e Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
oA S Universidad Auténoma i i ici inari i
., k ) U AE M Licenciatura en Medicina Veterinaria y Zootecnia

& del Estado de México
Reestructuracion, 2015

o

Universidad Autonoma del Estado de México
Facultad de Medicina Veterinariay Zootecnia
Licenciatura en Medicina Veterinariay Zootecnia

Manual de Practicas.
BIOTECNOLOGIA

Dr. Juan Carlos Vazquez Chagoyan

Elaboro Dr. Vladimir Morales Erasto

Junio 2019 Junio 2019
Fechade H. Consejo Académico  H. Consejo de Gobierno

aprobacién




Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Universidad Auténoma | jcenciatura en Medicina Veterinaria y Zootecnia

del Estado de México T
Reestructuracion, 2015

2. o

& UAEM

o

Universidad Autonoma del Estado de México

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Licenciatura en Medicina Veterinaria y Zootecnia

ULTIMA REVISION

Revisores: Dra. Mona Mohamed Mohamed Yasseen Elghandour

Dr. Abdel Fattah Zeidan Mohamed Salem

Dr. Nazario Pescador Salas

Fecha de 28/01/2025 28/01/2025
aprobacion: H. Consejo Académico H. Consejo de Gobierno




Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Universidad Auténoma | jcenciatura en Medicina Veterinaria y Zootecnia

del Estado de México
Reestructuracion, 2015

§F UAEM

indice
Pag.
I. Datos de identificacion 3
Il. Introducciéon 4
Ill. Lineamientos 4
IV. Organizacion y desarrollo de las practicas
5
Practica 1. Extraccion y
Visualizacion de ADN
Préactica 2. Amplificacién de ADN 7
Mediante PCR
Préactica 3. Utilizacion de GenBank 9
y BLAST
Practica 4. Utilizacion de Enzimas 11
de Restriccion
Practica 5. Andlisis Filogenéticos 13
Préactica 6. Obtencion de Plasma 15
Rico en Plaquetas
V. Bibliografia 17



Universidad Auténoma
del Estado de México

UAEM

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Licenciatura en Medicina Veterinaria y Zootecnia

|. Datos de identificacion

Espacio educativo donde se imparte

Reestructuracion, 2015

Facultad de Medicina Veterinariay

Zootecnia
Licenciatura Licenciatura en Medicina Veterinariay Zootecnia
Unidad de aprendizaje Biotecnologia Clave L43766
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UA Antecedente UA Consecuente
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Curso Curso taller | X
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Laboratorio Practica profeslonal
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Il. Introduccidn

La biotecnologia se puede definir como una actividad multidisciplinaria, cuyo
sustento es el conocimiento nuevo, generado en diversas disciplinas (entre otras,
la biologia molecular, la ingenieria, bioquimica, la microbiologia, la genémica y la
inmunologia), que permite el estudio integral y la manipulacion de los sistemas
biolégicos. El presente manual de practicas describe algunos aspectos relevantes
de la biotecnologia que tienen un impacto en la formacion profesional de un Médico
Veterinario Zootecnista, se incluyen practicas enfocadas a las areas de biologia
molecular, inmunologia, reproduccion y produccion animal. El disefio del manual
estd basado en las Unidades de competencia de la Unidad de aprendizaje
de Biotecnologia impartida en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Autonoma del Estado de México.

Ill. Lineamientos

Lineamientos del CIESA.FMVZ-UAEM o del laboratorio de préacticas de la FMVZ-
UAEM

Manuales de bioseguridad, proteccion civil, reglamentos del CIESA 'y de la
Universidad Auténoma del Estado de México
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IV. Organizacion y desarrollo de las practicas

UNIDAD 2: HERRAMIENTAS MOLECULARES Namero de la
practica
EXTRACCION Y VISUALIZACION DE ADN 1

Objetivo o competencia de la practica:
Extraer ADN bacteriano mediante “shock térmico”
Observar la presencia de ADN en un gel de agarosa.
Identificar el peso molecular del ADN total y de productos de PCR.
Desarrollar habilidades de biologia molecular.

Materiales, reactivos y/o equipo:

. Bacterias inactivadas suspendidas en PBS
. Agua libre de nucleasas
. Marcador de Peso Molecular

. Buffer de carga de ADN (6x)
. Buffer Tris Borato EDTA (TBE) (1x)
. Gel de agarosa (0.7% en TBE)

. Camara de electroforesis

. Fuente de poder para electroforesis
. Bafo seco

. Hielo para tubos de 1.5 ml

. Transiluminador de luz UV

. Micropipetas y puntas (0.5-10 pl, 200-1000 pl) (UAEM)
. Microcentrifuga UAEM

. Microtubos 1.5 ml
. Horno de microondas
. Bata de laboratorio, Guantes de nitrilo o latex, marcadores

permanentes (Alumnos).

Desatrrollo:

Dia 1:
1. Tomar 100 pl de la suspension bateriana y colocarlos en un
microtubo de 1.5 ml.
2. Centrifugar los microtubos a 11,000 rpm durante 5 minutos.
3. Adicionar 100 pl de agua libre de nucleasas y mezclar hasta

disolver el pellet bacteriano.

Incubar a 98 C durante 5 minutos

Incubar en hielo durante 5 minutos.

Repetir los pasos 4 y 5 en tres ocasiones.

Centrifugar a 11,000 rpm durante 5 minutos y pasar el

No ok
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sobrenadante a un nuevo microtubo de 1.5 pl.
8. Almacenar el ADN a -20 C hasta su visualizacion.

Dia 2:

9. Descongelar el ADN.

10. Armar el molde para geles de agarosa con las barreras en los
extremos y el peine para formar pozos.

11. Adicionar agarosa (0.50 g) al TBE (50 ml) en un matraz y disolver
por calentamiento, adicionar el colorante a emplear y vertir en el molde,
dejar fraguar y retirar el peine y las barreras. Colocar el gel en la camara
de electroforesis.

12. Agregar TBE a la camara de electroforesis hasta cubrir el gel

13. Mezclar el buffer de carga (2 ml) y el ADN (10ml).

14. Colocar cada una de las muestras de ADN (10 ul) y el marcador de
peso molecular (2 pl) en cada uno de los pozos del gel de agarosa con
una micropipeta y con punta de 0.5 — 10 pl.

15. Agregar voltaje a la cubeta de electroforesis (120 volts, durante 20
minutos)

16. Transcurridos 20 minutos, apagar la fuente de poder, extraer el gel
y observar en el transluminador de luz UV en cuarto oscuro.

Resultados:
El alumno observaréa las bandas de ADN extraido con el peso molecular
correspondiente.

1.

2
3.
4

Cuestionario:

¢, Qué es un marcador de peso molecular y para qué se coloca en el gel?
¢ Por qué se coloca agua libre de nucleasas en la extracciéon de ADN?

Si es el caso, ¢,Por qué no se observan bandas?

¢ Por qué es peligroso el bromuro de etidio?

Observaciones:

Los desechos quimicos y biologicos (RPBI), seran eliminados de acuerdo a los
lineamientos del CIESA.FMVZ-UAEM o laboratorio de practicas de la FMVZ,
segun corresponda.

Cumplir con la reglamentacion indicada en los manuales de bioseguridad,
proteccion civil, reglamentos del CIESA y de la Universidad.
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UNIDAD 2: HERRAMIENTAS MOLECULARES Numero de la préactica

AMPLIFICACION DE ADN MEDIANTE PCR 2

Objetivo o competencia de la préactica:
Amplificar un fragmento de ADN mediante la prueba de PCR (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa)

Materiales, reactivos y/o equipo:

. Termociclador

. Agua libre de nucleasas

. Buffer de PCR

. MgCl:

. dNTPs

. Tag Polimerasa

. Iniciadores o primers

. ADN bacteriano

. Micropipetas y puntas (0.5-10 pl, 200-1000 pl)
. Microtubos 1.5 ml

. Tubos de 200 pl

. Marcador de Peso Molecular

. Buffer de carga de ADN (6x)
. Buffer Tris Borato EDTA (TBE) (1%)
. Gel de agarosa (0.7% en TBE)

. Camara de electroforesis

. Fuente de poder para electroforesis
. Transiluminador de luz UV

. Horno de microondas

. Bata de laboratorio, Guantes de nitrilo o latex (ALUMNOS).

Desarrollo:
1. Realizar el célculo de los reactivos de acuerdo al nUmero de
muestras que se van a amplificar, utilizando las siguientes cantidades.
Reactivo Para 1 reaccion Para muestras
Agua 11.1 pl
Buffer 4 ul
MgCl2 2.4 ul
dNTPs 0.4 ul
Tag DNA polimerasa 0.1 pl
Primer 1 0.5 ul
Primer 2 0.5 ul
ADN 1
TOTAL 20|
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2. Colocar la cantidad de reactivo calculada en un tubo de 1.5 ml y mezclar
por pipeteo suavemente, utilizar las micropipetas y puntas de acuerdo al
volumen a emplear.

3. Dividir la reaccién en tubos de 200 pl de acuerdo al nUmero de muestras
gue se amplifiquen.

4. Colocar los tubos de 200 pl con la reaccion en el termociclador y
amplificar bajo las siguientes condiciones.

Tiempo Temperatura
Desnaturalizacion inicial 4 minutos 96 C
Desnaturalizacion 30 segundos 95C
35 ciclos Alineacion 1 minuto 55C
Extension 2 minutos 72C
Extension final 10 minutos 72C
Dia 2.
1. Descongelar las muestras de PCR amplificadas.
2. Armar el molde para geles de agarosa con las barreras en los

extremos y el peine para formar pozos.

3. Agregar agarosa (0.50 g) al TBE 1x (50 ml) en un matraz y se
disolver por calentamiento, agregar bromuro de etidio (2 ml) vertir en el
molde, dejar fraguar, retirar el peine y las barreras.

4. Adicionar TBE a la camara de electroforesis hasta cubrir el gel
5. Mezclar el buffer de carga (2 ml) y el ADN (10ml).
6. Colocar el marcador de peso molecular (2 pl) en el primer pozo y

cada una de las muestras de ADN (10 pul) en los pozos posteriores del gel
de agarosa con una micropipeta y con punta de 0.5 — 10 pl.

7. Agregar voltaje a la cubeta de electroforesis (120 volts, durante 20
minutos)
8. Transcurridos 20 minutos, apagar la fuente de poder, extraer el gel

y observar en el transluminador de luz UV en cuarto oscuro.

Resultados:
Las bandas de ADN de los productos amplificados se observaran en el peso
molecular correspondiente.

Cuestionario:
1. ¢, Cual es el principio de la prueba de PCR?
2. ¢Por qué se colocan iniciadores o primers en la reacciéon de PCR?
3. ¢, Qué utilidades tiene una prueba de PCR convencional?

Observaciones:

Los desechos quimicos y biolégicos (RPBI), seran eliminados de acuerdo a los
lineamientos del CIESA.FMVZ-UAEM o laboratorio de practicas de la FMVZ,
segun corresponda.

Cumplir con la reglamentacion indicada en los manuales de bioseguridad,
proteccion civil, reglamentos del CIESA y de la Universidad.
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UNIDAD 3. BIOINFORMATICA. Numero de la practica
UTILIZACION DE GENBANK Y BLAST 3

Objetivo o competencia de la préactica:

Identificar secuencias nucleotidicas de diversos organismos, obtener
caracteristicas de los organismos de los que se obtuvieron las secuencias y
analizar secuencias nucleotidicas mediante BLAST.

Materiales, reactivos y/o equipo:

Equipo de computo con internet.

Archivo digital en formato FASTA con al menos 10 secuencias nucleotidicas
proporcionadas por el profesor para analisis de BLAST.

Desarrollo:
1 Ingresar a la pagina de BLAST en la siguiente direccion:
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi y posteriormente seleccionar
nucleotide BLAST.

2. Abrir el archivo digital con las secuencias nucleotidicas a analizar.
3. Copiar y pegar la primera secuencia a analizar en el recuadro
destinado para la busqueda.

4. Verificar los criterios de busqueda de acuerdo a las indicaciones

del profesor y posteriormente seleccionar el boton BLAST situado en la
parte inferior.
5. De acuerdo a los resultados obtenidos, identificar

- El porcentaje de similitud que tiene con cierto organismo y a qué gen
corresponde.

- El nimero de bases diferentes. P. ej: 6 bases diferentes de 450 bases
analizadas.

6. Seleccionar la secuencia nucleotidica con la que la secuencia ingresada
tenga un mayor porcentaje de similitud e ingresar a GenBank dando click en el
namero de acceso situado en la parte lateral de la identificacién de la secuencia
y obtener:

- La especie, el origen geogréfico, el nombre de la cepa del organismo
del que se obtuvo la secuencia.

Resultados:
Se obtendra un analisis mediante la herramienta BLAST de cada una de las
secuencias.
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Cuestionario:

¢,Cudl es la funcion del gen identificado en cada una de las secuencias
nucleotidicas analizadas?

¢, Qué aplicaciones practicas tiene el manejo de BLAST?

¢,Cudles son los datos que podemos obtener de una secuencia que se
encuentra en GenBank?

Observaciones
Seguir el reglamento interno de la sala de computo de la FMVZ-UAEM.
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UNIDAD 3. BIOINFORMATICA. Numero de la practica
UTILIZACION DE ENZIMAS DE RESTRICCION 4

Objetivo o competencia de la préactica:

En esta practica el alumno realizard mapas de restriccion de una secuencia de
ADN in silico (con equipo de cOmputo) y posteriormente, se realizara la restriccion
de un fragmento de ADN in vitro.

Materiales, reactivos y/o equipo:

Secuencia del plasmido pcDNA3

Acceso a computadora (Sala de computo de la FMVZ).

Acceso al programa para andlisis de secuencias en linea:
http://www.restrictionmapper.org/ (existen otros programas en linea que tienen
funciones similares)

Desarrollo:

. Abrir el programa “restrictionmapper”

. Abrir la secuencia del plasmido pCDNA3

(https://www.addgene.org/browse/sequence_vdb/2093/)

. Copiar y pegar la secuencia del pcDNA3 en la ventana que dice

“Sequence information”

. Seleccionar las opciones:
o Conformaction: circular
o Sort by: Frequency, overhang, name
o Filtered by: maximum cuts: all, 1 y 2. (cada uno de estos
cortes un ejercicio que dara diferentes resultados)
o Maximum site length: probar con 6 y con 8 (se obtendran
resultados diferentes)
o En la seccidon de “Include” seleccionar las enzimas, all,
EcoRl, Xhol y Pstl
o En “Menud”, en la opcibn de Name your sequence pon tu
nombre
o Escoge la opcion “Map sites” observa resultados y escoge la
opcion “virtual digest” y obseva resultados (Nota: captura y
guarda las pantallas de resultados para tu informe de
practica).
o Puedes obtener informacion de las enzimas cuando ves en
la liga del nombre de la enzima que aparece en el cuadro de
resultados: Busca una enzima que deje extremos pegajosos 5'(5’
overhangs), una que deje extremos pegajoso 3’ (3’ overhangs) y una
gue deje cortes romos (Blunt ends)
o ¢, Qué diferencias encuentras entre los resultados obtenidos
con cada enzima de restriccion?



http://www.restrictionmapper.org/
http://www.addgene.org/browse/sequence_vdb/2093/)
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o) En el Sitio httpSZ”l’ﬂOlblOl-

tools.ca/Restriction_endonuclease.htm hay varios programas que
hacen la misma funcion. Exploralos y elige el que mas te guste y
repite el ejercicio con ese programa

Resultados:
o Se obtendran mapas de restriccion para 1, 2 o multiples
sitios de restriccion del pcDNA3

Cuestionario:

¢,Como explicas que la digestion con EcoR1 y con BamHI sean parecidos?
¢,Como explicas que cuando haces la restriccién con todas las enzimas los
resultados sean diferentes que con EcoRI?

¢,Como explicas que la digestion con EcoRI y con PsTI sean diferentes?

¢, Qué tipo de corte produce EcoRI y que tipo de corte produce?

¢, Qué enzimas producen cortes con “extremos 3’, 5’ o romos? Da un ejemplo de
cada una.

Observaciones:
Seguir el reglamento de la sala de computo de la FMVZ-UAEM.

14
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UNIDAD 3. BIOINFORMATICA. Numero de la préctica

ANALISIS FILOGENETICOS 5

Objetivo o competencia de la préactica:
Que el alumno se familiarice con las herramientas bioinformaticas que permiten
realizar estudios filogenéticos y que aprenda a realizar dichos analisis.

Materiales, reactivos y/o equipo:

Esta practica se llevara a cabo completamente en sala de cOmputo y se
requerira:

Computadora con acceso a internet, con el software de “MEGA X” instalado y
operable

Desatrrollo:

Abrir programa MEGA X

En los iconos de la parte inferior de la ventana abrir Mega links

Pulsar en el icono DOWNLOAD (Transfer NCBI data to your computer)

En la ventana de “popular sources” seleccionar “nucleotide”

Colocar un numero a la vez de los siguientes identificadores en la ventana que
estd a la derecha de donde se selecciond “nucleotide” y seleccionar: search
1) AJ133580.1

2) EF490990.1

3) GU938462.1

4) KC405578.1

5) EF591039.1

Una vez encontrada la secuencia pulsar el botdn con la cruz roja (add to
alignment; hasta arriba de la ventana)

Al abrir hay una ventana que pregunta por un nombre. Darle el nombre de la
especie a que corresponde la secuencia pide 4 palabras por ejemplo (sus scrofa
myostatin gene) la secuencia se afadird a la seccion de analisis de Mega.

Hacer lo mismo para las cinco secuencias, al final todas las secuencias estaran
en Mega.

Seleccionar todas las secuencias de la pantalla de mega y en el icono de
muscle seleccionar align DNA

Las secuencias alineada no son del mismo tamafo, por lo que una vez
alineadas elimina manualmente el inicio y colas de todas las secuencias hasta
donde todas las secuencias comiencen y terminen juntas.

Guarda tu alineacién con un nombre que recuerdes (anotalo)

Ve a la pantalla original de mega y en el boton de “phylogeny” selecciona
“construct/Test Maximum likelihood Tree”

Utiliza los parametros por default

Y dale al icono “Compute”

15
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Después de esto puedes explorar un poco el programa para que veas que otras
funciones tiene.

Resultados:
Se produce un arbol filogenético donde se ven las relaciones evolutivas de las
especies analizadas

Cuestionario:

¢, Qué es un arbol filogenético?

¢ Para qué sirve el programa MEGA X?

¢En el arbol filogenético que elaboraste cuales especies estan mas
relacionadas evolutivamente?

Considerando que es un arbol filogenético realizado con pocas secuencias y que
Nno es muy preciso y que tendremos un margen de error: ¢ cuantos clados se
formaron?

Observaciones:
Seguir el reglamento de practicas de cémputo de la FMVZ-UAEM.

16
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UNIDAD 4. BIOMEDICINA. Numero de la préctica
OBTENCION DE PLASMA RICO EN PLAQUETAS 6

Objetivo o competencia de la préactica:
- Obtener plasma rico en plaquetas, a partir de sangre de ovino.

Materiales, reactivos y/o equipo:

e Centrifuga

e 4 tubos con Citrato de sodio
e Dos tubos de 6ml con tapa
e 2jeringas una de 10mL

- Bafios de Maria

< Ventilador

e Gluconato de calcio al 10%

Desarrollo:
1. Coleccion de sangre 10 a 15ml de sangre en un tubo con citrato de sodio al 3.2% ( proporcion 1:9). El
animal empleado debe estar en ayuno y sin consumir productos lacteos.
2. Se realiza centrifugacion de la sangre durante 10min a 2000 rpm.
3. Sacar los tubos con mucho cuidados para evitar que se vuelva a mezclar el plasma con los eritrocitos.
4. Se colocan cuatro tubos de 6ml con tapdn limpio y totalmente estériles para colocar el plasma.
5. Se extrae el plasma rico en plaquetas que es de color amarillo y se encuentra de la mitad hacia debajo de
donde comienza el plasma y se deja el plasma pobre
6. Para la extraccion se debe tener mucho cuidado no extraer los elementos formes depositados en el fondo
del tubo.
5. Se debe afadir gluconato de calcio al plasma rico en plaquetas en una relacion 2cc de plasma se le agrega
0,4 cc de gluconato de calcio.
6. Se procede a homogenizar para mezclar el plasma con el gluconato de calcio
7. Se pone en bafio de maria a una temperatura de 40 grados durante 30 minutos para obtener un plasma de
cuarta generacion.
8. Se saca el plasmay se procede a dejar 5 minutos de enfriamiento mediante un ventilador.
9. En el tubo tendremos dos porciones una en forma de plasma que es la porcién donde se encuentran los
factores de crecimiento y otra en forma de coagulo de color blanquecino.
10 se extrae con una jeringa la porcion de plasma sin destapar el frasco y ya en esta porcidon tenemos los
factores de crecimiento para le tratamiento regenerativo
11 los factores de crecimiento tienen un tiempo de vida de 3 a 5 minutos por lo que el tratamiento debe
aplicarse de forma inmediata al paciente.

Resultados:
El alumno tendrd la capacidad de entender la importancia del uso del plasma
rico en plaguetas en el ambito veterinario.

17
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Cuestionario:
1. ¢Qué es el plasma rico en plaquetas?
2. ¢Qué aplicaciones tiene?
3. ¢Cual seria el uso del plasma rico en plaguetas en Medicina
Veterinaria y Zootecnia?

Observaciones:

Los desechos quimicos y bioldgicos (RPBI), seran eliminados de acuerdo con
los lineamientos del CIESA.FMVZ-UAEM.

Cumplir con la reglamentacion indicada en los manuales de bioseguridad,
proteccion civil, reglamentos del CIESA y de la Universidad.

18
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