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Guia del estudiante

Explicacion de los resultados de la actividad del laboratorio
de edicion del gen lacZ mediante CRISPR

En la actividad de Laboratorio de edicién del gen lacZ, introdujiste componentes de un sistema de edicion
génica mediante CRISPR-Cas9 en bacterias. Observaste la formacién de colonias bacterianas en las placas
experimentales y utilizaste estas observaciones como evidencia de si se habia producido la edicion de genes o no.

Recupera tus placas y/o los resultados del Laboratorio de edicion del gen lacZ mediante CRISPR.

1. Escribe un argumento de por qué las acciones que realizaste en los experimentos produjeron tus resultados
experimentales. Proporciona evidencia experimental para justificar tu argumento. Asegurate de incluir todos
los reactivos, las placas y los aditivos de las placas, como el X-gal, en tu justificacion.

2. Busca algun argumento alternativo:

a. Busca otro grupo en tu clase que haya presentado un argumento alternativo que difiera sustancialmente
del tuyo Y que se consistente con tus observaciones.

b. Sino existen tales explicaciones en los otros grupos, utiliza tus conocimientos sobre la expresion
genética y la biologia celular de las bacterias para llegar a tu propio argumento alternativo el cual
explique el motivo de tus resultados.

c. Explica tu argumento alternativo en detalle y asegurate de exponer como es consistente con lo que
observaste, incluso si éstas no respaldan totalmente tu argumento.

3. ¢Qué informacion adicional te ayudaria a determinar cual de los argumentos propuestos es el mas
adecuado? Explica como la informacion adicional podria ayudarte a tomar una decision.

4. Tus argumentos actuales se basan en el color de las colonias bacterianas, el cual es una medida indirecta
de la edicion genética. La medicion indirecta involucra la medir u observar un resultado como una forma de
medir algo mas. El color de las colonias bacterianas proporciona informacion indirecta acerca del estado
del gen lacZ. Tomando en cuenta estos factores, ¢ por qué podria ser especialmente beneficioso usar una
mediciéon complementaria para respaldar tu argumento?

explorer.bio-rad.com 1



Guia del estudiante

Extraccion de ADN de colonias bacterianas y PCR

Después de un experimento de edicién de genes, es muy importante confirmar que el ADN fue modificado
segun lo esperado. Aun cuando Cas9 corte el ADN en el lugar adecuado, es posible que los mecanismos de
reparacion introduzcan una secuencia inesperada. Técnicas como la PCR, que son altamente dependientes de
la secuencia de ADN, pueden utilizarse para verificar el resultado.

PCR multiplex

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) estandar amplifica una secuencia de nucleétidos especifica

(esto se conoce como amplicdn) utilizando un Unico conjunto de iniciadores o primers (normalmente un par).

La PCR multiplex consiste en la amplificacion simultanea de multiples amplicones en una sola reaccién usando
un solo conjunto de iniciadores o primers para cada uno de ellos (Fig. 1). Al igual que con la PCR estandar, un
conjunto de iniciadores esta dirigido a una secuencia de ADN concreta. La ausencia de una secuencia de PCR
definida como objetivo, o la interrupcién de los sitios de unién de los iniciadores impediran la amplificacién de la
secuencia PCR objetivo. Si se detecta un amplicén en una muestra, a menudo mediante la electroforesis en gel
de agarosa, entonces la secuencia de ADN objetivo asociada estaba presente en la muestra.

En la reaccion se incluye
un conjunto Unico de
cebadores para cada
objetivo de la PCR.

Si el objetivo esta presente,
se amplificara.

Amplicén de 1,500 pb

<
—
Amplicon de 500 pb

Amplicédn de 900 pb /'-

El proceso de PCR
crea muchas copias
de las secuencias
objetivo de la PCR

|||||

—- 0 oodd

Copias de ADN (amplicones)

Fig. 1 Amplicones multiples generados en una reacciéon de PCR multiplex. En este ejemplo, tres pares de
iniciadores o primers, amplifican tres amplicones diferentes de 1500, 500 y 900 pb de longitud respectivamente.

Si no se disefian cuidadosamente, los multiples conjuntos de iniciadores de una muestra de PCR multiplex
pueden interferir entre si. Para garantizar el éxito, un experimento de PCR muiltiple requiere una cuidadosa
seleccidn de los amplicones objetivo, del disefio de los cebadores y de los parametros de ciclado. Esto implica
un esfuerzo adicional. Sin embargo, la buena planeacién se recompensa con la capacidad de analizar mas de un
objetivo en una sola muestra. En esta actividad, usaras la PCR multiplex para analizar varios objetivos de PCR
aplicada a colonias bacterianas seleccionadas.
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Guia del estudiante

Uso de Ia PCR multiplex para detectar Ia edicion genética

La actividad de edicion del gen lacZ mediante CRISPR produjo un conjunto de placas con colonias bacterianas
azules y/o blancas. El color de la colonia es un fenotipo visible que indica si el gen lacZ es funcional o no. En el
experimento anterior utilizaste estas observaciones para sacar conclusiones sobre la edicidon de genes. La PCR
multiplex puede utilizarse para confirmar dichas conclusiones a nivel del ADN. Después de hacer una rapida
extraccion de ADN de cada colonia, utilizaras la PCR multiplex para detectar la presencia de la insercién de la
plantilla de ADN donante. La reaccién de PCR multiple incluye tres conjuntos de iniciadores o primers (Fig. 2):

e El primero, esta disefiado para detectar el lacZ no modificado. Uno de los iniciadores o primers del conjunto
se fijara directamente en el punto de corte del objetivo de Cas9. Si el punto de corte objetivo ha sido
modificado, el primer no se unira. Si el punto de corte del objetivo de Cas9 NO fue modificado, este conjunto
de iniciadores producira un amplicén de ~1,100 pb

e El segundo conjunto de iniciadores o primers, esta disefiado para detectar el lacZ modificado. Uno de los
iniciadores del conjunto se unira al inserto de la plantilla de ADN donante. Si el punto de corte objetivo fue
reparado con éxito utilizando la plantilla de ADN donante que se introdujo en la bacteria, este conjunto de
iniciadores producira un amplicén de ~650 pb

e El tercer conjunto de iniciadores, amplificara una region no relacionada, muy por debajo del gen lacZ
como control para verificar que el ADN cromosémico esté presente en la muestra. Si el ADN cromosémico
se extrajo con éxito y la PCR se realizé correctamente, ya sea que el lacZ se haya modificado o no, este
conjunto de cebadores producira un amplicén de ~350 pb

/ Sitio de corte objetivo de Cas9
lacZ
lacZ
lacZ de tipo
salvaje ) S
Amplicén de ~1,100 pb
Insercion
Objetivo de ADN
de control
de la PCR
lacZ
lacZ
editado
b
Amplicon de ~650 pb
Cromosoma
E. coli iati
Objetivo |
de control
de la PCR S
A
Amplicon de ~350 pb

Fig. 2 Objetivos de la PCR multiplex.
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Guia del estudiante

Preguntas previas al laboratorio

Tabla 1. Resultados previstos de la PCR multiplex.

Colonia bacteriana Amplicones

Placa de Aspecto Estado del gen lacZ 1,100 bp 650 bp 350 bp
origen de la colonia

Placa IX/ARA
(placa de inicio)

Placa C

Placa D

Recupera tus analisis y respuestas de la actividad del Laboratorio de edicién del gen lacZ mediante CRISPR
para responder a las siguientes preguntas.

A. En la Tabla 1, rellena los campos «aspecto de la colonia» y «estado del gen lacZ» con tus conclusiones
actuales Acerca del gen lacZ en las bacterias de la placa de inicio IX/ARA , la placa C, y la placa
D del Laboratorio de edicion del gen lacZ mediante CRISPR. Si hubiera colonias con diferentes
aspectos en la misma placa, incluyelas todas en tu respuesta.

B. En la Tabla 1, anade marcas de verificacion para los amplicones que esperas que se generen en las
muestras de PCR de cada placa de origen.

C. Utilizando la Figura 2 como guia, explica por qué es poco probable que el amplicon de 1,100 pb y el de
650 pb se produzcan en una sola reaccion en este experimento de PCR multiplex.

D. Si solo se produjera un amplicon de 350 pb en una muestra en particular, ¢ Cual seria tu conclusion
acerca del gen lacZ en esa muestra de ADN?

E. Sien los resultados de una muestra particular no hubiera un amplicon de 350 bps, ¢cual podria ser la
explicacion? ¢ Qué informacion adicional podrias usar para confirmar tu explicacion?

4 BIORAD



Guia del estudiante

Protocolo

Estacion de trabajo de los estudiantes

Materiales Cantidad
Placa de inicio IX/ARA de la actividad de edicion del gen lacZ 1
CRISPR

Placa bacteriana C de la actividad de edicion del gen lacZ mediante 1
CRISPR

Placa bacteriana D de la actividad de edicion del gen lacZ mediante 1
CRISPR

InstaGene Matrix (IG) 1.3 ml
Mezcla maestra mas primers (MMP) 80 ul
ADN de control positivo de la PCR (+), tiene todos los objetivos de 15
la PCR

Control negativo de PCR (=), agua destilada 1
Tubo PCR, 0.2 ml 7
Tubo coénico de 1.5 ml, tapdn de rosca con junta térica 5
Micropipeta y puntas de volumen ajustable de 2-20 pl 1
Micropipeta y puntas de volumen ajustable de 100-1,000 pl 1
Gradilla para tubos PCR (recomendada) 1
Gradilla para microtubos 1
Agitador vortex (recomendado) 1
Marcador permanente 1

Estacion de trabajo comiin

Materiales Cantidad
Termociclador con al menos 56 pocillos 1

Bano seco o bafio de agua ajustado a 56 °C 1-2

Bano seco o bafio de agua ajustado a 95 °C 1-2
Centrifuga de microtubos 1-2
Adaptador de tubo PCR para centrifuga (recomendado) 1-2
Gradilla para tubos flotantes (si se utiliza el bafio de agua) 8

explorer.bio-rad.com 5



Guia del estudiante

Extraer el ADN genomico de la bacteria

¥
o |
(2]

1. Etiqueta cinco tubos con tapon de rosca S (para la placa
de inicio), C, D1, D2, y D3. Ahade tus iniciales a cada uno.

,//D
2. Mueve la InstaGene Matrix (IG) para volver a suspender <9 < %%\ E\
de forma uniforme las gotas y, a continuacion, anade Vs f(>j \ \\\‘
250 pl a cada tubo. / \\ \

3. Utiliza una punta de pipeta para recolectar una sola D
colonia azul de la placa IX/ARA. Agita la punta de Ia
pipeta en el tubo S hasta que no queden bacterias en )
la punta. s

4. Utiliza una punta de pipeta nueva para recolectar una ->
unica colonia azul de la placa C. Agita la punta de la
pipeta en el tubo C hasta que no queden bacterias en
la punta.

5. Utiliza una punta de pipeta nueva para recolectar una ->
sola colonia blanca de la placa D. Agita la punta de la
pipeta en el tubo D1 hasta que no queden bacterias en
la punta.

6. Utilizando una punta de pipeta nueva cada vez, repite el
paso 5 con los tubos D2 y D3 usando nuevas colonias
individuales cada vez.

g
=\
= I\
- 64‘ h‘\
7. Asegurate de que las tapas de los tubos estén - e \
. - / \ \
completamente cerradas y agita los tubos, o utiliza el / ~

vortex durante 10 segundos para mezclarlos.
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10.

11.

e Pregunta a tu instructor si debes continuar el con

EN ESTE PUNTO.

12.

Incuba los tubos en un bafo seco o en un bafo de agua <)
durante 15 min a 56 °C.

Deja que los tubos se enfrien ligeramente. >
A continuacion, agita los tubos o utiliza el vortex
durante 10 seg para mezclarlos.

Incuba los tubos en un bafo seco o en un bafo de agua =¥
durante 8 min a 95 °C.

Deja que los tubos se enfrien ligeramente. -
A continuacion, agita los tubos o utiliza el vortex
durante 10 seg para mezclarlos.

DETEN EL EXPERIMENTO EN ESTE PUNTO.

el experimento ahora mismo o hasta manana.
Guarda tus muestras en el refrigerador a 4 °C
hasta que debas continuar con el experimento.

Centrifuga los tubos a 6000 x g durante 5 min -
o0 12,000 x g durante 2 min.

Guia del estudiante

156 min a 56 °C

8mina9b °C

12,000 x g
durante 2 min

Gontrifuga 16K

explorer.bio-rad.com



Guia del estudiante

Preparar y amplificar las muestras de PCR

13. Etiqueta siete tubos de PCR S, C, D1, D2, D3, (+), y (<), 4
ponle a cada uno tus iniciales.

14. Anade 10 ul de mezcla maestra plus primers (MMP) -
a cada tubo.

15. Con una punta de pipeta nueva por cada vez, ahade -
10 pl de sobrenadante de cada uno de los cinco tubos
con tapa de rosca en su tubo de PCR correspondiente.
NO transfieras ninguna gota de la InstaGene
Matrix; las gotas detendran la PCR.

16. Con una nueva punta de pipeta, anade 10 ul de ADN de
control positivo de la PCR (+) al tubo de Ia PCR (+).

17. Con una nueva punta de pipeta, anade 10 ul de control
negativo de la PCR (=) al tubo de la PCR (=).

18. Tapa los tubos y coldcalos en el termociclador. “

19. Cuando todas las muestras de los estudiantes estén en
el termociclador, ejecuta el siguiente programa:

>

TTUTT

S

Sobrenadante

Matriz

Cc

MMP

D1

D2

D3

Paso Temp., °C Tiempo Ciclos

Desnaturalizacion inicial 94 5 min 1x

Desnaturalizacion 94 30 seg 35x

Recalentamiento 62 30 seg

Extension 74 1 min

Extension final 74 5 min 1x

Mantener 12 - 1x

8 BIORAD



Guia del estudiante

Electroforesis en gel y visualizacion

Después de la PCR, utilizaras la electroforesis en gel de agarosa para separar y visualizar los amplicones, que
son los productos de la PCR. Como cada conjunto de iniciadores o primers produce un amplicon de PCR de
diferente tamano, pueden separarse por electroforesis.

Preguntas previas al laboratorio

A. Consulta tus respuestas en la Tabla 1y dibuja los resultados esperados de la electroforesis en la
siguiente ilustracion del gel.

1 2 3 4 5 6 7 8

( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) Columna Muestra

1 Regla de peso molecular (MWR)
2 Muestra PCR S
1,000 bp | em— 3 Muestra PCR C

700 bp | e— 4 Muestra PCR D1

S00bp | =— 5 Muestra PCR D2
6 Muestra PCR D3

?88 EE : 7 Control positivo de la PCR (+)
8 Control negativo de la PCR (-)

B. ¢Como podrian los resultados de la electroforesis confirmar que la PCR se realizo correctamente?

C. ¢Como podrian los resultados de la electroforesis confirmar que extrajiste exitosamente el ADN
genomico de tus muestras bacterianas?

D. Identifica y resume el propdsito de cada control experimental.

explorer.bio-rad.com 9
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Protocolo

Estacion de trabajo de los estudiantes

Materiales Cantidad
Muestras de PCR de la segunda parte 2 (S, C, D1, D2, D3, (+), () 7

Regla de peso molecular (MWR) 15 pl
Tinte de carga (LD) 40 ul

Gel de agarosa al 1 % con 8 pocillos 1

Tampodn de electroforesis TAE 0.25x. 300 mi
100x Fast Blast DNA Stain, si se utiliza 50 ml
Camara de electroforesis en gel horizontal 1

Suministro de energia 1
Micropipeta y puntas de volumen ajustable de 2-20 1
Bandeja de tincion del gel (opcional) 1

Estacion de trabajo comiin

Materiales Cantidad
Microcentrifuga 4-8
Transiluminador UV (si se utiliza UView 6x Loading Dye and Stain) 1

Cargar las muestras de PCR y realizar la electroforesis

1. Haz girar las muestras de PCR en una centrifuga para
arrastrar contenido al fondo de los tubos.

2. Utilizando cada vez una punta de pipeta nueva, ahade
5 pl de colorante de carga (LD) a cada muestra. Pipetea
suavemente para mezclar.

3. Coloca un gel de agarosa TAE al 1 % en la camara de
electroforesis. Asegurate de que el gel esté orientado
de forma que los pocillos estén mas cerca del electrodo
negro (=), o catodo.

4. Llena la camara de electroforesis con suficiente tampon
de electroforesis TAE para que el gel quede cubierto
unos 2 mm.

>

-

>
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5. Utilizando una nueva punta de pipeta para cada
muestra, carga muestras en los pocillos segun la tabla

siguiente.
Carril Muestra Volumen, ul
1 Regla de peso molecular (MWR) 15
2 Control positivo de la PCR (+) 15
3 Muestra PCR (S) 15
4 Muestra PCR (C) 15
5 Muestra PCR (D1) 15
6 Muestra PCR (D2) 15
7 Muestra PCR (D3) 15
8 Control negativo de la PCR (-) 15

6. Vuelve a colocar la tapa de la camara de electroforesis
y conecta los cables a la fuente de alimentacion, el rojo
al rojo y el negro al negro.

7. Enciende la fuente de alimentacion y haz funcionar el

gel. Pregunta a tu instructor por las condiciones de
ejecucion.

Visualiza las bandas de ADN

8. Retira con cuidado el gel de la camara y transfiérelo
a una bandeja de tincion de gel (opcional).

9. Tine y/o visualiza tu gel segun las indicaciones de tu
instructor.

Y

Guia del estudiante
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Analisis y discusion de datos

Preguntas posteriores al laboratorio

A. Prepara un esquema con los resultados de tu electroforesis. Etiqueta las bandas de la regla de peso
molecular. Consulta la pag. 9 para ver los tamanos de las bandas.

1 2 3 4 5 6 7 8

( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) Columna Muestra

Regla de peso molecular (MWR)
Muestra PCR S

Muestra PCR C

Muestra PCR D1

Muestra PCR D2

Muestra PCR D3

Control positivo de la PCR (+)

(N[O ||| =

Control negativo de la PCR (=)

B. Indica los resultados de los controles de tu experimento y describe lo que puedes concluir Acerca de
ellos.

C. En la Tabla 2, agrega marcas de verificacion para los amplicones que observes en cada muestra de
PCR. Basandose en tus resultados, completa el campo «estado del gen lacZ» con tus conclusiones
sobre el gen lacZ en cada muestra. Anota cualquier resultado que sea diferente de tus predicciones
en la Tabla 1.

Tabla 2. Tabla de recopilacion de resultados de la PCR.

Muestra PCR 1,100 bp 650 bp 350 bp Estado del gen lacZ

-



Guia del estudiante

C. ¢Los resultados de la PCR multiplex refutan alguno de tus argumentos (tu argumento original o tu
argumento alternativo) de la Parte 1? Explica por qué si o no.

D. Basandote en tus evidencias de laboratorio, escribe uno o varios argumentos nuevos acerca del
rol que juega la edicion del gen mediante CRISPR en la modificacion del gen lacZ en las bacterias
cultivadas en las placas experimentales C y D. Incluye las pruebas de tus experimentos de
transformacion bacteriana y de PCR multiplex.

explorer.bio-rad.com 13



Glosario

Amplicén: un trozo de ADN que se ha producido mediante amplificacion, a menudo por PCR. Un producto de la
PCR se llama amplicén.

Par de bases (pb): nucleétidos complementarios unidos por enlaces de hidrégeno.

Cas9: proteina 9 asociada a CRISPR; endonucleasa que forma una rotura de doble hebra (o corte) en el ADN en un
sitio especifico dentro de una secuencia de reconocimiento mayor, o sitio objetivo. Participa en la defensa natural
de ciertas procariotas contra los virus del ADN, y también se utiliza mucho en aplicaciones de ingenieria genética
para cortar el ADN en lugares especificados por un ARN guia (ARNg).

CRISPR: las repeticiones palindrémicas agrupadas y regularmente interespaciadas son secuencias en los genomas
de algunas procariotas que actian como un registro genémico de ataques virales anteriores. Junto con las
proteinas asociadas con CRISPR (Cas), las bacterias utilizan las secuencias para reconocer y desarmar futuros virus
invasores. Los cientificos han adaptado este sistema para fines de ingenieria genética.

Cromosoma: molécula de ADN con todo o parte del material genético de un organismo.

Plantilla de ADN donante: secuencia de ADN necesaria para la reparacion dirigida por homologia en las
aplicaciones de edicion genética mediante CRISPR; puede incluir una secuencia deseada flanqueada en ambos
lados por «brazos de homologia» que coincidan con la secuencia antes y después al corte.

Edicién de genes: manipulacion del material genético en células vivas que consiste en la adicion, eliminacion y/o
sustitucion de secuencias de ADN, generalmente con el objetivo de alterar fenotipos.

InstaGene Matrix: gotitas microscopicas que unen a los cationes divalentes en solucién; la unién o robo de
cationes divalentes previene que queden disponibles para las enzimas que pueden degradar la plantilla de ADN.

lacZ: parte del operon lac de E. coli; este gen codifica la enzima -galactosidasa. Durante décadas, los bidlogos
moleculares han utilizado el gen lacZ como sitio objetivo para la insercion de secuencias de ADN, ya que el color de
la colonia bacteriana indica si las ediciones fueron exitosas.

Mezcla maestra: la principal solucién reactiva utilizada en la PCR; la mezcla maestra contiene todos los
componentes necesarios (ANTP, primers o iniciadores, tampén, sales, polimerasa, cofactor de la polimerasa).

PCR multiplex: amplificacién simultanea de objetivos multiples objetivos utilizando la reaccién en cadena de la
polimerasa. En la reaccion se utilizan multiples conjuntos de cebadores, uno para cada objetivo.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): proceso de amplificacion o sintesis de ADN in vitro a través de
iniciadores o primers y de ciclos de cambio de temperatura.

Iniciador o primer: secuencia corta de nucleétidos (generalmente de entre16 y 24 bases en longitud) que reconoce
una secuencia particular de nucleétidos en la secuencia de ADN objetivo; los iniciadores para la reaccién en cadena
de la polimerasa se sintetizan normalmente en un laboratorio.

X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido, un compuesto formado por galactosa unida a un indol
sustituido. Su hidrdlisis por la B-galactosidasa produce un pigmento azul insoluble el cual indica la presencia de
B-galactosidasa activa.

y
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