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LA SEGURIDAD EN EL LABORATORIO DE BIOLOGÍA MOLECULAR

Es recomendable que cada alumno lea atentamente esta página para realizar adecuadamente las prácticas.
El trabajo con Escherichia coli y los genes de resistencia a antibióticos.
Escherichia coli forma parte de la flora bacteriana del intestino grueso y raramente se asocia con enfermedades en individuos sanos. De todos modos podría existir preocupación acerca de la ingestión accidental de Escherichia coli, especialmente en el caso de bacterias que han sido transformadas con plásmidos. La investigación ha mostrado que las cepas de uso habitual en el laboratorio no tienen capacidad de crecimiento en el intestino ni pueden transferir DNA plasmídico a células de Escherichia coli residentes.

Las cepas de uso común en la investigación actual derivan de una cepa de Escherichia coli denominada K-12, que fue aislada en su origen a partir de las heces de un paciente con difteria en la Universidad de Stanford (California, EE. UU) en 1922. Los trabajos de Edward Tatum durante los años 40 popularizaron su uso en estudios bioquímicos y genéticos. Investigaciones llevadas a cabo durante los años 70 mostraron que la cepa K-12 no puede colonizar efectivamente el aparato digestivo humano, probablemente a causa de los cambios genéticos acumulados durante décadas de cultivo in vitro.

El DNA plasmídico puede ser transferido de una célula de Escherichia coli a otra durante el proceso conocido como conjugación. El transporte requiere una proteína de movilidad (codificada por el gen plasmídico mob) y un sitio específico en el plásmido denominado nic. La proteína mob produce una mella (enlace fosfoéster roto) en el sitio nic y se une a la cadena mellada para conducir al plásmido a través del canal de conjugación hasta la célula receptora. Los plásmidos que se utilizan en clonación molecular no poseen ni el gen mob ni el sitio nic y, por lo tanto, no pueden ser movilizados para su transporte.

Precauciones durante el cultivo bacteriano

Para llevar a cabo las prácticas de un modo adecuado es suficiente con seguir unas simples normas de manejo y limpieza del material:

1. No acercar la nariz o la boca a bocas de tubos o puntas de pipeta que contengan o hayan estado en contacto con el cultivo bacteriano.

2. Dispensar el cultivo bacteriano con pipeta y siempre con ayuda de una bomba de succión.

3. Desinfectar el material que haya estado en contacto con bacterias. Los líquidos se vierten en un baño de agua con lejía. Los sólidos se depositan en una bolsa para autoclave. Esterilizar posteriormente a 121ºC durante 15 minutos y tratar como un residuo normal.

4. Lavarse las manos siempre al abandonar el laboratorio.

AISLAMIENTO DE ÁCIDOS NUCLEICOS A PARTIR DE CÉLULAS EUCARIOTAS
Introducción

Los ácidos nucleicos (DNA y RNA) de un tejido animal se extraen a partir de un homogeneizado de células. Este se obtiene por ruptura de las células en un tampón utilizando un homogeneizador. Las membranas lipídicas se convierten en solubles en presencia del detergente dodecil sulfato sódico (SDS), que también desnaturaliza las proteínas. Todas estas impurezas se eliminan extrayendo la mezcla acuosa resultante con varios compuestos orgánicos  inmiscibles con agua como son el fenol y el  cloroformo. La emulsión turbia se centrifuga y aparecen dos fases: la inferior es de naturaleza orgánica y, junto con la interfase,  contiene los contaminantes proteicos y lipídicos. La fase superior, acuosa, contiene los ácidos nucleicos, DNA y RNA, en disolución. Los ácidos nucleicos se recuperan por precipitación con etanol. Una vez precipitados, en razón de sus distintas propiedades físicas y químicas, el DNA se separa por enrollamiento sobre un capilar de vidrio y el RNA por centrifugación a baja temperatura.

Material y reactivos
Baño con termostato. Bomba de succión manual. Capilar de vidrio. Centrífuga de mesa. Congelador a -20ºC. Gradilla. Homogeneizador. Pipetas. Tubos de polipropileno de 10 mL.
Cloroformo/alcohol isoamílico (24:1). Dodecil sulfato sódico (SDS) al 10% (p/v). Etanol al 100%. Etanol al 70%. Fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1). Solución tamponada de fenol. Tampón citrato sódico salino (SSC) 1x: NaCl 0,15 M; citrato sódico 0,015 M. Tampón de homogeneización: NaCl 0,2 M; Tris-HCl 0,1 M, pH 8,0; EDTA 0,02 M. Tejido animal.
Procedimiento
1. Pesar el tejido y homogeneizarlo en una proporción 10 mL/g en tampón de homogeneización (este paso no lo realiza el alumno). Cada pareja parte de 3 mL de muestra.

2. Añadir 0,15 mL de solución de SDS al 10%. Mezclar el contenido invirtiendo el tubo y evitando la formación de espuma.

3. Extraer la fase acuosa con 1 volumen de disolución equilibrada de fenol. Mezclar por inversión ambas fases durante 10 minutos para que se forme una emulsión fina.

4. Separar la fase acuosa (superior) de la orgánica (inferior) centrifugando a 3.000 rpm durante 10 minutos. Trasladar la fase acuosa a un tubo limpio. Evitar en todo momento perturbaciones de la interfase que contaminen la fase acuosa.
5. Extraer la fase acuosa con 1 volumen de disolución de fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1). Mezclar por inversión para emulsionar, durante 10 minutos, y repetir el paso 4.

6. Extraer la fase acuosa con 1 volumen de cloroformo/alcohol isoamílico (24:1). Mezclar por inversión durante 10 minutos. Separar ambas fases en las mismas condiciones que en el apartado 4. Transferir la fase acuosa (superior) a un tubo limpio.

7. Añadir a la fase acuosa 2 volúmenes de etanol al 100%. Mezclar por inversión y observar el precipitado de DNA genómico.

8. Obtener el precipitado enrollándolo a un capilar de vidrio y transferir el DNA a un tubo limpio y seco. Dejar secar el DNA al aire.

9. Poner el tubo en el que se obtuvo el precipitado de DNA a -20ºC durante toda la noche, para provocar la precipitación del RNA.

10. Centrifugar a 10.000 rpm durante 15 minutos. Eliminar el sobrenadante y secar al aire el sedimento de RNA.
11. Resuspender, por separado, los precipitados de DNA y RNA en 2 mL de SSC 1x.
TRANSFORMACIÓN DE BACTERIAS
Introducción

La transformación es un proceso por el cual una célula bacteriana incorpora DNA foráneo. Es conocido el hecho de que Escherichia coli se vuelve “competente” para ser transformada con DNA exógeno cuando las células se resuspenden en disolución de cloruro de calcio a baja temperatura, y son posteriormente sometidas a un breve choque térmico. No está claro el mecanismo por el cual las bacterias incorporan el DNA. Se cree que la incorporación puede ocurrir gracias a proteínas especializadas o por la aparición de canales en las llamadas “zonas de adhesión” de la membrana plasmática bacteriana. Como los plásmidos de clonación portan genes que confieren resistencia frente a antibióticos como, por ejemplo, la ampicilina, la selección de las bacterias transformadas se realiza sembrando los cultivos de células en placas que contienen el mencionado antibiótico.

a) Preparación de células competentes para transformación

Material y reactivos

Centrífuga de mesa. Hielo picado. Mechero de gas. Micropipetas y puntas. Pipetas estériles. Tubos estériles.

CaCl2 50 mM. Cultivo de Escherichia coli en fase logarítmica.
Procedimiento

1. Poner la solución de CaCl2 50 mM en hielo.

2. Transferir 10 mL de cultivo en fase logarítmica a tubos limpios y estériles.

3. Centrifugar los tubos a 3000 rpm, 10 minutos a 4ºC.

4. Retirar el sobrenadante y resuspender el sedimento con suavidad en 5 mL de solución de CaCl2 50 mM. Incubar 20 minutos en hielo.

5. Centrifugar como en el paso 3.

6. Retirar el sobrenadante y resuspender con suavidad en 1 mL de solución de CaCl2 50 mM. Estas células se conservan en un vaso con hielo hasta su utilización.

b) Transformación de células de Escherichia coli con DNA recombinante

Material y reactivos

Asas de siembra de vidrio. Baños a 37ºC y 42ºC. Estufa de cultivo a 37ºC. Hielo picado. Micropipetas y puntas. Tubos estériles.

Células competentes de Escherichia coli. Disolución de plásmido (0,01 mg/mL). Placas de agar-LB. Placas de agar-LBA.
Procedimiento

1. Preparar dos tubos de 1,5 mL y trasladar 0,2 mL de células competentes a cada uno. Poner en hielo.

2. Añadir 10 microlitros de disolución de plásmido a uno de los tubos que se vayan a utilizar y un volumen equivalente de agua a otro tubo. Mezclar suavemente e incubar en hielo 15 minutos.

3. Transferir los tubos al baño a 42ºC durante 90 segundos. Retornar inmediatamente al hielo.

4. Añadir a cada tubo 0,8 mL de medio Luria-Bertani. Mezclar bien.

5. Permitir que las células se recuperen incubando a 37ºC y con agitación durante 30 minutos.

6. Realizar las siembras según consta en la siguiente tabla:

	
	Células transformadas (+ pUC18)
	Células no transformadas (- pUC18)

	LBA
	0,1 mL
	0,1 mL

	LB
	0,1 mL
	0,1 mL


Depositar sobre una placa el volumen indicado. Utilizar un asa de vidrio triangular estéril para repartir el líquido sobre la placa. Al terminar con una placa comenzar con la siguiente.

7. Dejar que el agar absorba durante unos minutos el exceso de líquido de las placas.

8. Poner las placas boca abajo en la estufa de cultivo a 37ºC, e incubar durante 12-24 horas.

9. Tras la incubación, guardar las placas a 4ºC para ralentizar el crecimiento de Escherichia coli y detener el crecimiento de microbios contaminantes.

10. Una vez crecidas bacterias, inocular 10 mL de medio LB + 100 microgramos/mL de ampicilina en tubo estéril de 50 mL de polipropileno con una colonia de la placa LBA/+pUC18.

Resultados

1. Comprobar si los resultados observados se ajustan a los esperados en cada una de las cuatro placas.

2. Contar el número de colonias individuales en las placas en donde sea posible.

3. Calcular la eficiencia de transformación del procedimiento realizado: eficiencia de transformación = nº colonias resistentes al antibiótico/microgramos de DNA de plásmido.

INDUCCIÓN DE LA ENZIMA BETA-GALACTOSIDASA

Introducción

El operón de la lactosa es el ejemplo clásico de regulación génica en el cual la producción de beta-galactosidasa (Lac Z) es inducida en presencia de lactosa en el medio de cultivo. En esta práctica se utiliza, como sustrato de la enzima, ONPG (orto-nitrofenil galactósido) en lugar de lactosa. La membrana celular se rompe parcialmente por tratamiento con metilbenceno y a continuación se añade el ONPG, que es incoloro y penetra en las células para formar el producto de color amarillo ONP (orto-nitrofenol).
Material y reactivos

Agitador de tubos. Baño con termostato. Espectrofotómetro. Incubador orbital. Micropipetas y puntas. Tubos de cultivo. Tubos de vidrio.

Cloroformo. Glucosa 1 M. Lactosa 0,5 M. Medio Luria-Bertani. Na2CO3 1 M. Placas de cultivo de Escherichia coli (lacZ+). Reactivo de ONPG 5 mM en tampón Z. Tampón Z: 60 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 10 mM KCl, 1 mM MgSO4 .

Procedimiento

1. Preparar los siguientes tubos de cultivo (volúmenes en mL):

	Tubo
	Medio LB
	Glucosa 1 M
	Lactosa 0,5 M

	LB
	5
	-
	-

	LBG
	5
	0,5
	-

	LBG0,1
	5
	0,5
	0,005

	LBG1
	5
	0,5
	0,050


2. Incubar toda la noche a 37ºC y 180 rpm

3. Poner en un tubo de vidrio 0,1 mL de suspensión bacteriana

4. Añadir 1 gota de cloroformo y agitar

5. Añadir 0,6 mL de reactivo ONPG y agitar

6. Incubar 15 minutos a 37ºC

7. Añadir 0,6 mL de Na2CO3 1 M y agitar

8. Determinar A420 en el espectrofotómetro.

9. Determinar A600 de los cultivos bacterianos.
Resultados

1. Comparar la actividad (número de unidades de Miller) de beta-galactosidasa (lactasa) producida en distintas condiciones de inducción. Observar el efecto de la lactosa en la inducción

Unidades de Miller = (1000 x A420 / t x v x A600)
AISLAMIENTO DE ÁCIDOS NUCLEICOS A PARTIR DE CÉLULAS BACTERIANAS
Introducción
El procedimiento de extracción de los ácidos nucleicos bacterianos es similar al utilizado para células eucariotas. No obstante, a causa de la presencia de polisacáridos en la pared bacteriana es conveniente un tratamiento, previo a las extracciones orgánicas, con el detergente bromuro de hexadeciltrimetil amonio (CTAB) para eliminar estas impurezas. La eliminación de polisacáridos es esencial para la obtención de DNA susceptible de ser manipulado posteriormente, ya que estos compuestos inhiben la actividad de muchas enzimas de modificación.

Material y reactivos
Agitador de tubos. Asa de siembra. Bomba de succión manual. Capilar de vidrio. Incubador orbital. Mechero de alcohol. Pipetas de plástico. Pipetas de vidrio estériles. Tubos de polipropileno de 10 mL. Tubos de polipropileno de 50 mL estériles.

Cloroformo/alcohol isoamílico (24:1). Dodecil sulfato sódico (SDS) al 10% (p/v). Etanol 100%. Etanol al 70%. Fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1). Medio de cultivo Luria-Bertani (LB): (por litro) triptona 10 g; extracto de levaduras 5 g; NaCl 10 g. Para placas añadir 15 g/L de agar. Para placas LBA añadir ampicilina a 0,1 mg/mL. NaCl 5 M. Placa de cultivo de Escherichia coli en agar LB. Solución de CTAB/NaCl: 10% (p/v) en NaCl 0,7 M. Tampón TE: 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 8,0. Tampón SSC 1x.
Procedimiento
1. En condiciones de esterilidad, inocular 10 mL de medio Luria-Bertani (LB) con una colonia de Escherichia coli en tubo de 50 mL. Crecer hasta saturación (16-24 h) en incubador orbital a 37ºC y 200 rpm.

2. Transferir el cultivo a un tubo de 10 mL. Centrifugar el cultivo, 10 minutos a 3.000 rpm. Decantar el medio.

3. Resuspender el sedimento en 1,5 mL de tampón TE utilizando el agitador. Añadir 0,15 mL de SDS al 10%. Mezclar e incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

4. Añadir 0,3 mL de NaCl 5 M y mezclar por inversión del tubo. Añadir 0,25 mL de solución de CTAB/NaCl, mezclar bien e incubar 15 minutos a 65ºC.

5. Añadir un volumen igual (aprox. 2,25 mL) de cloroformo/alcohol isoamílico (24:1), mezclar durante 5 minutos para que se forme una emulsión fina y centrifugar 5 minutos a 3.000 rpm. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio.

6. Añadir un volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1), mezclar 5 minutos para que se forme una emulsión fina y centrifugar 5 minutos Transferir la fase acuosa a un tubo limpio.

7. Añadir 2 volúmenes de etanol absoluto y mezclar por inversión hasta que el DNA precipite. 
8. Transferir el precipitado con ayuda de un capilar de vidrio a un tubo limpio y secar al aire.

9. Poner el tubo en el cual se obtuvo el precipitado de DNA a –20ºC durante toda la noche, para provocar la precipitación del RNA.

10. Centrifugar a 10.000 rpm durante 15 minutos. Eliminar el sobrenadante y secar al aire el sedimento de RNA.

11. Resuspender, por separado, los precipitados de DNA y RNA en 2 mL de SSC 1x.

PREPARACIÓN DE DNA PLASMÍDICO

Introducción
El principio del método es la desnaturalización alcalina selectiva del DNA cromosómico de alto peso molecular mientras que el DNA circular cerrado covalentemente permanece en forma bicatenaria. Se sabe que existe un rango estrecho de valores de pH (aproximadamente entre 12,0 y 12,5) en el cual ocurre la desnaturalización del DNA lineal pero no del DNA circular cerrado covalentemente (DNA de plásmido). Utilizando las disoluciones apropiadas, el control del pH adecuado se consigue sin necesidad de utilizar un pH-metro. Tras la neutralización, el DNA cromosómico se renaturaliza formando un coágulo insoluble, dejando el DNA del plásmido en el sobrenadante.
Material y reactivos
Gradilla. Hielo picado. Micro centrífuga. Micro pipetas. Tubos de 1,5 mL.
Cultivo saturado de Escherichia coli/pUC18. Etanol al 100%. Etanol al 70%. Fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1). Lisis alcalina solución I: 50 mM glucosa, 25 mM Tris-HCl (pH 8,0), 10 mM EDTA. Lisis alcalina solución II: SDS 1%; NaOH 0,2 M. (Preparación extemporánea a partir de 10 % SDS y 10 M NaOH). Lisis alcalina solución III: K+ CH3COO– 5 M, 60 mL; CH3COOH glacial, 11,5 mL, agua destilada c.s.p. 100 mL.

Procedimiento
1. Retirar los tubos de cultivo del incubador (inoculados en la práctica anterior) y resuspender el cultivo bacteriano.

2. Transferir 1,5 mL del cultivo a cada uno de dos tubos de 1,5 mL con ayuda de una pipeta Pasteur.

3. Cerrar los tubos y centrifugar 3 minutos en la micro centrífuga para sedimentar las células.

4. Retirar el sobrenadante a un vaso invirtiendo el tubo y dejar escurrir boca abajo sobre papel.

5. Repetir los pasos 2-4 para obtener mayor cantidad de células.

6. Añadir 100 microlitros de TE a cada tubo. Resuspender por agitación hasta suspensión homogénea.

7. Añadir 200 microlitros de SDS/NaOH. Cerrar y mezclar por inversión. Dejar los tubos en hielo 5 minutos
8. Añadir 150 microlitros de KOAc. Cerrar y mezclar por inversión. Debe formarse un precipitado blanco. Incubar en hielo 5 minutos
9. Centrifugar 5 minutos para adherir el precipitado a la pared del tubo.

10. Transferir 400 microlitros del sobrenadante a un tubo limpio. Evitar en todo momento contaminación con el precipitado. Desechar el resto.

11. Añadir 1 volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamílico. Agitar durante 2 minutos
12. Centrifugar 5 minutos y transferir 350 microlitros de la fase acuosa a un tubo limpio.

13. Añadir 2 volúmenes de etanol absoluto. Cerrar y mezclar por inversión. Dejar a temperatura ambiente unos minutos.

14. Centrifugar 5 minutos en micro centrífuga para precipitar los ácidos nucleicos.

15. Retirar el sobrenadante, añadir etanol al 70% con ayuda de una pipeta Pasteur hasta llenar el tubo, con cuidado de no hacerlo sobre el precipitado, y verter de nuevo. Secar sobre papel 10 minutos.

16. Comprobar al trasluz que no queda líquido en los tubos y resuspender el contenido en 20 microlitros de tampón TE. A continuación juntar ambas alícuotas en uno de los tubos.

DIGESTIÓN DE UN PLÁSMIDO CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCIÓN

Introducción
La digestión de un DNA recombinante con las endonucleasas de restricción (ER) apropiadas proporciona la información necesaria para conocer su identidad. Para llevar a cabo las digestiones del DNA recombinante es necesario tener en cuenta los requerimientos salinos de cada ER, así como su temperatura óptima de incubación. En nuestro caso se utiliza una endonucleasa de restricción que reconoce una secuencia hexanucleotídica. Se digerirán alícuotas de las preparaciones de la práctica anterior, que teóricamente contienen el plásmido pUC18. Como control, digeriremos alícuotas de pUC18 purificado.

Material y reactivos
Baño a 37ºC. Micropipetas. Puntas de micropipeta. Tubos de 1,5 mL.
Agua destilada. Endonucleasa Eco RI. Plásmido pUC18 (0,01 mg/mL). Ribonucleasa I (1 mg/mL). Tampón de carga: tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, azul de bromofenol al 0,1 %, glicerol al 50 %. Tampón salino 5x.

Procedimiento
1. Los ingredientes de cada reacción de digestión figuran en la tabla (volúmenes en microlitros): utilizar una punta distinta para cada reactivo. Lo último que se añade es la endonucleasa.

	Tubo
	Minipreparación
	pUC18
	Tampón 5x
	Endonucleasa
	Ribonucleasa I
	H2O

	M–
	20
	-
	8
	-
	2
	10

	M+
	20
	-
	8
	4
	2
	6

	P+
	-
	20
	8
	4
	2
	6

	P–
	-
	20
	8
	-
	2
	10


2. Centrifugar los 4 tubos 1 minuto para bajar gotas.

3. Incubar los 4 tubos a 37ºC durante al menos 2 horas.

4. Detener las reacciones añadiendo 10 microlitros de tampón de carga.

5. Resolver la mezcla de fragmentos por electroforesis en gel de agarosa.

ESTIMACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS EN DISOLUCIÓN

Introducción

Los ácidos nucleicos en disolución acuosa presentan máximos de absorbancia (A) en la región ultravioleta (UV) del espectro, a 260 nm, debido a la presencia de las bases nitrogenadas. Teniendo en cuenta los coeficientes de extinción molar de purinas y pirimidinas, es posible estimar la concentración de DNA por espectrofotometría UV. A efectos de cálculo 1 unidad de absorbancia a 260 nm (1 A260) equivale a 50 microgramos de DNA bicatenario.

Por otra parte es conocido el hecho de que las proteínas presentan máximos de absorbancia en la región UV del espectro, a 280 nm. El grado de pureza o ausencia de proteínas y otros contaminantes de una disolución de DNA puede estimarse calculando el cociente A260/A280. Cuando este se encuentra entre 1,8 y 2,0 la muestra contiene casi exclusivamente DNA. Contaminantes que absorban a 280 nm (proteínas) harán disminuir este cociente. Si ello ocurre resultará conveniente la realización de un nuevo proceso de purificación.

Material y reactivos

Agitador de tubos. Cubetas de cuarzo y espectrofotómetro de luz UV. Micropipetas y puntas de micro pipeta. Tubos de vidrio. Agua destilada.

Disoluciones acuosas de DNA. Tampón SSC 0,1x

Procedimiento

1. Preparar para cada muestra un tubo de vidrio con 0,9 mL de SSC 0,1x y añadir 100 microlitros de muestra. Preparar además un tubo con 1 mL de SSC 0,1x (tubo blanco).

2. Agitar y leer cada tubo en el espectrofotómetro a 260 nm utilizando una cubeta de cuarzo.

3. Repetir la lectura de los tubos a 280 nm.

Resultados

1. Calcular la concentración de DNA (en mg/mL) de cada muestra.

2. Estimar la pureza de cada preparación de DNA.

3. Presentar los resultados 1 y 2 conjuntamente en forma de tabla.

	DNA organismo
	A260
	A280
	mg/mL
	A260/A280

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	


ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Introducción
La electroforesis en gel de agarosa [polímero formado por D-galactosa (beta 1-4) L-galactosa] es el método habitual de separación, identificación y purificación de fragmentos de DNA. La localización del DNA en el gel puede ser determinada directamente por tinción con bromuro de etidio. De este modo pueden ser detectadas bandas que contienen, cada una, numerosos fragmentos de DNA del mismo tamaño. Tales bandas pueden incluso ser recuperadas del gel y utilizadas para posteriores manipulaciones.

Los geles de agarosa pueden ser preparados en una gran variedad de formas, tamaños y dimensiones de poros, y pueden ser sometidos a distintas condiciones de electroforesis. La elección de los parámetros ideales viene determinada esencialmente por el tamaño de los fragmentos a separar. Mediante geles de agarosa preparados a diferentes concentraciones pueden separarse moléculas de DNA cuyo tamaño varía entre 200 pb a 50 kb. Normalmente los geles de agarosa se corren en una configuración horizontal en un campo eléctrico constante en corriente y dirección.

Material y reactivos
Agarosa para electroforesis. Bromuro de etidio 10 mg/mL. Digestiones de DNA con ER. Marcador de tamaño lambda/HindIII. Tampón 5x TBE: 54 g tris base; 27,5 g ácido bórico, 20 mL Na2EDTA 0,5 M (pH 8,0), agua destilada c.s.p. 1 litro.
Cámara fotográfica con película instantánea. Cinta adhesiva. Cubeta de electroforesis. Fuente de alimentación. Micropipetas y puntas. Transiluminador de luz UV de 302 nm

Procedimiento
1. Sellar la bandeja de electroforesis con cinta adhesiva.

2. Pesar 0,8 g de agarosa y mezclar con 100 mL de tampón 1x TBE.

3. Fundir en el horno microondas. Dejar enfriar hasta 55ºC, añadir 5 microlitros de bromuro de etidio y mezclar.

4. Verter en la bandeja formadora de gel 40 mL de la disolución. Dejar solidificar 30 minutos como mínimo. Se puede acelerar el proceso de solidificación poniendo el gel a 4ºC.

5. Una vez solidificado retirar la cinta adhesiva y el peine formador de pocillos. Instalar la bandeja en la cubeta comprobando la orientación. El extremo que contiene los pocillos debe situarse próximo al cátodo.

6. Sumergir el gel en tampón de electroforesis 0,5x TBE.

7. Cargar cada muestra con la mayor brevedad para evitar fenómenos de difusión.

8. Conectar la cubeta de electroforesis a la fuente de alimentación de corriente continua a 80 V. Al finalizar, desconectar la fuente antes de manipular la cubeta.

9. Visualizar el gel sobre el transiluminador de luz ultravioleta de 302 nm. No exponer los ojos o la piel a la luz ultravioleta de onda corta o media.

10. Fotografiar el gel con f:16 y 1 s de exposición, con filtro de color naranja.

Resultados
Comparar los patrones de bandas existentes en las calles + y -.
DETERMINACION COLORIMÉTRICA DE RNA

Introducción

La presencia de RNA puede ser detectada y su cantidad determinada mediante reacción con orcinol. Esta es una reacción general para las pentosas en el transcurso de la cual se forman derivados deshidratados de las mismas denominados furfurales. La reacción coloreada implica (1) producción de pentosas a partir del ácido nucleico; (2) conversión de éstas en furfurales por calentamiento en presencia de ácido fuerte; y (3) reacción del furfural con el orcinol para rendir una mezcla de productos de condensación de color verde. Es posible elaborar una recta patrón con cantidades conocidas de RNA, de modo que el contenido total de RNA de una muestra puede ser cuantificado por espectrofotometría de luz visible (A670 nm).

Material y reactivos

Agitador de tubos. Baño con termostato. Campana de extracción de humos. Cubetas de cuarzo y espectrofotómetro. Gradilla. Tubos de vidrio.

Reactivo de orcinol: disolver 13,5 g de FeNH4(SO4)2 y 20 g de orcinol en 500 mL de agua destilada. Este reactivo se puede guardar a 4º durante periodos de tiempo cortos. Si el reactivo se oscurece, descartar. Añadir 5 mL del reactivo a una solución compuesta por 85 mL de HCl concentrado y 10 mL de agua destilada. Preparaciones de RNA total. Disolución patrón de tRNA 0,1 mg/mL en H2O.

Procedimiento

1. Para realizar la determinación, las muestras de RNA se diluirán con agua a 1/2.

2. Preparar una serie de tubos, por duplicado, como se indica en la tabla (volúmenes en mL):

	
	tRNA
	RNA muestra
	H2O

	Blanco
	-
	-
	1

	Patrón 1
	0,4
	-
	0,6

	Patrón 2
	0,6
	-
	0,4

	Patrón 3
	0,8
	-
	0,2

	Muestras
	-
	1
	-


3. Añadir a cada tubo 2,5 mL de reactivo de orcinol. Manipular con cuidado este reactivo. Agitar los tubos.

4. Poner los tubos en un baño de agua hirviendo en campana extractora de humos hasta observar la aparición de color (unos 20 minutos).

5. Dejar enfriar y determinar la A670.

Resultados

1. Representar cantidad de tRNA en los patrones frente a los respectivos valores de A670.

2. Estimar la concentración de RNA presente en cada muestra.
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