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Resumo

Neste traballo exponse unha experiencia realizadalumnado do modul&nsaios
Biotecnol6xicosdo ciclo formativo de grao superidraboratorio de Analise e de
Control de CalidadeNela, propuxoselles aos estudiantes un problemesaver no
laboratorio: a identificacion da procedencia duni@stra de carne en base a algunha
proba xenética. A solucion desenvolta polos alummatumnas incluiu extraccion do
ADN, realizaciébn dunha reaccion en cadea da potissr e dixestion do ADN
amplificado con endonucleasas de restriccion.

Introduccion

a) As actividades practicas no laboratorio

O traballo practico € unha parte fundamental dmergas ciencias, xa que pode axudar
aos estudiantes a desenvolver a comprension daigiem apreciar que a ciencia se
basea en probas experimentais e a adquirir hatiglananipulativas (Abrahams e
Millar, 2008). De todolos xeitos, a efectividades darefas practicas ten sido posta a
proba e analizada en distintas investigacions (war,exemplo, Glaesset al, 2009),
véndose, por exemplo, que, se se queren plantexan problemas a resolver, € moi
importante o dominio do coflecemento procedemengddvante por parte dos
estudiantes, dimensidn que moitas veces é relegad@nsino para favorecer o
cofiecemento conceptual.

Cabe destacar que rigorosos estudios cuantitativo® o de Pease e Kuhn
(2011) mostran ventaxes do ensino baseado na cé&solule problemas fronte a
meétodos mais tradicionais, como o baseado en ex@osia cargo do docente seguidas
de discusions. Estes autores mostran que concehuti@idades practicas en termos de
que os estudiantes se impliquen na resolucion délgmas fai que sexan mais
efectivas, xa que o ensino baseado na resolucitabarativa de problemas permite
compartir a informacion e o cofilecemento, proposnoi® un contexto apto para o
desenvolvemento da cognicion distribuida, e adeffiad@itita didlogos auténticos, nos
que os estudiantes confrontan puntos de vistaséda lugar a un importante potencial
de transformacién de cofiecemento. Noutras expémen®eigosa, 2009 e 2010),
levadas a cabo na ESO e no Bacharelato, mostragsos 0os que os estudiantes eran
capaces de abordar con éxito tarefas no laborattgicomplexidade significativa,
aportando solucions creativas e sorprendentes.

As oportunidades de aprendizaxe dos estudiantesomtexto das tarefas
practicas no laboratorio dependen criticamente rtaraccion profesor-estudiantes
(Hogstromet al, 2010), a cal aqui se concibiu buscando permitir @studiantes o
desenvolvemento dunha crecente capacidade e competaitbnoma, transferindolles
progresiva responsabilidade no proceso de resoluBidra iso, nesta tarefa non se lles
daban pasos a seguir, sendn que eran eles oslgjaa geoporielos. A interaccion entre
o profesor e os estudiantes plantexouse orientastadarlles a dominar a comprension
e uso das ferramentas conceptuais e procedimeezésarias.

b) Extraccion de ADN, PCR e analise de restriccion



O plantexamento desta actividade baseouse na@phcdas técnicas expostas en dous
cursos organizados polos servizos de formacion rdbegorado da Conselleria de

Educacion (Quinteiro, 2008 e Sanjuah al, 2009). Para identificar a procedencia
dunha mostra bioloxica, extraeuselle o ADN, desfir@sse unha PCR empregando uns
cebadores axeitados e, por ultimo, realizouse utikestion con endonucleasas de
restriccion seguida de electroforese en xel deoagacon tincion con bromuro de etidio

para diferenciar entre distintos ADNs. Mais infooida sobre estas técnicas pode
atoparse en Pereeaal. (2002), por exemplo.

A extraccion do ADN fixose co kit comercial EZNAs$ue Kit, de Omega
Biotek, o cal inclue diversos reactivos que, usasksuencialmente, permiten seguir
varias etapas que permiten a extraccion e puriibado ADN. Despois do lisado
celular, no que se rompen estructuras celulares tabmo membranas, a mostra
depositase nunha minicolumna con placa filtrantqueaqueda retido o ADN. Tras isto
son eliminados por centrifugaciéon cunha microfugasando diversos disolventes os
compofientes da mostra distintos do ADN, como aseimas. Nalgunhas etapas de
centrifugacion acadanse aceleracions de ata 1690Binalmente engadese un reactivo
no que o ADN se disolve e, por centrifugacion, \etsa a columna, obténdose asi
purificado.

En canto & PCR, aqui fixéronse duas con duaslgsdiktintas de cebadores.
Unha destas parellas de cebadores foi a compostb&l49 e L14725, dtiles para
ADN de peixes (Sanjudn e Comesafa, 2002), perizalties tamén con algunhas
outras especies. Serven para amplificar un segnpr@aengloba os ultimos 50 bp do
xene do ARNt do acido glutamico, asi como os priose#36 bp do extremo 5' do xene
do citocromo b, resultando un fragmento de 486fbpsta PCR chamarémola PCR A.
A outra PCR, que usa a parella de cebadores L148415149, desefiouse (Kocledr
al., 1989) de xeito que permite a amplificacion de A@Nmoitos vertebrados, insectos
e aracnidos. Estes dous cebadores permiten a maglih dun segmento do ADN
mitocondrial que para moitas especies ten 307 bantaremos a esta reaccion PCR B.

Empregéaronse reactivos de Promega para prepadrctel de PCR, que, aparte
dos cebadores, incluia polimerasa, mestura de @tidibs activados, tampon, magnesio
e auga. Mesturdbanse 34 de coéctel con 1luL de ADN e introducianse no
termociclador, onde seguia o seguinte programaticépara as duas PCRs:

-Desnaturalizacion inicial: 95°C, 5 min.

-35 ciclos de:

-Desnaturalizacion: 93°C, 1 min.
-Fusién: 47°C, 1 min.
-Extension: 72°C, 2 min.

-Extension final: 72°C, 10 min.

Os segmentos de ADN asi obtidos son moi semeilaméeamano para ADNs de
distintas especies, pero a sua secuencia de nidoedion é igual, polo que, se se fai
unha dixestion con enzimas de restriccion, xérainagmentos que si permiten
diferenciar ADNs de distintas especies. As enzid@sestriccion fragmentan o ADN
por sitios especificos, de xeito que os fragmer&rados son sempre 0S mesmos para
unha mesma cadea de ADN. Aqui contouse con 4: EdgdhHI, Hindlll e Haelll,
aisladas a partires de&scherichia coli Bacillus amyloliquefaciensHaemophilus
influenzaee Haemophilus aegyptiysespectivamente.

Por ultimo, para visualizar os fragmentos obtittas a dixestion, pode facerse
unha electroforese en xel de agarosa con tincidhrdmuro de etidio. Tras someter
durante 30 minutos aproximadamente o xel cargade omwstras a unha diferencia de



potencial de 160 V, e pofiéndoo despois nun trangildor, pddense ver as distintas
bandas, correspondentes aos distintos fragmentabNe

Contexto educativo

A experiencia levouse a cabo cun grupo de estuetiatd 2° curso do ciclo formativo de
grao superiolLaboratorio de Analise e de Control de Calidad® moduloEnsaios
Biotecnolbxicos O curriculo oficial establece que os estudiantesno resultado da
aprendizaxe deste modulo, deben ser capaces, arites cousas, de extraer acidos
nucleicos e de realizar ensaios xenéticos (Comizetle Educacion, 2008).

Nesta actividade, propuxoselles aos estudiantka tarefa que poderia darse
nun contexto real de traballo, co cal se preteqdéa abordaran con maior motivacion.
A situacion que se lles plantexaba consistia enaguefe do seu laboratorio queria
comprobar se unha mostra consistente nuns restoarioe eran de polo ou de porco. A
mostra estaba bastante deteriorada e a identiicats sia procedencia por inspeccion
visual era dificil. Por iso, eles debian desefgifiratipo de proba xenética para ver se a
mostra era de carne de polo ou de porco.

Os alumnos e alumnas xa recibiran antes de abastar tarefa formacion
tedrica e practica sobre as técnicas que despgmsegaron. Na aula traballaranse
conceptos de bioquimica, incluindo loxicamente tauetira dos acidos nucleicos e o
seu metabolismo, asi como o fluxo de informacionéxea e aspectos como métodos
de obtencion, analise e manipulacién de acidoseruad, a reaccion en cadea da
polimerasa, a obtencion e manupulacion de ADN rédoamte, etc. Tameén realizaron
numerosas practicas de laboratorio, entre elastenadbn e purificacion de ADN
human e doutros animais, a realizacion de divdP€zi’s usando distintas parellas de
cebadores, a dixestion de ADN amplificado empregamionucleasas de restriccion e
a electroforese en xel de agarosa, nas cales a@pogndécnicas necesarias para a
solucion que os estudiantes propuxeron para estéqa.

Resultados: o proceso de resolucion da tarefa ad@gto polos estudiantes
Ante o problema plantexado, os estudiantes opfaoorextraer o ADN da mostra, facer
unha PCR que permitise a amplificacion dun segmdet@DN, continuando cunha
dixestion cunha endonucleasa de restriccion querasa fragmentos distintos con
ADN de polo ou porco, e rematando cunha electretosn xel de agarosa.

Decidiron facer iso tamén con mostras patron de poporco, para poder
comparar a mostra problema con elas e asi decbiesa stua procedencia. O traballo
con mostrar patron ademais permitiu optimizar asdiotons do ensaio, escollendo
unha PCR axeitada e a enzima de restriccion qumitiss ver maior diferencia entre os
fragmentos xenerados a partires de ADN de polooocop

O ADN de mostra e patrén foi extraido co kit coomdr EZNA Tissue Kit.
Empregando un espectrofotometro visible-UV medasdsorbancia a 260 e 280 nm,
constatando que estaba en valores aceptables.

Os estudiantes, en practicas realizadas previanéréran tres PCRs. Unha
delas era especifica para ADN human polo que quedscartada. As outras duas,
como xa se indicou, chamamolas PCR A e PCR B. Bto@s enzimas de restriccion,
eran as catro que xa dixemos: EcoRIl, BamHI, HireliHaelll.

Para escoller os cebadores e a endonucleasa eseflara os fins da tarefa, os
estudiantes decidiron facer con parellas de mopatén de polo e porco as duas PCRs
e as catro dixestions, tras o cal se faria a elecase en xel de agarosa para ver 0s
resultados. En total foron 2 mostras x 2 PCRs kdstibns = 16 ensaios, organizados
segun a taboa 1.



Mostra Procedencia PCR Enzima
1 Polo A Hindlll
2 Porco A Hindlll
3 Polo A BamHI
4 Porco A BamHlI
5 Polo A Haelll
6 Porco A Haelll
7 Polo A EcoRlI
8 Porco A EcoRlI
9 Polo B Hindlll

10 Porco B Hindlll
11 Polo B BamHlI
12 Porco B BamHl
13 Polo B Haelll
14 Porco B Haelll
15 Polo B EcoRl
16 Porco B EcoRlI

T&boa 1. Mostras patron sometidas a distintas RGQReestions

Os resultados de todo o proceso, rematado coadteese, mostranse na figura
1, obtida cun analizador de iméxes cunha camarmeectada. As mostras estan

ordeadas na figura de dereita a esquerda e asiliieéss son dous marcadores de pesos
moleculares de 500 e 1000 bp, respectivamente.

Figura 1. Foto dos resultados cos patrons

A vista da imaxe mostrada na figura 1, os estue$amonsideraron que as
condiciéns mais axeitadas, por haber mais difeasmubs fragmentos xerados eran:

-Mostras patron 3 e 4 — PCR A — BamHl

-Mostras patron 7 e 8 - PCR A — EcoRI



-Mostras patron 11 e 12 — PCR B — BamHlI

Finalmente, os estudiantes optaron pola PCR B, caimdores L14841 e
H15149, e a enzima BamHlI, por ser claramente tistiaos resultados obtidos: o0 ADN
de polo non sufriu fragmentacion, mentres que o Al@Nporco mostrou division en
dous fragmentos menores, observandose tamén a bamdapondente 4s moléculas de
ADN que non se fragmentaron..

Usando o software PhotoCapt, os estudiantes fixamha determinacion
aproximada do tamafio dos fragmentos xerados coastandll e 12, obténdose os
valores que se mostran na taboa 2.

Porco Polo
400 400
300
150

Taboa 2. Tamafios en bp dos fragmentos de ADN dos
patréns sometidos & PCR B e dixestién con BamHI

O tamano da banda meirande, a de 400 bp, tenlanmaior do que ten este
segmento habitualmente, 307 bp. Isto pode debegge ase fragmento sexa maior para
0 polo e o porco, ou a unha incorrecta asignaci@wvalores de referencia do marcador
de pesos moleculares.

Unha vez posto a punto o procedemento, os estadidimeron o experimento
decisivo para averiguar a procedencia da mostanth extraccion do ADN, a PCR B,
dixestion con BamHI e electroforese en xel de agawusando bromuro de etidio para a
tincion. Este proceso foi seguido para a mostrélpnoa xunto con patréns de polo e
porco, como se mostra na taboa 3.

NUmero Mostra
1 Problema
2 Patrén de polo
3 Patron de porco

T&boa 3. ADNs analizados no experimento final

A fotografia tomada despois da electroforese ragstna figura 2. As mostras
estan ordeadas de dereita a esquerda e as dilaasu#ton marcadores comerciales de
pesos moleculares de 500 e 1000 bp, respectivamente



Figura 2. Foto do experimento decisivo

Na figura 2 vese claramente que a mostra problengaua que o patron de polo e
distinta da de porco. Asi, os estudiantes puiddifamenciar a procedencia da mostra e
cumplir co encargo que se lles pedia.

Usando o software PhotoCapt realizouse unha esttimdo tamafio das bandas,
resultando ser practicamente coincidentes coshae th.

Discusion e conclusion

Os estudiantes foron quen de planificar un experimede alta complexidade
conceptual e manipulativa, implicando conceptogipde xenética, e de pofielo en
practica de xeito, ademais, exitoso.

Cabe, pois, facer unha valoracion positiva da espeia levada a cabo, a cal
lles resultou motivadora xa que estaba plantexadacantexto compatible co que pode
ser a sua actividade profesional real. A planifi;acdesta actividade practica
permitiulles tomar decisidbns metodoléxicas e epistéxicas, decidindo qué probas se
podian construir no laboratorio que fosen relavaptea resolver o problema. Ademais,
foron capaces de usar de xeito integrado e harm&oéiecementos conceptuais e
procedementais.

Por outra banda, cabe indicar que o contexto Isoesaltou axeitado, cunha
participacion boa de todos os estudiantes e unaadacion entre eles, asi como unha
interaccion positiva co profesor, que orientou esisscontacto cos estudiantes a
axudarlles a que eles fosen capaces de resolvebtema plantexado, evitando darlles
instrucciéns concretas a sequir.
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