas con los contenidos del | bacterias; Temas 59 ¢ Qué es un gen?
aplicaciones, guiado por la profesora o el aprendizaje. Articulos publicados en revistas del
profesor. nivel de Investigacion y Ciencia sobre
La profesora o el profesor presenta la UD, secuenciacion y bioinformatica.
enmarcandola dentro del médulo Diagrama de flujo de los procesos de
correspondiente y relacionandola con el resto secuenciacion del ADN. Esquema
de los mddulos. Explica los obijetivos de general de ,lf," un|dad.d|dact|ca. i
aprendizaje a alcanzar, las actividades de Programacion abreviada del modulo.
ensefianza-aprendizaje a realizar para lograrlos
y los criterios de evaluacion que se aplican para
determinar su grado de consecucion.
A2-E2 Préctica guiada de la preparacionde | 1,2,3,4, | 3h El alumnado, guiado por el profesor o la Preparar un fragmento de ADN | Micropipetas y puntas desechables.
un ADN para secuenciar. 56,11 profesora, realiza la preparacion de un ADN (pldsmido o banda de PCR ) Tubos eppendorf de 1,5 mL.
(banda de PCR o plasmido) para secuenciar. | para secuenciar. Tubos para PCR de 0,2 mL.

Gradilla para ambos tipos de tubos.

Kit de secuenciacion de ADN de ABI-
Prism: “DNA sequencing Kit.
dRhodamine Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction.

ADN a secuenciar (banda de PCR
limpia o plasmido recombinante limpio).
Hielo, para mantener las reacciones
frias.

Etanol absoluto

Microcentrifuga.

Termociclador.

Herramienta bioinformatica para el
andlisis individual de secuencias
nucleotidicas Chromas:
www.technelysium.com.au/chromas.ht
ml

Empresa biotecnolégica colaboradora.

UD 6: SECUENCIACION DE ACIDOS NUCLEICOS Y MANEJO DE HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS 54




Ciclo Formativo: LABORATORIO DE ANALISIS Y CONTROL DE CALIDAD
QUIMICA Mdédulo 7: ENSAYOS BIOTECNOLOGICOS

50 L. de etanol absoluto, incubando a -20°C
durante 30 minutos y centrifugando a 13.000
rpm. Tras la centrifugacion, elimina el
sobrenadante, deja secar, afiade a cada tubo
de reaccién 20 L. de formamida desionizada y
desnaturaliza las muestras, calentindolas a
95°C durante 5 minutos.

De este modo, ya estan preparadas para ser
analizadas en un secuenciador automatico.
Cuando se realizan ensayos de secuenciacion
en equipos automatizados, los archivos se
pueden abrir con una gran variedad de
programas, en funcién del sistema operativo del
ordenador. Uno de los més utilizados para
Windows es Chromas. Este programa permite
ver la secuencia en ambos sentidos, ampliar o
comprimir el gréfico, aplicar colores a cada
base y observar la secuencia complementaria,
entre otras posibilidades.

Puesto que generalmente no se dispone en el
laboratorio de este aparato para llevar a cabo el
proceso de secuenciacion, éste deberia
explicarse de forma virtual o, en colaboracién
con alguna empresa del &mbito tecnoldgico que
lo realice de forma rutinaria, a través, por
ejemplo, de una visita técnica/demostracion
préctica en sus dependencias.

Por (ltimo, cada grupo de précticas analiza los
resultados de la secuenciacion y compara los
procedimientos manual y automatico, indicando
ventajas e inconvenientes.

Finalmente, el alumno o la alumna refleja los
resultados de la practica en un informe técnico
que es evaluado por el profesor o la profesora.
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A3-E3 Préctica guiada de busqueda de
genes y proteinas, localizacion de los
mismos en los cromosomas, identificacion
de organismos y estudios filogenéticos.

7,8,9,
10,11,12

4h.

Los alumnos y las alumnas, por parejas, con la

guia de la profesora o el profesor, llevan a cabo

una serie de ejercicios de Bioinformética:

ACIDOS NUCLEICOS

BUsqueda y almacenamiento de la secuencia

de genes.

Para ello emplea la base de datos del Centro

Nacional para la Informacién Biotecnoldgica

(National Center for Biotechnology Information)

(NCBI), direccién: www.ncbi.nlm.nih.gov, que

incluye el banco de secuencias biologicas mas

grande del mundo, denominado GenBank.

El alumnado busca y guarda las secuencias de

los genes de:

- Lahormona del crecimiento.

- Laproteina de la nucleocapsida del virus
Influenza A HIN1.

- Laregion 16S del rRNA de Bacillus
anthracis,

Para buscar la secuencia introduce en la

busqueda “parcial sequence”, evitando asi la

busqueda de genomas completos.

Una vez localizada, el alumnado la guarda en

un archivo que ha de ser un “Documento de

texto” (extension .txt) y la escribe de la

siguiente forma:

>referencia_y _nombre_del_organismo

Debajo copia la secuencia de ADN (en formato

FASTA, esto es, toda la secuencia seguida) y la

guarda en este formato FASTA (display settings

opcion Fasta Apply).

El alumnado también puede buscar secuencias

en las péginas web de:

El laboratorio europeo de biologia molecular

(EMBL): www.embl.org

El banco de datos de ADN del Japon (DDBJ):

Buscar secuencias de genes y
de proteinas en bases de datos
bioinformaticas.

Localizar genes en los
cromosomas aplicando
herramientas informaticas.
Identificar secuencias,
estructuras y funciones
proteicas.

Fomentar el trabajo
participativo, ordenado y
metddico, autbnomo y
responsable.

Interpretar, de forma reflexiva y
razonada, los resultados de los
supuestos bioinforméaticos
resueltos.

Aula de Informatica/multimedia o

mediateca para utilizar las siguientes

paginas web:
- www.ncbi.nlm.nih.gov

—  www.ncbi.nlm.nih.gov/projets/geno

melguide
- www.ncbi.nim.nih.gov/
genomes/lproks.cgi
—  www.ncbi.nim.gov/genomepri
- www.embl.org
—  www.ddbj.nig.ac.jp
- srs.ebi.ac.uk
-  www.justbio.com
- www.expasy.org/spdbv
- www.pdb.org
—  www.uniprot.org

Programas bioinformaticos necesarios:

Programa ClustalX.
Programa Treeview.
Programa Seaview.
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www.ddbj.nig.ac.jp

Sistema de recuperacion de secuencias
(sequence retrieval system): srs.ebi.ac.uk
Localizacion de genes en los cromosomas.
En este supuesto practico, el alumnado emplea
la direccion, también del NCBI:
www.nchi.nlm.nih.gov/projets/genome/guide.
La alumna o el alumno realiza en primer lugar
una localizacion del gen del citocromo b en el
ADN mitocondrial y del EGFL6 en el
cromosoma X del genoma humano. Para ello,
en primer lugar, selecciona Human Build 37.1
(Map viewer), observando los diferentes
cromosomas Y la taxonomia completa. A
continuacion, hace clic en ellos y visualiza los
genes que contienen. Después, mediante el
enlace MT accede al estudio del ADN
mitocondrial y, a través del marcador
“Markers”, escribiendo cytochrome, localiza
exactamente el citocromo b en el ADN
mitocondrial. Ademés, haciendo clic en CYTB
observa en qué lugar de dicho ADN se
encuentra. A continuacion, entra en
Cromosoma X y observa el gen EGFL6 y su
localizacion. Por Ultimo, hace clic sobre EGFL6
y obtiene toda la informacién que existe en
NCBI sobre este gen.

En segundo lugar, el alumnado localiza los
cromosomas de la abeja (Honey bee o Apis
mellifera), haciendo clic para observar los
genes.

Finalmente, en la direccion:

www.ncbi. nlm.nih.gov/genomes/lproks.cgi
busca la bacteria Escherichia coli 536 y
selecciona el nimero 58531, hacienda clic
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sobre ély, luego, sobre el mapa del genoma
bacteriano. Luego, selecciona los genes
correspondientes al ARN (Features: Structural
RNAs: 103), observando que también puede
consultar otros genes bacterianos en esta tabla.
Después, localiza el gen ribosomal RNAy abre
la secuencia en formato FASTA. Para ello hace
clic en el rombo naranja de la columna “Links”
(la que estad més a la derecha).

Identificacion de organismos a partir de
secuencias cuyo origen es desconocido.

En este ejercicio y, siguiendo con los recursos
de la pégina del NCBI, la alumna o el alumno
emplea ahora el programa BLAST, el cual
busca semejanzas entre secuencias y es capaz
de identificar genes y sus caracteristicas. Para
ello, selecciona BLAST y Basic BLAST:
nucleotide blast, insertando la secuencia a
localizar en el campo de texto: Enter Query
Sequence; enter accesion number, gi, or
FASTA sequence. Luego selecciona: Choose
Search Set: Database: Others. Eligiendo
BLAST el programa indica a qué especie es
mas probable que corresponda y el porcentaje
de coincidencia con las secuencias de las
bases de datos del NCBI.

Estudio filogenético.

En este supuesto practico, el alumnado estudia
la relacion filogenética que existe entre diversas
especies. Para ello ha de modificar el archivo
“secuencias desconocidas”, guardandolo con el
nombre “secuencias identificadas.txt”. Sobre
esas secuencias modifica los nombres de las
secuencias identificadas en el ejercicio anterior.
(Ej: >secuencia_1 por >Bos_taurus), utilizando
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ahora el archivo “secuencias identificadas.txt”.

En primer lugar cada grupo realiza un

alineamiento de las secuencias. Para ello, abre

el programa ClustalX: FILE: Load sequences: y

el archivo “secuencias identificadas”. Con esta

opcion queda abierto el fichero y puede
observar las bases marcadas, cada una de un
color. ALIGNMENT: Do complete alignment.

Sirve para alinear las secuencias.

TREES: Draw tree.

Para ver el archivo que se genera el alumno o

la alumna tiene dos opciones:

- Intentar abrir directamente el archivo
“secuencias identificadas.ph” generado
(estos archivos se generan y quedan
guardados en el mismo lugar dénde est&
el archivo .txt que hemos utilizado para el
programa clustal).

—  Abrirel programa TREEVIEW y abrir los
archivos (File: Open): mostrar archivos de
tipo: .dnd, ph, y en concreto buscar el
archivo generado “secuencias
identificadas.dnd” o “secuencias
identificadas.ph” (estos archivos se
generan y quedan guardados en el mismo
lugar donde esta el archivo .txt que hemos
utilizado para el programa clustal).

Para observar el &rbol filogenético, tanto el

filograma como la representacion radial, el

alumnado va TREE: phylogram y TREE: radial

Por dltimo, seglin esta representacion, cada

grupo deduce qué especies estan mas

cercanas filogenéticamente.

En el sitio justhio, www.justbio.com, el alumno o

la alumna puede utilizar la herramienta ORF

viewer para identificar marcos abiertos de
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lectura en el ADN, la llamada aligner, que
alinea dos o mas secuencias de ADN o la
denominada complementor, la cual determina
la secuencia complementaria de una molécula
de ADN.

PROTEINAS

La alumna o el alumno analiza varias proteinas
a la vez mediante la herramienta bioinformatica
de modelamiento por homologfa de proteinas
swiss pobviewer, www.expasy.org/spdbv,
programa ligado al servidor swiss model del
swiss institute of bioinformatics-SIB, Glaxo
SmithKline R&D y el grupo de bioinformética
estructural del biocentro de Basilea,.

En el sitio web justbio, www.justbio.com, la
herramienta translator realiza la traduccion d
una molécula de ADN a proteinay la
herramienta patsearch identifica regiones
proteicas con patrones comunes a proteinas ya
conocidas.

Por (ltimo, el alumnado dispone del banco de
datos de proteinas PDB, www.pdb.org, base de
datos de estructuras tridimensionales de
proteinas, determinadas experimentalmente
por espectroscopia de Resonancia Magnética
Nuclear o cristalografia de rayos X. También
puede consultar la pagina web recurso
universal de proteinas (uniprot),
www.uniprot.org, que incluye informacién de
secuencias de proteinas y de sus funciones.
Los resultados de los supuestos bioinforméaticos
resueltos se comparten y solucionan en una
puesta en comdn coordinada por la profesora o
el profesor.
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Finalmente, el alumno o la alumna refleja los
resultados de en un informe técnico que es
evaluado por el profesor o la profesora.

A4-E4 Préctica guiada de interpretacion de
perfiles genéticos nucleares y del
diagndstico de paternidad bioldgica.

7,8,9,
10,11,
12,13

2h.

Por parejas, el alumnado, discutird e
interpretard los resultados de los perfiles
genéticos nucleares estudiados y de los
diagnésticos de paternidad analizados, guiados
del profesorado.

Estos perfiles estudian regiones del genoma
humano no relacionadas con ninguna
enfermedad y que sean muy variables, como
las del ADN microsatélite, donde aparecen
bases repetidas en tandem (STR), que son
unidades de repeticion de entre 2y 6 pb.
(ejemplo: GATA, TATA...existen 300.000 loci
microsatélite tetranucleotidicos). En genética
forense, habitualmente, se utilizan STR que no
recombinan y que se transmiten en bloque a la
descendencia.

Los perfiles se obtienen tras la extraccion del
ADN, su amplificacién por PCR, su
secuenciacién y separacion por tamafio,
consiguiéndose unas representaciones graficas
de las secuencias STR repetidas llamadas
electroferogramas, a partir de cuya
interpretacion se pueden identificar
sospechosos en investigaciones criminales o
determinar paternidades bioldgicas.

La alumna o el alumno, por grupos, analiza
diversos electroferogramas, para calcular el
valor LR (indice de probabilidad o likelihood, en
inglés) y asi determinar cuéntas veces es mas
probable que el ADN vestigio encontrado en la
escena del crimen sea el del sospechoso,

Interpretar, de forma reflexiva y
razonada, los resultados de los
perfiles genéticos llevados a
cabo y de las pruebas de
paternidad biolégicas
realizadas.

Fomentar el trabajo
participativo, ordenado y
metddico, autbnomo y
responsable.

Curso de Biotecnologia Aplicada 2010
Tknika Vitaaidelos.

Nelson, D. L.y Cox, M. M. Lehninger
2006 Principios de Bioquimica Ed.
Omega 42 Edicion.

VVAA 2009 Biologia 2° Bachillerato Ed.
Edelvives.

VVAA Investigacion y Ciencia Temas
38 Nueva Genética; Temas 48. Virus y
bacterias; Temas 59 ¢ Qué es un gen?
Banco de ADN de la Universidad del
Pais Vasco. Biomics Research Group.
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manejando en este supuesto 13 marcadores de
referencia (los que emplea el FBI para la
poblacién caucasoide estadounidense).
Ademas, en lo referente al diagnéstico de la
paternidad biologica, calcula el indice de
paternidad (IP) y la probabilidad de paternidad
(pP). Se considera bueno el valor de pP
cuando, en tanto por uno, es > 0,9999.
Finalmente, cada grupo expone sus
conclusiones, las cuales de debaten y corrigen
en pablico, con el apoyo de la profesora o del
profesor, quienes asesoran la autoevaluacion
del alumnado.

A5 Intercambio experiencias (actividad de
cierre).

1h.

Actividad reflexiva de sintesis del profesor o de
la profesora con el grupo de clase, para
concluir (puntos clave y dudas), identificar
aprendizajes, realizar generalizaciones,
presentar resultados y evaluar el proceso de
ensefianza-aprendizaje.

Realizar un proceso de sintesis.
Evaluar el proceso de
aprendizaje.

Evaluar la UD.

Mapa conceptual para recoger los
aspectos més relevantes de la Unidad.
Puntos fuertes, débiles y &reas de
mejora.

OBSERVACIONES

* Respecto a la actividad A2-E2, dado que el secuenciador automatico no es un equipamiento recogido en el DCB del ciclo, se recomienda que el centro de formacion busque la colaboracion
de una empresa biotecnoldgica para que el alumnado, en una visita técnica previamente concertada, pueda verlo y conocer su funcionamiento, pudiendo asf interpretar mejor en el aula los
correspondientes registros gréficos del aparato.

» Pararealizar las actividades A3-E3 y A4-E4 es fundamental disponer de un aula de Informética con una buena conexion a Internet. Es conveniente, ademas, que ambas se lleven a cabo
utilizando ejemplos y supuestos lo mas cercanos posible a situaciones de trabajo y casos reales, de tal modo que el alumnado comprenda la importancia creciente de estas técnicas en los anlisis
habituales de laboratorios de &mbitos muy diversos.

»  Ocasionalmente, en recursos, se mencionan documentos, libros, publicaciones y direcciones de Internet que pueden ser sustituidas por otras que sirvan para los mismos propésitos.
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Unidad didactica n°.7: CARACTERIZACION DE AGENTES TOXICOS Y MUTAGENICOS DE ORIGEN VEGETAL, MICROBIANO Y ANTROPICO  Duracion: 12 horas

RA 3: Identifica microorganismos y proteinas aplicando ensayos inmunol6gicos y genéticos.
RA 4: Identifica agentes tdxicos y mutagénicos aplicando ensayos de toxicidad y mutagénesis

Obijetivos de aprendizaje:
1. Conocer las principales toxinas naturales, de origen vegetal y microbiano, su composicién y sus efectos.

Realizar un antibiograma y determinar la concentracién minima inhibitoria.
Conocer las principales toxinas antropogénicas, su composicion, vias de incorporacion a la cadena alimentaria y medidas para evitarlo.
Diferenciar entre agente genotoxico, mutagénico y teratogénico.
Comprender los principios de las mutaciones y de la evaluacion de la toxicidad y de la mutagenicidad.
Reconocer los principales tipos de mutaciones y distinguirlos.
Describir los principales agentes mutagénicos, quimicos, fisicos y bioldgicos.
Conocer los mecanismos de reparacion del ADN.

9. Describir los ensayos de genotoxicidad/mutagenicidad més utilizados.
10. Conocer el fundamento bioldgico e identificar los pasos del ensayo de mutacion reversa en Salmonella typhimurium o test de Ames.
11. Realizar el test de Ames y analizar los resultados obtenidos.
12. Identificar las condiciones de asepsia, evitando contaminaciones cruzadas.
13.  Aplicar pautas de prevencion frente a riesgos bioldgicos, gestionando adecuadamente los residuos generados.

O NSO WD

Bloques
CONTENIDOS
112|345
o - X X
*  Realizacion de un antibiograma. - -
»  Determinacién de la concentracion minima inhibitoria.
»  Anélisis de los procesos de incorporacion de toxicos vegetales, microbianos y antropogénicos en la cadena alimentaria. i i
»  Anélisis de la aplicabilidad de los diferentes ensayos de genotoxicidad/mutagenicidad. § §
»  Elaboracion de un diagrama de flujo del ensayo de mutacion reversa en Salmonella typhimurium o test de Ames.

PROCEDIMENTALES +  Preparacion de la sustancia a ensayar, medio de cultivo y reactivos necesarios para el test de Ames. i i
»  Realizacién del citado test. §
»  Andlisis e interpretacion de los resultados obtenidos. X X
» lIdentificar las condiciones de asepsia, evitando contaminaciones cruzadas.

»  Aplicacién de pautas de prevencion frente a riesgos biolégicos, gestionando adecuadamente los residuos generados. i i
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mutagénicos de origen vegetal, microbiano y
antropico, proporcionandoles ejemplos al
respecto.

El alumnado, primero individualmente y luego
por parejas, responde a las cuestiones
planteadas.

Finalmente, en una breve puesta en comdn, las
alumnas y los alumnos, con la guia del
docente, intercambian sus respuestas y las
consensuan.

procedimientos) que el alumno
y la alumna tienen sobre los
agentes toxicos y mutagénicos
de origen vegetal, microbiano y
antropico y su caracterizacion.

. o . . . X X
»  Composicion y efectos de las principales toxinas naturales, de origen vegetal y microbiano. X
»  Principales toxinas antropogénicas: composicion, vias de incorporacion a los alimentos y medidas para evitarlo. X
» Diferencias entre agente genotdxico, mutagénico y teratogénico. X
CONCEPTUALES »  Caracteristicas y diferencias de los principales tipos de mutaciones. N
»  Propiedades y modos de actuacion de los agentes mutagenicos, quimicos, fisicos y bioldgicos. X
»  Mecanismos de reparacion del ADN. N X
»  Ensayos de genotoxicidad/mutagenicidad mas utilizados.
»  Aplicacion de las normas de bioseguridad, salud laboral y de proteccién ambiental, en especial en lo referente a la manipulacion de X X
microorganismos patégenos (Salmonella typhimurium...) X X
ACTITUDINALES »  Orden, limpieza y método en la realizacion de las operaciones basicas de laboratorio, siguiendo PNT y cumpliendo BPL. X X
»  Actitud positiva, participativa y cooperante en el trabajo en equipo. X X
* Iniciativa y autonomia.
ACTIVIDAD METODOLOGIA RECURSOS
: jeti UIEN . . .
QUE. voyovana hacer Obj(.etlv' T Q COMO se va a hacer PARA QUE se va a hacer CON QUE se va a hacer
Tipo de actividad Implicad. Pr | Al
E1 Evaluacion inicial. 1,3,4,5 | 1h X X | El docente plantea al alumnado cuestiones Evaluar los conocimientos Curso de Biotecnologia Aplicada
6,7,8,9, concretas sobre agentes toxicos y previos (conceptos y noviembre 2010 Mutagénesis Tknika

Vitaaidelos.

Curso de Ensayos Biotecnolégicos.
2008. Identificacion de agentes toxicos
y mutagénicos. Universidad de
Navarra, Dpto. de Bioguimica y Biologia
Molecular.

Nelson, D. L. y Cox, M. M. Lehninger
2006 Principios de Bioquimica Ed.
Omega 42 Edicidn.

VVAA 2009 Biologia 2° Bachillerato Ed.
Edelvives.

VVAA 2010 Ensayos Biotecnol6gicos
Ed. Cano Pina 12 Edicion.
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concentracion minima inhibitoria

concentracién minima inhibitoria (CMI).

La alumna o el alumno, por parejas, lleva a
cabo un antibiograma, esto es, un
procedimiento de laboratorio que permite
determinar la sensibilidad de un
microorganismo ante diferentes antibiticos.
Para ello, el alumnado emplea un método
estandarizado denominado test de difusion en
agar descrito por el laboratorio de referencia

minima inhibitoria.

Aplicar las normas de
bioseguridad y de proteccion
ambiental a la hora de
manipular cepas bacterianas.
Desarrollar habitos de rigor,
método, orden y limpieza.

Al Presentacion de la UD. 1,2,34,| 1h El alumno o la alumna propone ejemplos de Relacionar los conocimientos | Curso de Biotecnologia Aplicada
5,6,7,8, agentes txicos y mutagénicos que conozca, previos de los alumnos y las noviembre 2010 Mutagénesis Tknika
9,10 asi como de sus efectos sobre los alimentos y | alumnas con los contenidos del | Vitaaidelos.
los seres humanos, guiado por la profesora o el | aprendizaje. Curso de Ensayos Biotecnolégicos.
profesor. 2008. Identificacion de agentes toxicos
La profesora o el profesor presenta la UD, y mutagénicos. Universidad de
enmarcéndola dentro del médulo Navarra, Dpto. de Bioquimica y Biologia
correspondiente y relacion&ndola con el resto Molecular.
de los mddulos. Explica los obijetivos de Nelson, D. L.y Cox, M. M. Lehninger
aprendizaje a alcanzar, las actividades de 2006 Principios de Bioquimica Ed.
ensefianza-aprendizaje a realizar para lograrlos Omega 42 Edicidn.
y los criterios de evaluacion que se aplican para VVAA 2009 Biologia 2° Bachillerato Ed.
determinar su grado de consecucion. Edelvives.
Articulos publicados en revistas del
nivel de Investigacion y Ciencia sobre
agentes toxicos y mutagénicos de
origen vegetal, microbiano y antropico.
Diagrama de flujo de los ensayos de
mutagenicidad. Esquema general de la
unidad didactica.
Programacion abreviada del mdulo.
A2-E2 Préctica guiada de la realizacionde | 2,5,12, | 3h El alumnado, guiado por el profesor o la Realizar un antibiograma. Medio Meller-Hinton, pH 7,2-7,4 (o un
un antibiograma y del calculo de la 13 profesora, realiza un antibiograma y calcula la | Calcular la concentracion agar nutriente).

Cultivo de Micrococcus luteus.

Estufa de incubacion.

Antimicrobianos diversos (fosfomicina,
sulfisoxazole, cloranfenicol,
tobramicina, piperacillin...)

Pinza estéril.

Diluciones seriadas de los
antimicrobianos.
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national committee for clinical laboratory
standars (NCCLS), basado en el método
original de Kirby-Bauer.

Cada grupo utiliza como medio de cultivo agar
Meller-Hinton, pH 7,2-7,4 (0 un agar nutriente),
con un grosor de 4-6 mm., empleando un
inéculo de Micrococcus luteus , de
aproximadamente, 108 unidades formadoras de
colonias (ufc)/mL., incubando en aerobiosis a
37°Cy leyendo a las 18-24 horas.

Los antimicrobianos que el alumno o la alumna
emplea son:

»  Fosfomicina 50 meg. (FO50): inhibe
uno de los primeros pasos de la
sintesis del peptidoglicano.

»  Sulfisoxazole 300 meg. (G300):
inhibe la sintesis del &cido fdlico,
esencial para la proliferacion de los
microorganismos.

»  Cloranfenicol 30 meg. (C30): Inhibe
la sintesis de proteinas.

»  Tobramycin 10 mcg. (TM10): inhibe
la sintesis de proteinas.

»  Piperacillin100 pp. (PRL 100): inhibe
la sintesis de la pared celular.

Coloca los discos con los antibiticos sobre la
superficie del agar inoculada con pinza estéril
aplicando una ligera presion, e incuba en
aerobiosis a 37°C, leyendo a las 18-24 horas.
Por ultimo, examina cada placa y mide los
diametros de las zonas de inhibicion. El halo
de inhibicion es proporcional a la accion del
antimicrobiano.
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Para interpretar los halos de inhibicién de los
antimicrobianos la alumna o el alumno emplea
las tablas NCCLS, en las cuales se relaciona el
didmetro, en mm., de cada halo de un
antimicrobiano, a una concentracion concreta,
con cada uno de los tres posibles resultados:
»  Sensible: a dosis habituales el
agente antimicrobiano es eficaz.
* Intermedio: es necesario un
incremento de la dosis.
»  Resistente: el agente antimicrobiano
es ineficaz.
Finalmente, calcula la concentracion minima
inhibitoria: menor concentracion, expresada en
g/mL., capaz de inhibir el desarrollo de la cepa
bacteriana.
El alumnado diluye los agentes
antimicrobianos conjuntamente con una
cantidad estandarizada del organismo puro
aislado, los incuba de 18 - 24 horas y los deja
en observacion hasta que se desarrolle el
crecimiento de las bacterias. La cantidad
minima de antimicrobiano necesaria para
inhibir el crecimiento da la CMI.
Para concluir, el alumno o la alumna refleja los
resultados de la practica en un informe técnico
que es evaluado por el profesor o la profesora.

A3-E3 Préctica guiada de resolucién de
supuestos préacticos de seguridad
alimentaria y mutagénesis

1,3,4,5,
6,7,8

3h.

El alumnado, guiado por la profesora o el
profesor, resuelve supuestos précticos
relacionados con la seguridad alimentaria y
con la mutagénesis.

El alumno o la alumna reflexiona, analiza y

Resolucion de supuestos
précticos sobre seguridad
alimentaria y mutagénesis.
Autonomia y responsabilidad.
Orden, rigor y método.

Curso de Biotecnologia Aplicada
noviembre 2010 Tknika Vitaaidelos.
Curso de Ensayos Biotecnolégicos.
2008. Universidad de Navarra, Dpto. de
Bioquimica y Biologia Molecular.
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propone soluciones y alternativas a diferentes
casos de contaminacion natural y
antropogénica:

Contaminacion por toxinas bacterianas.
Presencia de micotoxinas.

Contaminacion directa previa a la obtencién de
alimentos de origen animal (por ejemplo, el uso
de xenobitticos).

Contaminacion en procesos de fabricacion
(nitrosaminas, hidruros aromaticos policiclicos,
aminas heterociclicas...).

Contaminantes quimicos ambientales (dioxinas,
pesticidas, metales pesados...)

Asimismo, resuelve diversos ejercicios sobre
mutaciones génicas y cromosomicas, asi como
sobre los agentes fisicos, quimicos y
biolégicos, los mecanismos de reparacion del
ADN, el envejecimiento y el c&ncer.

Por ultimo, cada alumna o alumno realiza un
test para evaluar su perfil antioxidante.
Después de la reflexion y discusion en grupo,
se realiza una puesta en comin guiada por el
profesor y profesora para extraer las ideas mas
importantes y relacionarlas con lo visto hasta
ahora en las UD anteriores.

Participacion, coordinacion y
trabajo en equipo.

Nelson, D. L.y Cox, M. M. Lehninger
2006 Principios de Bioquimica Ed.
Omega 42 Edicion.

VVAA 2009 Biologia 2° Bachillerato Ed.
Edelvives.

Articulos publicados en revistas del
nivel de Investigacion y Ciencia sobre
agentes toxicos y mutagénicos de
origen vegetal, microbiano y antrdpico,
mutaciones génicas y cromosomicas,
agentes mutagénicos fisicos, quimicos
y biolégicos, envejecimiento,
mutaciones y cancer.

A4-E4 Préctica guiada de realizacion del
ensayo de mutacién reversa en Salmonella

typhimurium o test de Ames.

4,5,9,
10,11,
12,13

3h.

La alumna o el alumno realiza el ensayo de
mutacion reversa en Salmonella typhimurium o
test de Ames, con la guia del profesor o de la
profesora.

Fundamento tedrico

Se parte de cepas de S. typhimurium con una
mutacion en el gen His (His -), las cuales no

Realizacion del ensayo de
mutacion reversa en Salmonella
typhimurium.

Fomentar el trabajo
participativo, ordenado y
metddico, autbnomo y
responsable.

44 tubos de 5 mL.

Mechero.

43 placas de medio minimo.
1 placa de medio completo.
Bafio de agua a 48°C.
Dosificdor.

Pipetas y micropipetas
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crecen en medios con histidina. Después de
tratar las bacterias con un elemento dado, si la
frecuencia de revertientes con His+ es mayor
de lo esperado el compuesto ensayado es
genotoxico.

Esquema del ensayo

El test de Ames se realiza con al menos cuatro
estirpes distintas de Salmonella typhimurium.
Se incluyen en el sistema una placa de control
positivo, una de control negativo, otra de control
de bacterias y otra de verificacion de fenotipo.
Se evalla el efecto del producto en ausencia y
en presencia de actividad metabdlica. En cada
ensayo se prueban distintas dosis del producto,
como minimo cinco, todas subtoxicas. Una vez
realizado el ensayo, las placas se incuban a
37°C durante 48 h. hasta que aparecen
colonias visibles.

Realizacion del test

El alumnado marca las placas en el lateral de la

base y las coloca ordenadas en la estufa. En la

cabina de flujo laminar o en las proximidades

del mechero, y con todo el material esteéril,

afiade a los tubos, ordenadamente colocados

en la gradilla, los siguientes componentes en el

orden indicado:

*  Sin activacion metabdlica:

— 0,5 mL. de tampon fosfato sddico (PBS).

— 100 L. de cultivo bacteriano.

— 50 uL. de cada concentracion del
producto (0,25, 1,25, 2,5,5y 10 pg/placa
del compuesto).

Interpretar, de forma reflexiva y
razonada, los resultados
obtenidos.

Vortex.

Estufa.

Irradiador de liz UV.

Producto a estudiar.

H20 estéril.

Tampén fosfato sddico (PBS).
Mezcla S9 extemporéanea.

Cultivos exponenciales de las estirpes
TA98, TA100, TA102, TA1535y TA
1537.

Agar blando.

Solucién de Histidina/Biotina.
Cristal violeta.

Ampicilina.

Tetraciclina.
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»  Con activacion metabolica:

- 0,5mL. de mezcla S9 (preparaciones
enziméticas activas obtenidas a partir de
tejidos ricos en el sistema enzimatico
citocromo P450, que pueden activar
metabdlicamente sustancias que no son
genéticamente activas y volverlas
genotoxicas) al 10%.

— 100 L. de cultivo bacteriano.

— 50 uL. de cada concentracion del
producto (0,25, 1,25, 2,5,5y 10 pg/placa
del compuesto).

Para los controles negativos sustituye el

producto por el mismo volumen de H.0y para

los positivos afiade el producto que funcione
como tal. El alumnado agita bien todos los

tubos en un vortex y los incuba 15 minutos a

37°C.

Después, afiaden 2 mL. de agar blando a cada

tubo, los agitan en el vortex y, tras flamearlos,

los vierten sin perder tiempo en las placas
recién sacadas de la estufa, trabajando en todo
momento cerca del mechero. Cuando el agar
se solidifica meten las placas en la estufa a 37°

colocadas boca abajo y las incuban durante 48

h.

Puntos criticos

Calentar las placas a 37°C antes de verter
sobre ellas el agar blando a 48°C. Una
diferencia de temperatura mayor provocaria
que el agar solidificara antes de su extension.
Se sacan de la estufa cuando se van a utilizar.
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Extender bien el agar blando sobre las placas.
Colocarlas sobre una superficie totalmente
horizontal.

Esperar el tiempo necesario (20 minutos-30
minutos) para conseguir que el agar solidifique
antes de meter las placas al revés en la estufa.
Trabajar en cabina de flujo laminar para la
preparacion de los tubos y al lado del mechero
para la siembra de las placas. Mantener
abiertos tubos y recipientes con reactivos el
menor tiempo posible.

Estrcturar el tiempo de trabajo en un orden
l6gico.

Interpretacion de los resultados

Alas 24 horas:

»  Elalumnado confirma el fenotipo de
la estirpe comprobando que los halos
de inhibicion son los correctos.

A las 48 horas:

»  Cada grupo observa las placas al
microscopio, contando el nimero de
colonias revertientes en cada placa y
anota los resultados.

»  Calcula la media de las dos placas y
la diferencia de todas las
concentraciones respecto del control
negativo.

Por dltimo, representan todos los resultados en
una gréfica, indicando en abcisas las
concentraciones de producto (ug/placa) y en
ordenadas el nimero de revertientes (His+).
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Si existe una relacién dosis-respuesta la
representacion deberia aproximarse a una
recta. La confirmacion estadistica se hace
mediante un test de regresion.

Los resultados de la préctica se comparten y
consenstan en una puesta en comdn
coordinada por la profesora o el profesor.
Finalmente, el alumno o la alumna refleja los
resultados de en un informe técnico que es
evaluado por el profesor o la profesora.

A5 Intercambio experiencias (actividad de
cierre).

1h.

Actividad reflexiva de sintesis del profesor o de
la profesora con el grupo de clase, para
concluir (puntos clave y dudas), identificar
aprendizajes, realizar generalizaciones,
presentar resultados y evaluar el proceso de
ensefianza-aprendizaje.

Realizar un proceso de sintesis.
Evaluar el proceso de
aprendizaje.

Evaluar la UD.

Mapa conceptual para recoger los
aspectos més relevantes de la Unidad.
Puntos fuertes, débiles y &reas de
mejora.

OBSERVACIONES

saludable.

»  Esta UD permite relacionar muchos aspectos de la vida cotidiana con la Biotecnologia, especialmente en todo lo referente a la nutricion humana y a enfermedades como el cancer. Ademas,
ofrece posibilidades para acercarnos al &mbito de la salud y el medio ambiente, tanto desde el punto de vista de la calida del aire y del agua, como en lo referente a los habitos de vida

»  Serfainteresante complementar la imparticién de la unidad con la realizacién de alguna visita técnica a un laboratorio de Sanidad Piblica o a algn centro tecnolégico del &rea agroalimentaria o
ambiental. De este modo, el alumnado podria apreciar como se hace frente a muchos riesgos alimentarios y sanitarios, desde un punto de vista preventivo. Ademas, detectaria la importancia de la
investigacion biotecnoldgica en estas reas del conocimiento y su aplicabilidad.

»  Enrecursos se citan, en ocasiones, publicaciones, libros y documentos que pueden ser sustituidas por otras que sirvan para los mismos propdsitos.
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Obijetivos de aprendizaje:
1.

Ciclo Formativo: LABORATORIO DE ANALISIS Y CONTROL DE CALIDAD

RA 1: Extrae proteinas y acidos nucleicos, relacionando la técnica seleccionada con la matriz de la muestra.
RA 2: Clona acidos nucleicos, aplicando los procedimientos de biologia molecular.
RA 3: Identifica microorganismos y proteinas aplicando ensayos inmunoldgicos y genéticos.

Comprender el fundamento de diversas pruebas bioquimicas de identificacion de microorganismos.
Identificar microorganismos mediante dichas pruebas.

Entender el fundamento de diferentes pruebas metabdlicas de identificacion de microorganismos.
Reconocer a través de estas pruebas diferentes microorganismos.

Comprender los principios bioquimicos de la bioproduccién de enzimas.

Identificar distintos microorganismos a partir de las enzimas que producen.

Conocer los componentes y las fases de las técnicas de la PCR y la electroforesis, asi como su utilidad para la identificacidn de microorganismos.
Reconocer bacterias mediante técnicas de PCR'y electroforesis.

Conocer las principales fases de la técnica de inmunoensayo, conocida como test de ELISA.
Identificar por inmunoensayo microorganismos aplicando el test de ELISA.

Aplicar criterios de orden, limpieza y método en la identificacion de los microorganismos estudiados.

Realizar las practicas con una actitud positiva, participativa y cooperante en el trabajo en grupo, con iniciativa y autonomia.

Utilizar normas de bioseguridad y de proteccién ambiental al manipular &cidos nucleicos, proteinas y microorganismos.

Mdédulo 7: ENSAYOS BIOTECNOLOGICOS

Duracién: 18 horas

CONTENIDOS

Bloques

PROCEDIMENTALES *

Ejecucion de técnicas de cultivo y fisioldgicas.
Identificacién de microorganismos mediante pruebas bioquimicas

Reconocimiento, a través del anlisis de su metabolismo, de diferentes microorganismos.

Identificacion de microorganismos mediante la bioproduccion de enzimas.
Aplicacion de técnicas de extraccion de &cidos nucleicos.
Reconocimiento de bacterias, empleando técnicas de PCR.

Andlisis de los productos de la PCR por electroforesis

X X X X

>
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Identificacién de microorganismos aplicando el test de ELISA. X
Gestion y eliminacion de residuos. X
Aplicacién de normas de bioseguridad y de proteccién ambiental a la hora de manipular &cidos nucleicos.
Técnicas de cultivo y fisiologicas para la identificacién microbiolégica. X
Identificacion de los componentes y reacciones necesarios para la determinacion bioquimica de los microorganismos. X
Caracteristicas de los principales metabolismos fermentativos bacterianos. X
CONCEPTUALES Enzimas de origen bacteriano y de sus reacciones caracteristicas. X
Técnicas de tipado molecular de microorganismos. X
Principios tedricos y fases del test de ELISA. X
Modalidades y variantes de los ensayos ELISA. X
Aplicacic')n Qe las normas de hioseguridad, salud laboral y de proteccion ambiental, en especial en lo referente a la manipulacion de X ¥ | x
microorganismos pa{égenos. o . N S . X x| x
ACTITUDINALES Ordgn, I|mp|§za y mgt.odo. en la realizacion de las operaciones bésicas de laboratorio, siguiendo PNT y cumpliendo BPL. X x | x
Actitud positiva, participativa y cooperante en el trabajo en grupo.
Iniciativa, autonomia e implicacion en las tareas encomendadas. i A
Respeto y cuidado del material y equipos. s R
ACTIVIDAD METODOLOGIA RECURSOS
QUEvGygvan@liacet OB | o QUIEN COMO se va a hacer PARA QUE se va a hacer CON QUE se va a hacer
Tipo de actividad Implicad. Pr | Al
E1 Evaluacion inicial. 1,3,57, | 1h X X | El docente plantea al alumnado cuestiones Evaluar los conocimientos Curso de Biotecnologia Aplicada
9 concretas sobre la identificacion de previos (conceptos y noviembre 2010 Tknika Vitaaidelos.
microorganismos , proporcionandoles ejemplos al | procedimientos) que el Curso de Ensayos Biotecnolégicos.
respecto de su importancia. alumno y la alumna tienen 2008. Microbiologia. Universidad de
El alumnado, primero individualmente y luego por | sobre la identificacién de Navarra, Dpto. de Bioquimica y Biologia
parejas, responde a las cuestiones planteadas. | microorganismos y su Molecular
Finalmente, en una breve puesta en comdn, las | importancia en diversos
alumnas y los alumnos, con la guia del docente, | sectores . Nelson, D. L. y Cox, M. M. Lehninger
intercambian sus respuestas y las consensuan. 2006 Principios de Bioquimica Ed.
Omega 42 Edicidn.
VVAA 2009 Biologia 2° Bachillerato Ed.
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Edelvives.
VVAA 2010 Ensayos Biotecnol6gicos
Ed. Cano Pina 12 Edicion.
Al Presentacion de la UD. 1,357 | 1h El alumno o la alumna propone diversos Relacionar los conocimientos | VVAA Investigacion y Ciencia Temas
9 procedimientos para la identificacion microbiana y | previos de los alumnos y las | 38 Nueva Genética; Temas 48. Virus y
comenta posibles aplicaciones, guiado por la alumnas con los contenidos | bacterias; Temas 59 ¢ Qué es un gen?
profesora o el profesor, quien presenta la UD, del aprendizaje. Articulos publicados en revistas del
enmarcéndola dentro del médulo correspondiente nivel de Investigacion y Ciencia sobre
y relaciondndola con el resto de los modulos. microorganismos. Diagrama de flujo de
Explica los objetivos de aprendizaje a alcanzar, los procesos para su identificacion y
las actividades de ensefianza-aprendizaje a caracterizacion. Esquema general de
realizar para lograrlos y los criterios de evaluacion la unidad didActica.
que se aplican para determinar su grado de Programacion abreviada del médulo.
consecucion.
A2-E2 Practica autbnoma de la 1,2,11, | 3h El alumnado, guiado por el profesorado, realiza | Identificar microorganismos | Reactivos de laboratorio necesarios
identificacion de microorganismos 12,13 una identificacion bioquimica de diferentes mediante pruebas para la realizacion de los ensayos
mediante pruebas bioquimicas. microorganismos. bioquimicas. bioquimicos correspondientes
Aplicar las normas de (precursores y sustratos).
Para ello, lleva a cabo las siguientes pruebas bioseguridad y de proteccion | Medios de cultivo apropiados.
bioquimicas: ambiental, en especial en lo | Mechero de alcohol.
»  Utilizacion del citrato como Unica fuente | referente a la manipulacion | Placas Petri.
de carbono. de microorganismos Estufas de incubacion.
»  Realizacién de la fermentacion patdgenos. También se pueden utilizar tiras API,
butilenglicélica (prueba de Voges Actuar con orden, limpiezay | con mas de 10 test bioquimicos, asi
Proskauer). método en la realizacion de | como una base de datos.
»  Presencia del enzima triptofanasa las actividades bésicas de
(prueba del indol). laboratorio.
»  Posesion del enzima tiosulfato Mantener actitud positiva,
reductasa (produccion de HS). participativa y cooperante en
»  Tipo de pared celular (microorganismo | el trabajo en grupo, asi como
Gram- 0 Gram +). iniciativa y autonomia.
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Después, el alumno o la alumna, comparando

Entrega de informes y

Para ello, estudia las bacterias del yogur, como
Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus
thermophilus, que actuan en simbiosis, y, a partir
de la lactosa de la leche, producen &cido lactico.
Son bacterias homofermentadoras. El pH
disminuye hasta 4-5. La leche coagula
form&ndose el yogur. Se trata de una coagulacion
acida.

Otras bacterias del &cido lactico, como
Leuconostoc mesenteriodes, también pueden
fermentar la leche, produciendo &cido lactico,
etanol y CO2. Son bacterias
heterofermentadoras. La leche se coagula, pero
no se comercializa como derivado lacteo.
Ademas, esta Ultima bacteria puede producir
dextrano en presencia de sacarosa, el cual se
usa en la elaboracion del pan.

Por (ltimo, el alumnado realiza una coagulacion
enzimética, empleando Rhizomucor miehie, que
es un hongo que produce proteasas capaces de
precipitar la caseina de la leche, formandose

Actitud positiva, participativa | respecto.
y cooperante en el trabajo en
grupo.

Iniciativa y autonomia.
Orden, limpieza y método

en la realizacion de las
actividades basicas de
laboratorio.

Entrega de informes y
trabajos en tiempo y forma.

los resultados de las pruebas con una tabla de trabajos en tiempo y forma.

referencia, identifica los microorganismos

desconocidos.

Finalmente, el alumno o la alumna refleja los

resultados de la practica en un informe técnico

que es evaluado por el profesor o la profesora.
A3-E3 Préctica autonoma de la 3,4,11, | 3h La alumna o el alumno analiza los diferentes tipos | Identificacion de Leche.
identificacion de microorganismos a 12,13 de metabolismo fermentativo que existen en microorganismos mediante | Inculos de los microorganismos a
traves de su metabolismo fermentativo. bacterias empleadas en el mbito de la su metabolismo emplear.

microbiologfa alimentaria. fermentativo. Articulos y referencias documentales al
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cuajada y no variando el pH.

Cada grupo lleva a cabo estos procesos
(coagulacion acida (obtencion del yogur),
elaboracion de dextrano y coagulacion enzimética
(formacién de cuajada)), inoculando la bacteria o
el hongo correspondiente en el sustrato
adecuado.

Los resultados de la préctica se comparten y
solucionan en una puesta en comun coordinada
por la profesora o el profesor.

Finalmente, el alumno o la alumna refleja los
resultados de en un informe técnico que es
evaluado por el profesor o la profesora.

A4-E4 Préctica guiada de la bioproduccion
de enzimas para caracterizar
microorganismos.

56,11,
12,13

3h.

Por parejas, el alumnado, guiado por el profesor
0 la profesora, realiza una préctica de
bioproduccion de enzimas.

Esta bioproduccion puede usarse para
caracterizar y/o determinar la presencia de un
microorganismo especifico en el medio.

Cada grupo realiza pruebas para determinar la
presencia 0 ausencia de las siguientes enzimas:
Amilasas

El almiddn, su sustrato, es un polisacarido que se
tifie de violeta oscuro o negro tras la adicion de
solucion iodada. Tras 48 h. de incubacion, si el
almidén ha sido degradado, tras la adicion del
reactivo, el medio se observa marrén claro. Sino
es asi, después de afiadir el reactivo, se ve de
color negro.

Proteasas
La proteina empleada como sustrato permanece

Obtener enzimas para
aplicaciones diversas y/o
identificacion de especies
concretas.

Actuar con orden, limpieza y
método en la realizacion de
las actividades bésicas de
laboratorio.

Mostrar actitud positiva,
participativa y cooperante en
el trabajo en grupo, asi como
iniciativa y autonomia.
Entrega de informes y
trabajos en tiempo y forma.

Diferentes indculos de bacterias
productoras de estas enzimas.
Estufa de incubacion.

Medios de cultivo apropiados.
Placas Petri.

Mechero.
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solida a 4°C. Después de 48 h. de incubacion, el
medio se observa liquido. En caso contrario, se
ve solido.

Celulasas

Son enzimas que hidrolizan celulosa, un
polisacérido lineal formado por unidades de
glucosa. Después de 24 h. de incubacidn, y, tras
afiadir un colorante con afinidad por la celulosa, si
hay celulosa, el medio se tifie de rojo. Sila
celulosa es degradada, el medio se vuelve
naranja después de afadir el reactivo,
forméndose un halo de degradacion.
-galactosidasa

Es un enzima que hidroliza la lactosa. Se puede
usar un sustrato similar, denominado ONPG, el
cual, al ser descompuesto por la enzima, libera o-
nitrofenol (@marillo). Tras 24 h. de incubacién, si
el enzima no est4 presente, no se libera o-
nitrofenol y el medio es incoloro. Por el contrario,
si se encuentra presente el enzima, se libera o-
nitrofenol y el medio se vuelve amarillo.

El alumnado comparte los resultados y los corrige
con la ayuda de sus compafieros y compafieras y
con la guia del o de la profesora, quien supervisa
y evalla el informe correspondiente.

AS5-E5 Préctica auténoma de tipado
molecular de microorganismos mediante
PCRYy electroforesis.

7,8,11,
12,13

3h.

El alumnado identifica, mediante la técnica de la
PCR, una serie de bacterias en concreto
(mediante cebadores para regiones
caracteristicas del género Brucella). El material
de partida puede ser sangre, suero, cultivos
bacterianos, muestras de tejidos...En este caso,
el alumno o la alumna parte de un cultivo

Identificar molecularmente Kit Bruce ladder.
microorganismos mediante Agar.
PCRYy electroforesis. Placas Petri.

Mostrar actitud positiva,
participativa y cooperante en | Ultracentrifuga.

el trabajo en grupo. Tampén para PCR.
Actuar con orden, limpiezay | dNTPs.

Cultivo con colonias bacterianas.
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bacteriano. Aunque se trate de bacterias
patgenas, al hervirlas se inactivan, pudiendo
trabajar sin peligro.
Preparacion del ADN de Brucella.
Con un asa de siembra estéril, la alumna o el
alumno toma una o varias colonias de la placa de
agary resuspende en 200 L. de H20. Después
extrae el ADN bacteriano mediante hervido
durante 10 minutos, centrifuga a 2000 g durante
20 segundos y utiliza 1 L. del sobrenadante
como muestra inicial para la reaccion de la PCR.
Preparacion de la mezcla para la PCR Bruce
ladder.
e Tampon PCR 10X a una concentracion
final 1X 2,5 uL.
»  dNTPs (2 mM) a una concentracién
final 400 uM cada uno, 5 L.
*  Mg2+ (50mM) a una concentracién
final 3,0 mM 1,5 L.
»  Bruce-ladder eight- primer cocktail
(12,5 uM) a una concentracion final de
6,25 pmol., cada uno, 7,6 pL.
H20, de grado PCR, 7,1 pL..
DNA polimerasa 1,5 U, 0,3 pL.
Amplificacion por PCR
El alumnado lleva a cabo una desnaturalizacion
inicial a 95° C durante 7 minutos. Luego, realiza
25 ciclos segln el siguiente esquema:
» 35 segundos desnaturalizacion a 95°C.
» 45 segundos union de los cebadores a
64°C.
* 3 minutos extension de los cebadores
a72°C.

método en la realizacion de
las actividades basicas de
laboratorio, asi como con
iniciativa y autonomia.
Entregar informes y trabajos
en tiempo y forma.

Mg2+

ADN polimerasa.

Tampon TBE.

Marcador de peso molecular (escalera
de 1kb).

Bromuro de etidio.
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Ademas, realiza una extension final a 72°C
durante 6 minutos.

Deteccidn del producto e interpretacion de los
resultados.

El alumnado toma 7 pL. del producto de PCR
para analizarlo por electroforesis (120 V1 h.) en
un gel de agarosa al 1,5% en tampdn TBE (89
mM Tris HCl, 89 mM de &cido bérico, 2 mM
EDTA, pH 8,0).

Utilizan un marcador de peso molecular (escalera
de 1 Kb). Por ultimo, visualizan las bandas con
luz ultravioleta, tras tincion con bromuro de etidio.
El alumnado comparte los resultados y los corrige
con la ayuda de sus compafieros y compafieras y
con la guia del o de la profesora, quien supervisa
y evalla el informe correspondiente.

A6-E6 Préctica autonoma de la realizacion | 9,10,11, | 3h. La alumna o el alumno, realiza un ensayo de tipo | Realizacion de un ensayo de | 1 placa de elisa (fondo plano).

de un ensayo de tipo inmunolégicoconla | 12,13 inmunoldgico con la técnica elisa indirecta, de tipo inmunoldgico con la Lector dptico de

técnica elisa indirecta. acuerdo a las siguientes fases: técnica elisa indirecta. placas/fotometro/espectrofotometro.
Pegado del antigeno. Orden, limpieza y método 1 tubo con 3 mL. del antigeno (por
El alumno o la alumna pega el antigeno para que | en la realizacién de las ejemplo, LPS de B. melitensis 16M a
se adsorba al material pléstico de la placa, actividades bésicas de 2,5 yg/mL. en PBS)
colocando 100 L. del mismo en los pocillos de la | laboratorio. Micropipeta de 200 pL.
microplaca, e incubando 24 h. a 4°C. Actitud positiva, participativa | Puntas azules y amarillas.
Incubacidn con el anticuerpo o suero problema. |y cooperante en el trabajo en | 1 eppendorf con 60 L. del anticuerpo
Afiade los sueros para detectar la presencia de | grupo. 0 suero problema.
anticuerpos especificos que reconozcan al Iniciativa y autonomia. 1 eppendorf con 60 uL. del suero
antigeno adsorbido en la fase anterior. Para ello: | Entrega de informesy control negativo.
Vacia la microplaca y la lava 3 veces con 300 uL. | trabajos en tiempo y forma. Tampén de blogueo (PBS + 5% leche
de PBS-Tween. Vacia y afiade 200 pL. del desnatada (piv)).
tampén de bloqueo, incubando durante 30 100 mL. de PBS-Tween (PBS + 0,05%
minutos a 37°C. Después, tira el tamp6n PBS- Teween-20).
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leche y coloca 100 pL. de dicho reactivo en todos Micropipetas de 1.000 y de 200 pL.
los pocillos, excepto en los de la primera 3 mL. del conjugado (por ejemplo,
columna. Afiade 200 L. del anticuerpo o suero proteina G/peroxidasa) 1:500 PBS-
problema en el pocillo A1, y 200 uL. del suero de Tween.
control negativo en el B1. A continuacién, hace 1 tubo con 3 mL. del sustrato (por
diluciones dobles seriadas, transfiriendo 100 L. ejemplo, ABTS, el cual se prepara del
hasta el pocillo 7 y desechando los ultimos 100 siguiente modo:
(pocillos A8 y B8: control sin suero). Por ultimo, *  Solucién 1: 10,49 g. de &cido
incuba 30 minutos a 37°C. citrico anhidro + agua hasta
Deteccidn de los anticuerpos conjugados. 500 mL.
El alumnado detecta la fraccion constante de »  Solucién 2: 14,7 g. de citrato
anticuerpos presentes en el suero problema. sodico tribasico 2H20 + agua
Atal efecto, lava 3 veces con PBS-Tween, hasta 500 mL.
llenando los pocillos con 300 L., no mezclando e Tampon para el sustrato:
el contenido de ambas columnas, y vaciando 49,5 mL. de solucién 1 +
volcando la placa. Después, seca sobre papel de 35,25 mL. de solucién 2 +
filtro y afiade 100 L. de conjugado a todos los agua hasta 150 mL.
pacillos, incubando, por dltimo, 45 minutos a »  Solucién 3 (preparar
37°C. inmediatamente antes de su
Revelado. uso: 480 uL. de agua
La alumna o el alumno observa la presencia de destilada + 20 pL. de H20x.
anticuerpos y de su unién al antigeno mediante »  Afiadir 16, 5 mg. de ABTS y
un método colorimétrico. 57 uL. de la solucion 3 al
Para ello, lava 3 veces con PBS-Tween, seca y tamp6n para el susutrato y
afiade 100 pL. de sustrato a todos los pocillos. alicuotar (3 mL. por tubo).
Luego, incuba 15 minutos a temperatura Fluoruro sédico 1,25%.
ambiente en obscuridad, detiene la reaccion con
fluoruro sédico 1,25% y cuantifica mediante
espectrofotometria los resultados, comparando
con los del control negativo (si todos los pocillos
del suero positivo tienen el mismo color, es que la
reaccion esta saturada y habria que hacer mas
diluciones del suero).
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El alumno o la alumna comparte los resultados y
los corrige con la ayuda de sus compafieros y
compafieras y con la guia del profesor o la
profesora, quien supervisa y evallia el informe
correspondiente.

AT Intercambio experiencias (actividad de
cierre).

1h.

Actividad reflexiva de sintesis del profesor o de la
profesora con el grupo de clase, para concluir
(puntos clave y dudas), identificar aprendizajes,
realizar generalizaciones, presentar resultados y
evaluar el proceso de ensefianza-aprendizaje.

Realizar un proceso de
sintesis.

Evaluar el proceso de
aprendizaje.

Evaluar la UD.

Mapa conceptual para recoger los
aspectos més relevantes de la Unidad.
Puntos fuertes, débiles y &reas de
mejora.

OBSERVACIONES

Gltima de la programacion.

» Enesta UD, las actividades A5-E5 y A6-E6 se consideran practicas autonomas, ya que incluyen tres técnicas: PCR, electroforesis y elisa, que ya han sido realizadas por el alumnado en UD
anteriores, concretamente en las unidades 2 y 5. De este modo, estas actividades les sirven a las alumnas y a los alumnos como recapitulacién y repaso, en esta UD que es, ademas, la

»  Dado que estamos trabajando la identificacion de microorganismos, serfa conveniente que la profesora o el profesor de este médulo coordinara la imparticion de la UD con el del médulo de ensayos
microbiolégicos, pues, de hecho, las actividades A2-E2 y A3-E3, pueden realizarse también en dicho médulo. Por consiguiente, una coordinacion adecuada entre ambos madulos, permitiria
optimizar recursos y tiempos y redundaria en una capacitacion més eficiente del alumnado.

»  Puntualmente, en recursos, se mencionan publicaciones, libros y documentos que pueden ser sustituidos por otros que sirvan para los mismos propésitos.
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