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PROLOGO

Los marcadores moleculares de ADN utilizados en estudios de
mejoramiento de plantas, conservacién de germoplasma y biodiversidad se
han convertido en una herramienta ttil y eficiente para hacer investigacion
avanzada en estas areas.

El trabajo que se lleva a cabo en el CIAT, y especificamente en la Unidad de
Investigacién en Biotecnologia, involucra el uso de técnicas como RFLP's,
RAPD's, SCAR's y AFLP's, entre otras, para cumplir con los objetivos trazados
en los diferentes proyectos de investigaciéon que se adelantan en el Centro. Por
ello, estas técnicas han sido ampliamente aplicadas en estudios de mapeo y
localizacién de genes de importancia agrondmica, asi como en procesos de
caracterizacién de germoplasma en yuca, frijol, arroz y pasto Brachiaria.

Uno de los objetivos de la Unidad de Investigaciéon en Biotecnologia es el
desarrollo de un programa de capacitacién de profesionales en las areas de
agronomia, biologia, microbiologia y ciencias afines. Es necesario, por tanto,
elaborar un manual que no sélo sea util como guia estandar para dicho
programa, sino que facilite la aplicacién de estas técnicas en nuestro
laboratorio.

Hemos tomado como referencia bibliografica los siguientes manuales de
laboratorio: Maniatis, T., Fritsch, E.F., y Sambrook, J. (1989), Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, Nueva York; Ausubel, F., Brent, R., Kingston, R., Moore, D., Seidman,
J., Smith, J., y Struhl, K., eds. (1988), Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley & Sons, Nueva York; Hoisington, D., Khairallah, M., y Gonzéalez-de-
Leon, D. (1994), Laboratory Protocols: CIMMYT Applied Molecular Genetics
Laboratory, 2a. ed., México, D.F. Nos basamos ademas en la experiencia de
diferentes investigadores que han trabajado en la estandarizacién y redaccion
de estos protocolos en el laboratorio de esta Unidad.

Este manual se encuentra dividido en seis grandes secciones, que contienen
los protocolos de rutina, acompanados de notas aclaratorias al final de cada
uno. Ademads, hay cinco anexos que contienen la forma de preparar buffers,
medios y cocteles de reaccion, las soluciones stock, la accion de algunos
reactivos, abreviaturas utiles y el reglamento para trabajar con radioisétopos
en el laboratorio de radioactividad.

Esperamos que este manual se ajuste a los objetivos propuestos y sea una
guia util en los trabajos que requieran la aplicacion de estas técnicas.
Estaremos atentos a cualquier sugerencia, comentario o correccién.

D.O. Gonzalez, N. Palacios, G. Gallego y J. Tohme
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Extraccion de ADN de Frijol

Referencias:

Dellaporta S. L., J. Wood, y J. B. Hicks. 1983. A plant DNA minipreparation: Version II. Plant
Molecular Biology Reporter 1(14):19-21.

Vallejos, C. E., N. S. Sakiyama y C. D. Chase. 1992. A molecular marker-based linkage map of
Phaseolus vulgaris L. Genetics 131:713-720.

1.  Colectar 5-10 g de tejido foliar joven, en nitrégeno liquido.

Macerar con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino y seco,
aproximadamente 5.0 g por tubo.

3.  Anadir un volumen (15 ml) de buffer de extraccion (Dellaporta
modificado) previamente calentado a 65°C.

4. Mezclar bien con una espatula asegurandose de que todo el tejido
entre en contacto con el buffer.

5. Incubar en bano de agua a 65°C, durante 30 min.

6. Anadir un volumen (15 ml) de fenol:cloroformo:octanol (25:24:1) (ver
Nota 2).

7. Mezclar por inversién hasta que se forme una emulsién.
Centrifugar a 4000 rpm durante 25 min a 4°C.

9. Transferir a otro tubo la fase acuosa, teniendo cuidado de no tocar la
interfase.

10. Anadir un volumen de cloroformo:octanol (24:1).
11. Mezclar por inversion.

12. Centrifugar a 4000 rpm durante 5 min a TA.

13. Transferir la fase acuosa a otro tubo.

14. Anadir 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M pH:52 y 6/10 de
volumen de isopropanol a -20°C.

o

15. Mezclar por inversion muy suavemente.

16. Incubar a -20°C, minimo durante 1 h, maximo toda la noche.
17. Centrifugar a 4000 rpm durante 15 min a 4°C.

18. Descartar el sobrenadante.

19. Secar el tubo colocandolo invertido sobre una toalla de papel.



Extraccion de ADN

20. Lavar el precipitado de ADN con 1 ml de etanol al 70% a -20°C.

91. Colocar el tubo invertido sobre una toalla de papel hasta que seque por
completo (aprox. 1 h).

22. Disolver el precipitado en 500 ul de TE pH:8.0 o de agua destilada (ver
Nota 3).

23. Transferir a un eppendorf nuevo.

24. Incubar a 37°C durante 20-30 min con ARNasa a una concentracién
final de 20 pug/ml.

25. Observar el ADN en un gel de agarosa al 0.8%.

Notas:

1. Todos los pasos que involucren el uso de mercaptoetanol, fenol y
cloroformo deben realizarse con guantes y en camara de extraccion.

2. El fenol debe estar equilibrado a un pH:8.2 antes de usarlo (ver
procedimiento para equilibrar fenol).

3. El volumen final en que se resuspenda el ADN depende del uso que se

quiera darle. Por ejemplo, para digestiones en RFLP's se necesita
mayor concentraciéon que para PCR en RAPD's.

BUFFER DE EXTRACCION: FRIJOL

Mezclar:

b Tonn s L] L Bt 0 N ) SONSRREEL s WL 150 mM
P24 1 o SR SN 1" | CESUUNPCRN 1) 15 mM
1'7:1 81 A R e 1M
5 1) 7 S T, " ST S . S 1.5%
B-Mercaptoetanol .......coussinsmmibmsiamss 1.2%
| o DS R O - “F SIS, N ] 1%

El B-Mercaptoetanol y el PVP se agregan justo
antes de usar el buffer.
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Extraccion de ADN de Yuca

Referencia:

Dellaporta S. L., J. Wood, y J. B. Hicks. 1983. A plant DNA minipreparation: Version II. Plant
Molecular Biology Reporter 1(14):19-21.

1.  Colectar 5-10 g de tejido foliar joven, en nitrégeno liquido.

2. Macerar con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino y seco,
aproximadamente 3.0 g por tubo.

3. Adicionar 15 ml de buffer de extraccién Dellaporta.

4. Adicionar 1 ml de SDS 20% y mezclar bien.

5. Incubar en bafio de agua a 65°C durante 10 min.

6. Adicionar 5 ml de acetato de potasio 5M y mezclar vigorosamente.

7. Incubar en bano de hielo durante 30 min.

8. Centrifugar a 15,000 rpm durante 20 min a 4°C.

9. Filtrar a través de miracloth en un tubo que contenga 10 ml de

isopropanol a -20°C.
10. Mezclar suavemente.
11. Incubar a -20°C durante 2 h minimo o toda la noche.
12. Centrifugar a 15,000 rpm durante 15 min a 4°C.
13. Eliminar el sobrenadante por decantacion.
14. Secar el precipitado a TA.
15. Redisolver el ADN en 700 pl de T50E10 pH:8.0.
16. Transferir a un tubo eppendorf nuevo.
17. Centrifugar a 12,000 rpm durante 10 min a TA.

18. Transferir a un tubo eppendorf que contenga ARNasa, a una
concentracion final de 10 pg/ml.

19. Incubar a 37°C durante 30 min.

20. Adicionar 75 ul de acetato de sodio 3M pH:5.2 y 500 ul de isopropanol a
-20°C.

21. Mezclar e incubar a -20°C minimo 2 h, o toda la noche.
Centrifugar a 12000 rpm durantel5 min a 4°C.
Decantar el sobrenadante.

Anadir 1 ml de etanol al 70% a -20°C.

Centrifugar a 14000 rpm durante 2 min a TA.

Repetir desde el paso 23 al paso 25.

Disolver en 500 ul TE o agua estéril.

Observar el ADN en un gel de agarosa al 0.8%.



Extracciéon de ADN

BUFFER DE EXTRACCION: YUCA

Mezclar:

o 2 L NS - SRR o = | 100 mM
1 e e S RN, S T BB B 10 50 mM
oo [, SRR TR S I e 500 mM
Autoclavar

Agregar:

B-Mercaptoetanol ..., 0.07%
L I IO M T T e 1%
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Extraccion de ADN de Arroz

Referencia:
McCouch, S. R., G. Kochert, Z. H. Yu, Z. Y. Wang, G. S. Khush, W. R. Coffman y S. D. Tanksley

SHRXEN

21.

1988. Molecular mapping of rice chromosomes. Theor. Appl. Genet. 76:815-829.

Colectar 5-10 g de tejido foliar joven en nitrégeno liquido (ver Nota 1).

Macerar el tejido con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino y
Seco.

Agregar 16 ml de buffer de extraccion Dellaporta modificado,
previamente calentado a 65°C.

Mezclar bien agitando el tubo vigorosamente.

Incubar a 65°C durante 30 min, agitando los tubos cada 10 min.
Agregar 5 ml de acetato de potasio 5M.

Mezclar vigorosamente.

Incubar en bano de hielo durante 20 min con agitacion.
Centrifugar a 3000 rpm durante 20 min (ver Nota 2).
Filtrar el sobrenadante a través de miracloth.

Repetir desde el paso 6 hasta el paso 10.

Anadir 2/3 de volumen de isopropanol -20°C.

Incubar a - 20°C toda la noche.

Centrifugar a 3000 rpm, durante 30 min a 4°C.

Lavar el precipitado de ADN con etanol al 70% a -20°C.
Resuspender en 1000 ul de TE.

Centrifugar a 3000 rpm durante 15 min a 4°C.
Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo de 15 ml.
Anadir ARNasa a una concentracion final de 20 pg/ml.
Incubar a 37°C durante 10 a 15 min.

Adicionar 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M pH:52 y 2
volimenes de etanol absoluto a -20°C.

Incubar durante 30 min a -20°C.

Centrifugar a 3000 rpm durante 5 a 10 min a 4°C.
Lavar con 1 ml de etanol al 70% a -20°C.

Resuspender en 300 ul de TE.

Centrifugar a 10,000 rpm durante 2 a 4 min a TA.
Transferir el sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo.
Observar el ADN en un gel de agarosa al 0.8%.



Extraccion de ADN

Notas:

'

Para mas de 5 g de tejido macerado, use 24 ml de buffer de extraccion
(paso 3), y en el siguiente paso, use 7.5 ml de acetato de potasio 5 M.

Si el sobrenadante es oscuro en el paso 9, debe repetirse desde el paso
6 hasta el paso 9, maximo 2 veces mas, hasta que se vea mas claro.

BUFFER DE EXTRACCION: ARROZ

Mezclar:

gl © 0o Y T T S S RR PR . - 100 mM
BITRPHIR & mobsuiaratey it 50 mM
[+ (7L 5] | ST . SN 500 mM
<l BAEE o Fi R IR Y | SN B ) 1.25%
Autoclavar

Adicionar:

Bisulfito de sodio (0.38 g por cada 100 ml de buffer).
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Extraccion de ADN de Brachiaria sp.

Referencia:
McCouch, S. R., G. Kochert, Z. H. Yu, Z. Y. Wang, G. S. Khush, W. R. Coffman y S. D. Tanksley.

W N

O 0 =3 O G B

il
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

S HRER

27.

1988. Molecular mapping of rice chromosomes. Theor. Appl. Genet. 76:815-829.

Colectar de 3 a 5 g de tejido foliar joven en nitrégeno liquido.
Macerar el tejido con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino.

Agregar 16 ml de buffer de extraccion Dellaporta modificado,
previamente calentado a 65°C.

Mezclar bien agitando el tubo vigorosamente.

Incubar a 65°C durante 30 min.

Agregar 5 ml de acetato de potasio 5M.

Mezclar vigorosamente.

Incubar en barno de hielo durante 20 min con agitacion.
Centrifugar a 3000 rpm durante 20 min.

Filtrar el sobrenadante a través de miracloth.

Repetir dos veces los pasos 6 a 10.

Anadir 2/3 de volumen de isopropanol -20°C.

Incubar a -20°C toda la noche.

Centrifugar a 3000 rpm durante 20 min a 4°C.

Lavar el precipitado de ADN con etanol al 70% a -20°C.
Resuspender en 1000 pl de TE.

Centrifugar a 3000 rpm durante 15 min a 4°C.
Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo de 15 ml.
Anadir ARNasa a una concentracion final de 20 pg/ml.
Incubar a 37°C durante 30 min.

Adicionar 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M pH:52 y 2
voliumenes de etanol absoluto a -20°C.

Incubar durante 30 min a -20°C.

Centrifugar a 3000 rpm durante 5 a 10 min a 4°C.

Lavar con 1 ml de etanol al 70% a -20°C.

Resuspender en 300 ul de TE.

Centrifugar a 10,000 rpm durante 15 a 20 min a TA.

Transferir el sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo (ver Nota 1).
Observar el ADN en un gel de agarosa al 0.8%.



Extracciéon de ADN

Notas:

1

Si en el paso 27 el ADN tiene una coloracién amarilla o café, deben
realizarse tres extracciones con fenol:cloroformo:octanol (25:24:1) y
una extracciéon con cloroformo:octanol (24:1).

La extraccién de ADN de Brachiaria sp. también puede hacerse por el
método de extraccién para frijol (pag. 2).

BUFFER DE EXTRACCION: BRACHIARIA

Mezclar:

TRSHECRDERSY ... ke i towessionxsacsin 100 mM
BIVYA DB oiiiiramsin it s 50 mM
T T AR~ S se e 1. 500 mM
SIS I 1.25%
Autoclavar

Adicionar:

0.38 g de bisulfito de sodio por cada 100 ml de buffer.
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Extraccion de ADN de Stylosanthes sp.

Referencia:
Weeks, D. P., N. Beerman, y O. M. Griffith. 1986. A small-scale 5h-procedure for isolating multiple

13.
14.
15.

16.
17.

18.
19.
20.
21.

22,

samples of CsCl-purified DNA: Applications to isolations from mammalian, insect, higher
plant, algal, veast, and bacterial sources. Anal. Biochem. 152:376-385.

Colectar de 3 a 5 g de tejido foliar joven en nitrégeno liquido.

Macerar con nitréogeno liquido hasta obtener un polvo fino y seco,
aproximadamente 3.0 g por tubo.

Anadir 20 ml de buffer de extraccion Weeks, previamente calentado a
65°C.

Mezclar bien e incubar a 65°C durante 30 min.

Anadir 20 ml de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1 ).

Agitar suavemente.

Centrifugar a 15,000 rpm durante 30 min a 4°C.

Retirar el mucilago que puede formarse en la parte superior del tubo.
Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo de 50 ml.

Anadir 2/3 de volumen de isopropanol a -20°C.

Mezclar suavemente.

Usar una asa de vidrio para pescar el ADN de la solucién y
transferirlo a un falcon de 15 ml.

Dejar secar durante 10 a 15 min a TA.

Anadir 4.5 ml de TE hasta que se disuelva el ADN (ver Nota 1).

Anadir 0.74 g de cloruro de cesio por cada ml de la solucién anterior
para tener una densidad de 1.4.

Disolver muy bien el cloruro de cesio.
Agregar 30 ul de bromuro de etidio (10 mg/ml).

El bromuro de etidio es altamente cancerigeno. Deben usarse
guantes para manipularlo. g :

Agitar suavemente.

Transferir las soluciones a tubos de ultracentrifuga (TLA-100-3).
Sellar los tubos herméticamente al calor (ver Nota 2).

Centrifugar a 85,000 rpm durante 6 h a TA (Rotor Beckman de angulo
fijo).

Visualizar la banda con UV.



Extraccién de ADN -

27.

28.
29

Remover la banda (aprox. 05 a 1.0 ml) con una jeringa de punta
gruesa.

Agregar un volumen de alcohol isoamilico.
Centrifugar a 4000 rpm durante 4 seg a TA.

Descartar el sobrenadante de color rosado (bromuro de etidio).

Repetir el paso 24 al paso y el paso 25 hasta que el color rosado
desaparezca.

Anadir 3 volumenes de TE.

Anadir 2 volimenes de etanol 100% a -20°C partiendo del volumen
anterior.

30. Mezclar por inversién suavemente.

31. Incubar a -20°C toda la noche.

32. Pescar el ADN con una asa de vidrio.

33. Secar durante 10 a 15 min a TA.

34. Resuspender en 300 pl de TE.

35. Observar el ADN en un gel de agarosa al 0.8%.

Notas:

1. Para disolver el ADN, en el paso 14, incubar en bano de agua a 60°C
durante 20 min.

2.  En el paso 20 evite agitar el tubo para no mezclar los polisacaridos

pegados a la pared del tubo.

BUFFER DE EXTRACCION: STYLOSANTHES

Mezclar:

64 .| QRN OURPRR oSN DUPT GRAIMRSY | oy o 2%
BBl ol e e L e o 14 M
B-Mercaptiebafiol ....ueosescmssomsseirenmsrapspsnsosnnss 0.2%
|1 B0 L6 S O, NN |, oo WD MR ot | 20 mM
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CuantificaciOn del ADN

A. Por fluorometria

1. Encender el fluorémetro (TKO 100 Mini-Fluoromete, HOEFER
Scientific Instruments), 15 min antes de usarlo.

Llevar el boton de escala hacia la izquierda, hasta el tope.
Devolverlo cinco vueltas hacia la derecha.

Con el boton del cero ajustar el cero.

Colocar la celda de modo que la G quede frente a usted (ver Nota 1).
Llenar la celda con 2 ml de solucion TNE 1X.

SEECUNE

PRECA(TCI&N

El colorante que se utiliza es altamente témca Traha;e slempre
con guantes y evite el contacto con la piel.

7.  Ajustar el cero con el botén marcado ZERO.

8. Anadir 2 pl del patrén de ADN, concentracion 100 ng/ul.

9.  Con pipeta de bulbo pipetear arriba y abajo hasta mezclar bien.
10. Cerrar la compuerta de la celda.

11. Con el boton de escala ajustar la lectura hasta 100.

12. Con la pipeta de bulbo sacar toda la solucion.

13. Repetir desde el paso 6 hasta el paso 11.

14. Se debe ajustar el boton de escala hasta que al leer el patréon de
100 ng/pl la lectura sea 100. En este momento el botén de escala no
debe moverse mas.

15. Repetir los pasos 6 a 14, pero con el patrén de 25 ng/ul.

16. Cuando la lectura sea de 25 ng/pl no se debe mover mas el botén de
escala.

17. Leer nuevamente el patron de 100 ng/ul. En este paso la lectura debe
ser de 100 ng/ul, sin necesidad de mover el botén de escala.

18. Repetir los pasos 6 a 10 con cada una de las muestras (ver Notas 2 a 5).
19. Al terminar las lecturas, lavar bien la celda con alcohol.



Cuantificacion del ADN

Notas:

La celda debe limpiarse muy bien con un pano seco antes de usarla.

2.  Entre lectura y lectura debe ajustarse el cero. En caso de que la
lectura no sea cero debe sacar toda la solucién, anadir soluciéon nueva
y leer el cero nuevamente.

3.  Es muy importante tener cuidado de que la solucién no caiga por
fuera de la celda.

4. Todas las cantidades deben ser medidas cuidadosamente ya que el
equipo es altamente sensible a cualquier cambio.

5. La lectura que se obtiene en el aparato tiene un comportamiento
lineal con respecto a la concentracion de ADN en un rango de 25 a
250 ng/ul; las lecturas que se obtengan por fuera de este rango no son
confiables.

6.  Si se necesita leer moléculas circulares, éstas deben ser previamente
linealizadas mediante digestion.
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B. Por comparacion con patrones de ADN de Lambda

1.  Preparar una solucion de ADN de Lambda a una concentracion final
de 50 ng/ul.

2.  Preparar una solucion de Blue-Juice 1X (10 ul BJ 10X + 90 ul agua
estéril).

3.  Preparar patrones de acuerdo con la siguiente tabla:

ADN Lambda | Blue Juice | Volumen Cantidad
(50 ng/ul) 1X final final
1ul 19 ul 20ul | 50ng
2 ul 18 ul 20 ul 100 ng
3 ul 17 ul 20 ul 150 ng
4 ul 16 ul 20 pl 200 ng

4.  Tomar 2 ul de cada una de las muestras y completar a 20 ul con Blue
Juice 1X.

Servir en un gel de agarosa al 0.8%, con bromuro de etidio a una
concentraciéon final de 0.5 pg/ml.

w

PRECAUCION

El bromuro de etidio es altamente cancerigeno. Deben usarse
guantes para manipularlo.

6. Comparar la intensidad de la banda de cada una de las muestras con
los patrones de Lambda.

Determinar la concentracion en ng/pl.

=~1



METODOLOGIAS USADAS EN
RFLP'S
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Digestion de ADN Genémico

1. Determinar el volumen final en el cual va a realizar la digestién y la
cantidad de ADN que desea digerir.

2. Determinar cuantas unidades de enzima son necesarias por ug de
ADN a digerir.

3.  Hacer calculos basados en la siguiente informacién:

ADN: 2 a 10 pg (segun la finalidad de la
digestion)
Buffer 10X: Concentracién final 1X

Espermidina 40 mM: | Concentracién final 4 m M

Enzima (X U/ul): Numero de unidades necesarias para
digerir X pg de ADN genémico.

Agua estéril: Hasta completar el volumen final.

4. Diluir el ADN de cada muestra en agua estéril.

5. Preparar una mezcla maestra con el buffer, la espermidina y la
enzima, en ese orden, teniendo en cuenta el numero de muestras que
desea digerir.

6. Anadir al ADN ya diluido, la cantidad de mezcla maestra necesaria.

7. Agitar muy bien cada una de las muestras pipeteando varias veces o
dando golpes suaves con la yema de los dedos.

8. Incubar las digestiones a la temperatura optima a la cual actia cada
enzima y durante el tiempo que haya sido previamente determinado,
segun el uso que quiera darse a la digestion.

Nota:

Las enzimas producidas en algunas casas comerciales tienen
requerimientos especiales; por ejemplo, agregar Triton o BSA a
determinadas concentraciones, incubar a diferentes temperaturas, etc.
Estos factores deben ser tenidos en cuenta siempre que planee digerir.
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Electroforesis en Geles de Agarosa

A. Preparacion del gel de agarosa

1

2.
3.

10.
11.
12.
13.

14.
15.

16

17.

Sellar con cinta de enmascarar los bordes abiertos de las bandejas de
electroforesis.

Diluir la agarosa en buffer TBE 1X.

Calentar el frasco, con la tapa floja, en el horno microondas o en una
estufa hasta que la solucién hierva durante 30 seg aproximadamente
(ver Nota 1).

Dejar enfriar la solucion hasta aprox. 50°C.

Si es necesario, anadir una cantidad de bromuro de etidio para que
quede a una concentracién final de 0.5 pg/ml; si no, continuar con el
paso 6.

Servir la solucion de agarosa en la bandeja cuando esté a mas o
menos 45°C.

Eliminar todas las burbujas.

Colocar los peines adecuados.

Dejar polimerizar la agarosa.

Retirar las cintas que sellan la bandeja.

Colocar la bandeja con el gel en la cubeta de electroforesis.
Cubrir el gel con Buffer TBE 1X.

Retirar los peines cuidadosamente para que los pozos queden bien
formados.

Colocar la muestra en cada pozo (ver Notas 2 a 4).

Aplicar el voltaje o amperaje adecuado durante el tiempo establecido
(ver Nota 5).

En caso de que no se haya agregado bromuro de etidio en el paso 5, el
gel debe teiirse en una solucién de bromuro de etidio a 1.0 pg/ml
durante 10 min.

Observar el gel en un transiluminador de luz UV y tomar foto.
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1. La agarosa debe diluirse completamente en el buffer mientras se
calienta.

2. Al servir las muestras debe evitarse que se salgan del pozo.

Debe tenerse cuidado de no romper el pozo mientras se sirve la
muestra.

4. Para evitar que las muestras se difundan en el gel, deben servirse
rapidamente y entrarlas a un voltaje de aprox. 90-100V. Luego,
colocarlas al voltaje requerido.

5. El amperaje siempre debe ser un valor que esté por debajo del voltaje o
muy cercano a él. Nunca debe superarlo.

Voltaje y Tiempo de Corrida Utilizados para

Electroforesis segun su Uso.
Uso Voltaje Tiempo
(Voltios) (Horas)
RFLP’s 2 14
Fingerprinting 22 72

RAPD’s 90 1.5-3.5
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B.

i W

Southern blot

Una vez tomada la foto, los geles se pueden cortar en una esquina; el
corte es una senal de orientacién del gel en el proceso de
transferencia.

Voltear el gel, para que el ADN quede arriba.

1. Depurinacion (ver Nota 4)

1. Colocar el gel en HCI 0.25N con agitacién constante durante 10 a
15 min (o hasta que el azul de bromofenol del frente de corrida se
torne amarillo).

2. Lavar dos veces con agua deionizada (ver Nota 4).

2. Denaturacion

1.  Colocar el gel en una solucién de NaOH 0.5N/NaCl 0.5M con agitacién
constante durante 1 h (ver Nota 5).

3. Transferencia

1. Colocar en una bandeja suficiente solucion de transferencia
(NaOH 0.5N y NaCl 0.5M).

2. Colocar un vidrio que descance en los bordes apiestos de la bandeja.

3.  Humedecer una tira (puente) de papel Whatman 3MM con solucion
de transferencia.

4. Colocar la tira sobre el vidrio de tal forma que quede en contacto por
ambos lados, con la solucién de transferencia.

5.  Colocar encima del puente una tira corta de papel Whatman 3MM
(previamente humedecida en soluciéon de transferencia), que tenga el
ancho del gel que se transferira.

6. Sacar las burbujas con ayuda de una pipeta.

7. Colocar el gel con la misma orientacion con que lo ha estado
manejando, es decir, con el ADN hacia arriba.

8. Sacar las burbujas con ayuda de una pipeta.

9. Colocar sobre el gel una membrana de nylon (Hybond N+), del mismo
tamano del gel y previamente humedecida en solucién de
transferencia.

10. Sobre la membrana, colocar 2 tiras de papel Whatman 3MM
previamente humedecidas en solucidn de transferencia.

11. Por ultimo, colocar papel periédico sobre el montaje anterior para dar
peso.

12. Dejar que se realice la transferencia toda la noche.
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13. Desmontar el Southern al dia siguiente.

14. Lavar la membrana en solucién 2XSSC durante 5 min.

15. Colocar la membrana sobre papel Whatman para que se seque.

16. Colocar la membrana dentro del Stratalinker y operar

"Autocrosslinker".

17. Una vez haya terminado la fijacién del ADN a la membrana, operar
"reset".

18. Guardar la membrana en papel plastico (vinilpel) a 4°C hasta la
hibridizacion.

Notas:

1. Todo el proceso debe realizarse con guantes; la membrana, una vez
transferida, se manipula con pinzas.

2. Este protocolo se conoce como Southern Alcalino o transferencia
alcalina; existe otro protocolo para un southern neutro.

3. Para confirmar la eficacia de la transferencia, se debe tenir el gel con
solucién de bromuro de etidio (1 ug/ul) durante 10 min.

4. La depurinacion NO se realiza cuando se desea transferir
fragmentos menores o iguales a 10Kb.

5. Las concentraciones de NaOH/NaCl pueden variar de acuerdo con las
caracteristicas del proceso.
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Transformacion y Minipreps

A. Preparacion de células competentes

1. Dejar crecer por aislamiento E. coli DH5 alfa en LB sélido a 37°C
durante toda la noche.

2. Tomar una colonia aislada, y dejarla crecer en 2 ml de medio de
cultivo a 300 rpm durante 60 a 90 min a 37°C.

3. Transferir el cultivo anterior a un erlenmeyer de 1 L. que contenga
100 ml de medio de cultivo.

4. Dejar crecer a 200 rpm, durante 1 a 2 h (o hasta una OD,, = 0.3-0.5), a
37°C.

5.  En tubos Falcon colocar 50 ml del cultivo anterior y centrifugar a
3000 rpm durante 5 min a 4°C.

6. Descartar el sobrenadante y secar el pellet colocando el tubo invertido
sobre una toalla. '

7. Resuspender el pellet de cada tubo en 20 ml de Tfl. Anadir
inicialmente una pequena cantidad de éste agitando con suavidad y
luego completar la solucién con el resto.

8. Unir el contenido de ambos tubos.

9. Incubar durante 5 min a 4°C.

10. Centrifugar a 3000 rpm durante 5 min a 4°C.

11. Descartar el sobrenadante.

12. Resuspender rapida pero suavemente en 2 ml de Tf2.

13. Incubar a 4°C por 15 min.

14. Alicuotar 100 pl en tubos eppendorf previamente enfriados.

15. Congelar las alicuotas a -80°C.

Notas:

1. Es recomendable colocar los tubos, pipetas, tips y, en general, el
material que desea usar en el cuarto frio.

2.  En los pasos que requieren resuspensiéon es mejor no utilizar las
pipetas.

3. Para congelar no es necesario utilizar nitrégeno liquido.
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B. Transformacion de células competentes

1. Tomar una alicuota de 100 ul de células competentes y descongelarla
en un bano de hielo (ver Nota 2).

2. Adicionar la cantidad necesaria de ADN moviendo la pipeta
suavemente a través de la suspension celular (ver Nota 1).

Agitar cuidadosamente durante 5 seg.

Incubar las células en bano de hielo durante 30 min.

Realizar choque térmico a 42 °C en un bafio de agua durante 45 seg.
Incubar en bafio de hielo durante 2 min.

Anadir 0.9 ml de SOC a TA (ver Nota 3).

Incubar a 37°C durante 1 h a 225 rpm.

Platear 100 pl en cajas de LB con el antibiético y/o reactivos de
seleccion apropiados y rastrillar.

10. Incubar a 37° C durante toda la noche.

11. Seleccionar colonias recombinantes.

© P N3O W

Notas:

1. Para determinar la cantidad 6ptima de ADN debe realizarse un
ensayo; se recomienda diluir las ligaciones 5 veces y anadir 1 ul de la
dilucién a las células. Una ligacion estdandar normalmente contiene
de 100 a 1000 ng de ADN en 100 pl de reaccién, lo cual nos estaria
dando de 1 a 10 ng de ADN ligado por reaccion de transformacion.

2.  Las células competentes pueden ser congeladas y descongeladas
hasta 4 veces sin una alteracién significativa en la eficiencia de la
transformacion.

3. El medio SOC puede ser remplazado por otros medios de cultivo, pero,
la eficiencia de la transformacién podria verse reducida.
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C.

10.
11.

12.
13.
14.
15.

16.
17.
18.
19,
20.
21.
22,

Minipreps usando lisis por calentamiento

PRECAUCION
Todo el trabajo que involucre cultivo de bacterias debe realizarse
en camara de flujo laminar y siguiendo todas las normas de
‘bioseguridad establecidas.

Tomar una colonia aislada e incubarla en 3 ml de LB liquido (con el
antibiético apropiado) a 250 rpm, durante toda la noche a 37°C.
En cdmara transferir 1.5 ml del cultivo anterior a un tubo eppendorf.

Centrifugar a 3000 rpm durante 30 seg a 4°C.

Descartar el sobrenadante y secar el tubo invertiéndolo sobre una
toalla de papel.

Resuspender el pellet en 350 il de STET (ver Notas 2 y 3).

Adicionar 25 ul de solucién fresca de lisozima (10 mg/ml en 10mM
Tris-HCI pH:8.0).

Dar vértex suave hasta que se disuelva el pellet.

Colocar los tubos en un bano hirviendo (100°C), durante 40 seg
exactamente (ver Nota 1).

Sacar los tubos y centrifugar a 12,000 rpm durante 10 min a TA.

Remover el pellet con un palillo estéril o transferir el sobrenadante a
otro eppendorf.

Adicionar 33 pl de acetato de sodio 3M pH:5.2 y 420 ul de isopropanol
frio.

Mezclar con un vértex muy suave durante 3 seg.
Incubar durante 5 min a TA.
Centrifugar a 12,000 rpm durante 5 min a 4°C.

Descartar el sobrenadante y secar el tubo invertiéndolo sobre una
toalla de papel.

Asegurarse de que el tubo esté seco y anadir 1 ml de etanol al 70%.
Centrifugar a 12,000 rpm durante 2 min a 4°C.

Decantar el etanol y dejar secar completamente a TA.

Resuspender el pellet de acidos nucleicos en 50 pl de TE (pH:8.0) a 4°C.
Remover ARN anadiendo ARNasa (10 mg/ml) (ver Nota 4).

Incubar durante 20 min a 37°C.

Ver plasmidos en gel de agarosa al 1%.
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Notas:

1. Es muy importante asegurarse de que el bafio de agua esté hirviendo
cuando se coloquen alli los tubos y de que estos permanezcan en el
bano un tiempo exacto.

2. El STET puede almacenarse hasta un mes a 4°C, pero la lisozima
debe prepararse en el momento de usarla.

3. Después de agregar el STET, el trabajo puede continuar fuera de la
camara de flujo laminar.

4. El tratamiento con ARNasa, asi como la visualizacion del plasmido
total en agarosa, son opcionales y dependen del propésito.

D. Conservacion de células competentes

1. Preparar tubos eppendorf de tapa rosca, autoclavarlos y rotularlos.

2. Mezclar el cultivo bacteriano (el mismo usado para minipreps) 1:1
con Medio de conservacion.

3. Incubar toda la noche a -20°C.
4. Almacenar a -80°C.
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Elucion de Bandas de Geles de Agarosa

A. Wizard DNA PCR PREP System, Promega

1.  Recortar bandas del gel de agarosa (LMP) y depositarlas en un tubo
eppendorf de 1.5 ml.

2. Calentar las bandas durante 8 min a 65°C.

3. Adicionar 1 ml de resina previamente homogenizada.

4. Mezclar por inversion.

5. Agregar la mezcla de resina y ADN a una jeringa de 3 ml y pasarla
muy suavemente a través de la columna del kit.

6. Adicionar 2 ml de isopropanol al 80% a la jeringa y pasarlos
suavemente por la columna (ver Nota 1).

7. Centrifugar la columna a 12,000 rpm durante 20 seg a TA.

8. Dejar la columna 5 min a TA para evaporar el Isopropanol.

9. Lavar la columna con 40 ul de TE precalentado a 65°C.

10. Dar un golpe a la columna para que baje el TE y dejar 1 min en
reposo.

11. Cambiar de eppendorf.

12. Centrifugar a 12,000 rpm durante 20 seg a TA (ver Nota 2).

13. Determinar la concentracién de la sonda mediante una curva de
calibracion o por fluorometria.

Notas:

1. Nunca sacar el émbolo con la columna unida a la jeringa.

2. El producto de esta centrifugacién es el ADN eluido.

B. Metodologia usando gelasa

1. Electroforesis en gel de agarosa LMP y buffer TAE 1X.
Cortar las bandas de interés y colocarlas en un tubo eppendorf
previamente pesado.

3. Pesar el tubo con la banda y determinar el peso de la agarosa.

4. Anadir por cada 50 mg de gel 1 ul de Gelase Buffer 50X (Epicentre
Technologies, Madison, USA).

5. Calentar el tubo durante 20 min a 70°C.

6. Incubar durante 5 min a 45°C.

7. Anadir 0.3 U de gelasa (agarasa) por cada 200 mg de gel, diluida en

Gelase Buffer 1X.
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8. Incubar durante 1 a 2 h a 45°C.

9. Afadir un volumen de acetato de amonio 5M y dos voliumenes de
etanol al 100% a TA.

10. Mezclar bien e incubar durante 30 min a TA.

11. Centrifugar a 14,000 rpm durante 30 min a TA.

12. Descartar el sobrenadante con una pipeta (ver Nota 1).
13. Lavar el pellet con etanol al 70% a TA.

14. Secar el pellet en vacio durante 15 min.

15. Resuspender el ADN en la cantidad de agua de ampolleta necesaria
para obtener una concentracién final de 10 ng/ul (ver Nota 2).

Notas:

1. El sobrenadante no debe descartarse por decantacién, ya que este
pellet no se adhiere firmemente a la pared del tubo.

2.  Usualmente, el rendimiento de purificacién con agarasa esta
alrededor del 80% para fragmentos mayores de 0.5Kb; por lo tanto, si
se parte de 1 pg de ADN en la banda, el rendimiento sera
aproximadamente de 800 ng y puede resuspenderse en 80 ul de agua
de ampolleta.

C. Metodologia usando fenol

1. Cortar la(s) banda(s) de interés.

2. Cubrir el pedazo de gel con un volumen de fenol equilibrado en un
tubo eppendorf.

Fundir la agarosa a 65°C.
Congelar a -70°C durante 20 min.
Centrifugar a 14,000 rpm durante 10 min a TA.

3

4

5

6. Separar la fase acuosa.

7. Adicionar un volumen de sec-Butanol.

8. Mezclar mediante vértex durante 15 seg.

9. Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 min a TA.
10. Descartar la fase superior.

11. Repetir 3 veces desde el paso 6 hasta el 8.

12. Adicionar 0.1 volumen de acetato de sodio 3M y 2.5 volimenes de
etanol absoluto.

13. Precipitar a -70°C durante 15 min.
14. Centrifugar a 15,000 rpm durante 15 min a 4°C.
15. Lavar con etanol al 70%.
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16. Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 min.

17. Secar el pellet hasta que el etanol se evapore.

18. Resuspender el precipitado en 20 pl de TE.

19. Cuantificar por fluorometria la cantidad de ADN eluido.
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Marcaje Radioactivo e Hibridizacion
de Sondas de ADN dc

A. Marcaje

1. Denaturar la sonda por calentamiento a 96°C durante 10 min.
Incubar en hielo hasta el momento del marcaje.
3. Preparar la mezcla maestra de marcaje segin la siguiente

informacién:
ADN gonela . iinmn i 100-200 ng
QOTE Lo i s Rl e sl e 4 ul
i gl S SRR | - e ORI e 8 4 ul
5 L2 1 2 R B 0 R T 4 ul
BRI TR . oiomiammsssnitin i ehsinss chsosxronpbbatisssmess 5ul
50 ot g R R e T s 5ul
BZPLBILE" ... ciciiv vt o b sl o b 5ul
BUBHEW: © smrivssssmmimn i s s e S a0 2 pl
Agua destilada hasta un vol. final de ............ 50 ul

4. Incubar a 37°C durante 1 h.

5. Pasar la sonda a través de una columna de Sephadex G-50
equilibrada con TE, centrifugando a 1500 rpm durante 3 min a TA.

B. Purificacion de sonda en columnas de Sephadex G-50

1. Sellar con lana de vidrio la parte inferior de una jeringa de 1 ml
soportada en un tubo falcon de 15 ml.

2. Llenar la jeringa con Sephadex G-50 equilibrado con TE, hasta 5 m m
por debajo del tope de la jeringa.

3. Centrifugar a 1500 rpm durante 5 min a 4°C.

4. Repetir el paso anterior hasta completar el empaquetamiento de la
columna.

5. Hidratar la columna con 100 pul de TE.
6. Colocar dentro del falcon un tubo de tapa rosca de 1.5 ml.



Metodologias usadas en RFLP's

7. Adicionar la sonda marcada (aproximadamente 50 pul) a la columna.
Sellar con parafilm.

9. Centrifugar a 1500 rpm durante 3 min a TA.

10. Remover el parafilm y descartar la jeringa.

11. Con ayuda de unas pinzas, sacar el tubo de 1.5 ml que contiene la
sonda purificada (ver Nota 1).

*®

C. Hibridizacion con sondas de ADN

1. Humedecer los filtros en 2X SSC.

Prehibridizar en bandejas plasticas durante 4 a 5 h (o toda la noche) a
65°C en buffer de prehibridizaciéon que contenga el esperma de
salmén denaturado, con agitacién constante a 50 rpm (ver Notas 2, 4 y

5).
3. Denaturar la sonda, marcada y purificada, a 96°C durante 10 min.

>

Incubar en hielo durante 5 min.

5. Agregar la sonda denaturada al buffer de prehibridizacién (ver Nota
3).

6. Incubar a 65°C durante toda la noche.

D. Lavados (ver Nota 6)

L8SE sortaim 2X/SDS 0.1%, a 65°C durante 1 h.

2.880C .o 1X/SDS 0.1 %, a 65°C durante 1 h.

- G S 0.5X/SDS 0.1 %, a 65°C durante 1 h.
E. icion

1.  Dejar secar los filtros a TA.

En el casete de exposicién, organizar los componentes de la siguiente
forma:

-Pantalla intensificadora

-Filtros

-Una ldmina de acetato

-Pelicula

-Pantalla intensificadora

3. Llevar el casete a -70°C durante el tiempo necesario, segun la lectura de
cuentas por minuto que tenga el filtro al final del proceso (ver Nota 7).
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F. Revelado

Retirar el casete de -70°C y llevarlo inmediatamente al cuarto oscuro.
Colocar la pelicula en el liquido revelador durante 5 min.

Lavar con abundante agua.

Transferir las peliculas al liquido fijador durante 5 min.

Lavar con abundante agua.

FRIICR X 160 RO =

Dejar secar.

Notas:

1. Si por alguna razén es necesario guardar la sonda marcada, ésta
debe conservarse a -20°C.

2. El volumen de solucion de prehibridizacion depende de la cantidad de
filtros que se coloquen en la bandeja. Para un filtro (7 x 20 ¢cm) se
agregan 50 ml de buffer, y para 4 filtros, 100 ml.

3. La solucion de prehibridizacion es la misma que se utiliza en la
hibridizacion.

4. Todas las soluciones deben ser precalentadas a las temperaturas en
que ser utilizadas.

5. En general, las temperaturas deben ser controladas tan
estrictamente como sea posible durante el proceso.

6. Después del segundo lavado se deben monitorear las cpm de las
membranas. Los lavados se realizan segun la homologia de la sonda
que se esta hibridizando: hasta SSC 0.5X para un 80% de homologia, y
hasta SSC 0.02X para el 99% de homologia.

7. Los filtros se consideran listos para exponer cuando las lecturas
oscilan entre 400 y 1000 cpm.



MARCADORES MOLECULARES
BASADOS EN PCR
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Polimorfismos de ADN Amphflcados Aleatoriamente
(RAPD's)

Referencias:

Welsh, J. y M. McCllelland. 1990. Fingerprinting genomes using PCR with arbitrary primers.
Nucleic Acids Research 18:7213-7218.

Williams, J. G. K., A. R. Kubelik, K. J. Livak, J. A. Antoni Rafalski y S. V. Tingey. 1990. DNA
polymorphisms amplified by arbitrary primers are useful as genetic markers. Nucleic Acids
Research 12:6531-6535.

A. Amplificacion
1. En un tubo eppendorf estéril de 1.5 ml, adicione los siguientes
reactivos para el coctel de la reaccién, segun la siguiente tabla (ver

Notas 1y 2):
Reactivo Cone. Stock Arroz Frijol | Yuca | Brachiaria
Agua bd estéril
Buffer 10X 1X 1X X X
MgCl2 25 mM 2.5 mM 2.0 mM | 2.5 mM 1.8 mM
dNTP's 2.5 mM 0.2 mM 02mM | 02mM| 0.2mM
BSA 100X X X - 1X
Primer # % g * *
Taq polimerasa 5 Uful 10 10 161 0] 10
ADN 5 ng/ul 12.5 ng 50 ng 25 ng 50 ng
Vol. Final 12.5 ul 25 ul 12.5 ul 25 ul

* La concentracién del primer puede variar en un rango de 6 a

10 uM. Se trabaja con volimenes fijos.

2. Colocar las muestras de ADN en la caja de ELISA (ver Nota 3).
Agregar el coctel a cada una de las muestras.

e

4. Anadir a cada muestra suficiente aceite mineral que la cubra totalmente
(aprox. 50-70 pl).

5. Cubrir la placa con vinilpel.
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6. Colocar la placa en el termociclador (MdJ. PTC-100) previamente
programado segun las siguientes opciones (ver Notas 4 y 5):
Programa largo
Paso 1 94°C 5 min
Paso 2 94°C 1 min
Paso 3 36°C 1 min
Paso 4 72°C 2 min
Paso 5 34 veces desde el paso 2 hasta el paso 4.
Paso 6 72°C 7 min
Paso 7 4°C 5 min
Programa corto
Paso 1 94°C 5 min
Paso 2 94°C 1 min
Paso 3 36°C 30 seg
Paso 4 72°C 1 min
Paso 5 34 veces desde el paso 2 hasta el paso 4.
Paso 6 12°C 7 min
Paso 7 4°C 5 min
Notas:
1. La enzima debe anadirse justo antes de mezclar el coctel con las
muestras.
2. Con cada primer que se evalie debe realizarse un control negativo. La
cantidad de ADN se remplaza por agua bidestilada (bd) estéril.
3. El trabajo sobre la placa de ELISA debe realizarse cuidadosamente,
para evitar contaminacién entre las diferentes muestras.
4. Los productos de la amplificacién pueden ser almacenados a 4°C
durante varios dias, o a -20°C durante periodos de tiempo més largos.
5. El ultimo paso de cada programa se hace a 4°C; a esta temperatura

puede permanecer durante algunas horas.
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B. Electroforesis

1. Preparar un gel de agarosa al 1.5% en TBE 1X con bromuro de etidio
(0.5 pg/ml).

2. Anadir 1/10 del volumen de Blue Juice 10X a cada una de las
muestras.

3. Sembrar las muestras en el gel e incluir un marcador de tamano
molecular.

4.  Correr la electroforesis a 70-90 voltios durante 3 h aproximadamente.

5. Observar en el transiluminador de UV el producto de la amplificacién
y tomar foto.

Notas:

1. El TBE puede reutilizarse varias veces teniendo cuidado de que esté
bien mezclado en la camara antes de reusarlo.

2. La agarosa puede reciclarse hasta cuatro veces.
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Analisis de Segregantes Agrupados

Referencia:

Michelmore, R. W.,, I. Paran y R. V. Kesseli. 1991. Identification of markers linked to disease
resistance genes by bulked segregant analysis: A rapid method to detect markers in specific
genomic regions using segregating populations. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:9828-9832.

Este protocolo se denomina en inglés Bulk Segregant Analysis.

1. Seleccionar los materiales de la progenie que utilizan en el estudio.
2.  Mezclar el ADN de todos ellos hasta una concentracién final de

5 ng/ul.

3. Utilizar esta mezcla para RAPD's como si fuera una muestra
corriente.

Nota:

Por lo regular, se utilizan entre 4 y 5 individuos para el analisis.
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Polimorfismos de Fragmentos Amplificados (AFLP’s)

Referencia:

Vos, P. R. Hogers, M. Bleeker, M. Reijans, T, van de Lee, M. Hornes, A. Freijters, J. Pot, J. Peleman,
M. Kuiper and M. Zabeau. 1995. (in press, Nucleic Acids Res.)

A. Preparacion de adaptadores
1.  Mezclar 1430 pmoles de cada oligo que compone el adaptador para
Msel.

2. Completar a un volumen de 28.6 pul con agua bd estéril, para que
quede a una concentracién final de 50 pmoles/ul.

3.  Mezclar en un tubo aparte 715 pmoles de cada componente para el
adaptador EcoRI.

4.  Completar con agua bd estéril a un volumen de 143 pl, para que quede
a una concentracion final de 5 pmoles/ul.

Ambos tubos se incuban durante 10 min a 65°C.

Dejar enfriar y almacenar a -20°C.

o o

B. Doble digestion y ligacion de adaptadores
(i

Tomar 500 ng de ADN y agregar una mezcla maestra que contenga:

| 25707 7 I e ST T 5 unidades
R it e i 5 unidades
One-Phor-All buffer 10X ...........ccoovvvvvrreseserenroness 1X
4 G B T8 7 R E TN ool e U SR, 11 5 mM

2.  Completar con agua bd estéril a un volumen final de 50 pl.

w

Incubar durante 1 h a 37°C en barfio de agua.
4. Agregar 10 ul de una mezcla maestra que contenga:

Adaptador para EcoRL....cnapissca 5 pmoles
Adaptador para Msel ..........cccooveeeien 50 pmoles
AP sivmsisnmmimnis it msssiostsime: 1.2 mM
Onie-Phov All buffer 10X .......ccccoonsssmrimssisssimmns 1X
DTT (GO ML) ..cono i 2.5 mM
T ADN NPASA ...tk deler.svnsem DN i i 1810

5. Incubar durante 3 h a 37°C en baro de agua.
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C. Amplificacion selectiva en cascada

1.  Utilizar primers para cada uno de los adaptadores que contienen un
nucleétido selectivo al azar (+1/+1) y tres nucleétidos selectivos al azar
(+3/+3).

2. Preparar Mix 1 y Mix 2 para PCR +1/+1 (ver Anexo 1).

3. Mezclar 5 ul de ADN producto de la doble digestién y la ligacion con
25 pl de Mix 1y 20 ul de Mix 2 para PCR +1/+1

4. Colocar las muestras en MJ PTC-100 y correr PCR +1/+1 en 35 ciclos
con las siguientes condiciones:

71 Gyl R O o I R Y, 30 seg
L e S IR NRENE L S 30 seg
o e T S PR ¢ SR SR e 60 seg

5. Tomar 20 pl del producto del PCR y observar un barrido de bajo
tamano molecular en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio.

6. Diluir 1:20 con TE.

7. Marcar radioactivamente 5 ng de primer para EcoRI (+3), agregando
una mezcla maestra que contenga lo siguiente:

32P gamma ATP (3000 Ci/mmol) .................. 0.2 ul
One-Phor-All buffer 10X ..o 1X
GG Lo S Rl T ML T R, 01U

8. Incubar durante 30 min a 37°C.
9. Inactivar la enzima durante 10 min a 70°C.
10. Preparar Mix 1 y Mix 2 para PCR +3/+3 (ver Anexo 1).

11. Mezclar 5 pl de la dilucién obtenida en el paso 6 con 5 pul de Mix 1 y
10 pl de Mix 2, +3/+3.
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12. Colocar las muestras en un PTC-100 Programmable Thermal

Controller (MdJ Research, Inc.) y correr PCR +3/+3 con las siguientes
condiciones:

2 R DI 0 e 30 seg
(15 O (RS A O 30 seg (-0.7°C / ciclo)
TR - e i S o Y R T s e s oA 60 seg

Hacer 12 ciclos hasta alcanzar la
temperatura de alineamiento del
primer de 56°C

" 5 AN S, Syt i 00 S Sl CEE 30 seg
BEIE o ddmsmanontoviioni i i s s ssnletinant 30 seg
y o AR e T, o ] R S e 60 seg

Hacer 24 ciclos.

13. Almacenar a 4°C hasta el momento de correr el gel.

D. Electroforesis en gel de poliacrilamida

Lavar muy bien con abundante agua y jaboén los dos vidrios del
aparato de secuenciacion (ver Nota 1).

Limpiarlos perfectamente con etanol absoluto.

Aplicar una capa de sigmacote (Sigma) al vidrio que contiene la
camara de buffer de corrida.

Dejar evaporar el sigmacote durante 10 min.

Armar el aparato (ver Notas 1, 2 y 3).

Sellar el borde inferior y los laterales con cinta tesa impermeable.
Mezclar:

Acrilamida 6% (19:1) ......ccoorrirereeernnes 120 ml
TEMEL . ovoimainberssessmmn i 120 ul
Persulfato de amonio 10% ...........cc...... 600 pl

Con ayuda de una jeringa de 50 ml agitar bien la solucién tomandola
y dispensandola dos veces.

Inclinar el aparato y servir la acrilamida cuidadosamente por uno de
los extremos.
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10.
11.
12,

13.
14.

15.
16.
175

18.

19.

Colocar los peines con el borde liso hacia adentro del gel.
Cubrir el resto del peine con acrilamida.

Dejar polimerizar la acrilamida por lo menos 2 h o toda la noche (ver
Nota 4).

Colocar 300 ml de TBE 1X precalentado en la cubeta inferior.

Retirar la cinta del borde inferior y montar el aparato sobre la cubeta
inferior, ajustando los accesorios.

Llenar la cubeta superior con 1500 ml de TBE 1X precalentado.
Retirar los peines.

Con ayuda de una jeringa de 50 ml, remover la urea que se acumula
en el borde superior del gel.

Colocar los peines cuidadosamente de tal manera que los dientes sélo
penetren un poco el gel.

Precorrer el gel a 1800-2000 V durante 30 a 60 min hasta que alcance
la temperatura de 50°C (ver Nota 5).

Tomar 3 ul del amplificado +3/+3 y anadir un volumen de stop
solution.

Denaturar las muestras incubando durante 3 min a 95°C.

Colocar las muestras en un bano de hielo hasta el momento de servir
el gel.

Servir de 3.0 a 3.5 pl de cada reaccion.

Correr electroforesis a 40-50 V/em, durante aproximadamente 2 h.
Descartar el buffer de la cubeta superior.

Retirar los brazos y la cinta de los bordes laterales.

Separar cuidadosamente los vidrios y dejar el gel sobre el vidrio no
siliconizado.

Colocar cuidadosamente una hoja de Whatman 3MM sobre el gel y
levantarlo.

Cubrir el gel en vinilpel.
Secar al vacio durante 1 h a 80°C
Exponer durante toda la noche sin pantalla intensificadora a TA.
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Notas:

1. Durante la preparacién y el lavado del aparato de secuencia deben
usarse guantes.

2. Los brazos laterales deben quedar 1 ¢cm por encima del borde inferior.

3. Sisedeja el gel polimerizando toda la noche, colocar toallas de papel
embebidas en TBE 1X en la parte superior del gel y sellarlo con
vinilpel.

4. Para mejores resultados, el gel no debe calentarse por encima de
50°C.
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Caracterizacion de Microsatélites
A. Método No Radioactivo

1. Deteccion de polimorfismos

Amplificar los microsatélites en las muestras de ADN deseadas
usando el protocolo descrito en la siguiente parte "Condiciones de
amplificacion de material a evaluar", ajustando sélamente la
temperatura de alineamiento de acuerdo al Tm de los
oligonucleétidos.

Usar geles de poliacrilamida al 10% para visualizar los productos de
amplificacion.

2. Condiciones de amplificacion del material para evaluar

1.

3.

Amplificar 100 ng de DNA en un volumen final de 50 ul utilizando las
siguientes condiciones:

DGR LR e cons iR s s sty i b IS AAR 1.5 mM
One-Phor All Bulfer 10 X v........omsommmaveemmierion 1X
B T i NN .. SO A o vl 2.0-25U
gy SRS SRS | SRR N e 0.2 uM

Hacer el PCR en "touchdown", teniendo en cuenta la temperatura de
alineamiento de cada primer. Iniciar con un annealing 10°C por
encima de la temperatura de cada primer e ir disminuyendo 1°C por
ciclo hasta llegar a la temperatura propia del primer.

2 T T . . T TR ey 3 min

2 Sl AR RN T SRR 7 N e e B 10 seg

BEP0 TIPEHRIBIEY .......oritme ot i ommsnasn aan iy 1 min

51 S s | SRR § - SRS S S T 2 min
Hacer 10 ciclos

& i B IR R OO . R SO T 10 seg

i SO FARE ReT CRREI | [ 1 min

F i R A R ORI, .~ S IS o 0 - o) 2 min
Hacer 20 ciclos

7 g E A R S . S SRR S o 10 min

Servir de 15 a 20 ul del producto del PCR en el gel.
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3. Electroforesis en gel de poliacrilamida

Acrilamida/Bis-acrilamida (29:1) 30% ............... 16.6 ml

| §0550 120 - STl 0. B TSN el T DT 4 5.0 ml

Persulfato de amonio 10% (recién preparado)... 0.35 ml

| 5 10 SRRSO eut P, 00 L oy SERECRN T SOLET [ 28.0 ml
Degasificar aplicando vacio durante 10 min.

1 Y NSRS RS e MR SRR T 0.04 ml

Verter el gel y dejar polimerizar durante 1 h.

1. Cargar 15-20 pl de muestra de ADN (PCR). Correr el gel en TBE 1X a
300 V por el tiempo requerido (aproximadamente, 2 h).

2. Tenir con bromuro de etidio a una concentracién de 1 pug/ml durante
3 min.

3. Tomar foto.

Nota:

Si no desea utilizar geles de poliacrilamida debido a su toxicidad,
puede utilizar como alternativa (un poco mas costosa) geles de
Metaphor.

1. Adicionar el agarosa Metaphor al buffer TAE.

2. Llevar al autoclave durante 1 min. Usar las condiciones de
esterilizacion para medios liquidos; esto ayuda a disolver el agarosa
Metaphor sin producir burbujas.

3. Verter el gel y mantenerlo a 4°C durante 1 h, como minimo.

4. Cargar 20 pl de muestra en el gel y correrlo a 100 V durante el tiempo
requerido.

Tenir el gel con bromuro de etidio.

Tomar foto.
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Caracterizacion de Microsatélites
B. Método Radiactivo

1. Deteccion de polimorfismos

Amplificar los microsatélites en las muestras de ADN deseadas
usando el siguiente protocolo, y ajustando uUnicamente la
temperatura de alineamiento en el PCR, de acuerdo al Tm de los
oligonucleodtidos.

2. Marcaje del Primer

1.

2.
3.

Hacer marcacién del forward primer segun las siguientes
condiciones:

FOTWATE BABIEE  :cummuisammmeisirnmsrasiaets 4 uM
One-Phor-All buffer 10 X ..., X
[Y*P] dATP (3000 Ci/mmol) .......c.cccoourrevrnneeee. 0.1 ul
5 1 ] Lo S SEREC S e O N 2U

Incubar durante 30 min a 37°C.
Inactivar la enzima durante 10 min a 70°C.

3. Amplificacion

Hacer el PCR en "touchdown", teniendo en cuenta la temperatura de
alineamiento de cada primer. Iniciar con un annealing 10°C por
encima de la temperatura de cada primer e ir disminuyendo 1°C por
ciclo hasta llegar a la temperatura propia del primer.
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2. Preparar coctel de reaccién:

Buffer PCR 10X
MgCl,
Reverse Primer
dNTP's
Forward Primer [y**P)
Taq polimerasa

2. Colocar las muestras en un PTC-100 Programmable

Controller (MdJ Research, Inc.) y correr
condiciones:

94°C

72°C

4. Electroforesis en gel de poliacrilamida

--------------------------------------------------------

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

............

ooooooooooooooooooooooooooooooooooo

ooooooooooooo

------------------------------------

....................................

...................

------------------------------------------------------------------------

........................................................................

.........................................................

-----------------------------------

---------------

-----------------------------------------------------------------------

.......................................................................

.........................................................

------------------------------------------------------------------------

.........................................................

.............

Thermal

PCR con las siguientes

1. Para montaje y coorida de los geles ver indicaciones descritas en la

seccién de AFLP's.
2. Preparar Acrilamida (19:1) 7% Urea 7.6 M.
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3.

Mezclar:

TEMED

..................................................................
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Secuenciacion de ADN dc

A. Preparacion del plasmido

1

S NI

= o

9,

10.
11,

Tomar aproximadamente 4 pug de ADN de plasmido purificado por
Wizard Clean Up System (Promega) (ver Nota 1).

Agregar 3 pl de solucién denaturalizante.
Completar con agua destilada estéril hasta 20 pl.
Incubar durante 5 min a TA.

Precipitar con 4 pl de acetato de sodio 3M pH:5.2 y 80 ul de etanol
absoluto.

Incubar durante 20 min a -80 °C.
Centrifugar a 12,000 rpm durante 15 min a 4°C.

Retirar cuidadosamente el sobrenadante por la pared del tubo opuesta
a aquella en que se encuentra el precipitado.

Lavar con 100 pul de etanol al 70%.
Repetir los pasos 7,8 y 9.
Secar al vacio durante 15 min.

B. Apareamiento

=

O W

@

Resuspender el precipitado obtenido en el paso 11 en 7 pl de agua
destilada estéril.

Agregar 2 1l de buffer de reaccion 5X.

Agregar 1 ul de primer (50 ng/ul).

Incubar 1 h a 37°C.

Incubar en hielo hasta el momento del marcaje (ver Nota 2).

Marcaje

Diluir el Gmix 1:5 con agua destilada estéril (ver Nota 3).
Diluir la Secuenasa 1:8 en buffer de dilucion (ver Nota 3).
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3. A 10 pul de la soluciéon de apareamiento agregar:

CHREE HBHED: oinusenmsmesasssssmsmim 2 ul
{530 1 5 C0 15 B 7 U NS N <R —Y 1ul
“P_dATP (3000 Ci/mmol) .......cccoveeinannsine 1l
Secuenasa diluida ... 2 ul

Incubar durante 3 min a TA.
Colocar 2.5 pl de cada dideoxinucleotido en tubos separados.

4

5

6. Precalentar durante 1 min a 37°C.

7. Agregar 3.5 ul de reaccién de marcaje a cada tubo.

8. Incubar la reacciéon durante 5 min a 37°C.

9. Agregar 4 ul de soluciéon de parada a cada tubo.

10. Almacenar a -20°C hasta el momento de correr la electroforesis.

11. Hacer gel de poliacrilamida (ver Nota 4).

Notas:

1. Durante todo el proceso deben usarse tubos taparosca de 1.5 ml.

2. En el paso 5 de la seccion de apareamiento se recomienda que el
tiempo de incubacién no sea mayor de 1 h.

3. El Gmix diluido puede almacenarse hasta un mes a -20°C y la
Secuenasa diluida es estable durante 1 h a 4°C.

4. FEl gel de poliacrilamida se prepara segun las indicaciones descritas
en la seccion de AFLP's, modificando las cantidades: la de TEMED es
150 pl y la de persulfato de amonio 15% es 180 pl, para 100 ml de
acrilamida (19:1) 6%.
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MARCAJE RADIOACTIVO Y
NO RADIOACTIVO DE
OLIGONUCLEOTIDOS
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Marcaje Radioactivo de Oligonucleétidos

Referencia:
Sambrook et al. 1989. Molecular cloning: A laboratory manual.

Marcaje e Hibridizacién con Gamma *’P-ATP

A. Marcaje

1. Mezclar en un tubo taparosca debidamente marcado:
Oligonucleétido (10 pmol/ul) ..o 1l
Buffer para PNK 10X ..o, 2ul
32P-gamma ATP (10 mCi/ml) .. ... 5 ul
PEPNKOOIH) . g et s 1ul

Incubar durante 45 min a 37°C.
Inactivar la enzima durante 15 min a 68°C.

Purificar el oligonucleétido marcado mediante columnas de
Sephadex G-50.

Colocar 2 pl en tubos de contador de centelleo y ubicarlos en la
gradilla con la tarjeta #2.

Oprimir la orden AUTOCOUNT.

B. Hibridizacion

1

Calcular el Tm del oligonucleétido que se marcard para determinar
la temperatura de pre & hibridizacion.

Anadir 45 ml por filtro de buffer de prehibridizacién en la bandeja.

Denaturar DNA de esperma de salmoén (5 mg/ml) por calentamiento
durante 10 min a 100°C.

Incubar en hielo durante 5 min.
Anadir 5 ml al buffer de prehibridizacion.



Marcaje de oligonucleétidos

6. Incubar a la temperatura indicada durante toda la noche sin
agitacion.

7. Anadir la sonda marcada y purificada.

8. Incubar durante toda la noche a la misma temperatura de
prehibridizacién.

C. Lavados y exposicion

1. 6X SSC/0.1% SDS, 2 veces durante 15 min a TA.

2. 6X SSC/0.1% SDS, una vez durante 15 min a la temperatura de
hibridizacion.

3. Medir con Geiger los cpm de cada filtro.

4. Exponer los filtros a -70°C con doble pantalla intensificadora el tiempo
necesario segun la lectura en cpm del filtro.

5. Revelar la pelicula.

Nota:

1. Las temperaturas, los tiempos y las condiciones de astringencia en

todo el proceso deben ser estandarizadas para cada oligonucleétido,
teniendo en cuenta su Tm, su longitud y su secuencia.
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Marcaje 3’ Terminal de Oligos con Biotina

Referencia:

Korger, B. D. 1989. Preparacién y uso de sondas oligonucleétidos biotinilados. Focus
Vol.11 #3. (Con modificaciones).

1.  Mezclar en un tubo taparosca lo siguiente:

A ORCIEOTHID it il S e e s g 100 pmoles
Buller WA 9K ' ..o iismsionmmisnsassmsmsswiniasaniiash 1X
Biotina-14- dATP (0.4 mM) .......cccovvviviecnnnnn 20 uM
Terminal Transferasn ..o 20U
Agua hasta completar un vol. final de ........ 50 ul

Incubar durante 1 h a 37°C.

Detener la reaccién agregando 2 ul de EDTA 0.5M.

Almacenar a -20°C.

Usarla como sonda en procesos de hibridizaciéon no radioactivo.

SIS R



CONSTRUCCION DE LIBRERIAS
GENOMICAS
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Librerias Genomicas en Plasmido

Referencia:
Sambrook et al. 1989. Molecular cloning: A laboratory manual.

A. Digestion del ADN genémico

1. Mezclar en un tubo eppendorf lo siguiente:

AINN BUBIERE csstinmpmrrdrinnsiniemmsoniarssstns avmiest s 20 pg
Espermidina 40 mM .........cunmsnnnanaens 20 pl
| EE G L T o R I, 6 NN ot A B Db~ B | 20 ul
Enzima: Apropiatal it 80U
Agua bd estéril hasta un vol. final de ........ 200 ul

2. Incubar durante 5 a 6 h a 37°C.
Preparar gel de agarosa 1% (LMP).

4. Correr la electroforesis a 30 a 40 voltios con marcadores de tamano
molecular.

5. Tenir el gel con bromuro de etidio (0.5 pg/ml).

=

6. Ubicar los fragmentos entre 0.3 y 3.0 Kb del ADN nuclear digerido y
eluirlos del gel.

B. Elucion de fragmentos

Se puede utilizar cualquiera de los procedimientos descritos en el protocolo
Elucién de Bandas de Geles de Agarosa.

C. Digestion y defosforilacion del plasmido

1. Mezclar en un tubo eppendorf:

ADN plasmiBdits ..csseiwissinmsmsaarimb 20 ug
Espermidina 40 mM . ......ciceienimiimeiiimses 20 ul
BRHEE TAX) ...ccmrimmsmmaissiaishirasorssasasessiiditosssags 20 pl
Enzima apropiada. .ccussesmnsasiasniisoins 60U
Agua bd estéril hasta un vol. final de ......... 200 ul

2. Incubar a 37°C durante 5 h.
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10.
11.

12.
13.
14.
15.

16.
17
18.

19.
20.
21.

Verificar la digestion con 200 ng de ADN mediante electroforesis en
un gel de agarosa al 1%.

Usar como control en la misma electroforesis:

- Plasmido sin digerir
- Marcador de tamano molecular

Si la digestion es incompleta, agregar 60 U mas de enzima e incubar
durante 4 h mas; si no, continuar con el paso 6.

Extraer la muestra con fenol:cloroformo (1:1).

Precipitar el ADN anadiendo 2 volimenes de etanol a -20°C durante
2 h.

Recuperar el ADN por centrifugacion a 14,000 rpm durante 15 min a
4 °C.

Resuspender el precipitado seco en 90 ul de 10 mM Tris-HCI1 pH:9.3.
Tomar 200 ng y guardarlos a -20 °C, para usarlos en la ligacién C.
Agregar al resto del plasmido digerido:

Buffer de defosforilacién 10X ...................... 10 pl
CIP (ver Moth ) ...t 1 U/100 pmoles

Incubar durante 30 min a 37°C.
Agregar SDS a una concentracién final de 0.5%.
Agregar EDTA (pH:8.0) a una concentracion final de 5 mM.

Inactivar la enzima por calentamiento a 65°C durante 1 h o a 75°C
durante 10 min.

Enfriar la reaccion a TA.
Purificar el ADN mediante 2 extracciones con fenol-cloroformo (1:1).

Agregar 0.1 volumen de acetato de sodio 3M (pH:7.0) y 2 volimenes de
etanol 100%.

Mezclar bien por inversion.

Incubar durante 1 h a -20°C.

Recuperar el ADN por centrifugacion a 14,000 rpm durante 20 min a
4°C,

Lavar el precipitado con etanol al 70% a 4°C.

Disolver el ADN precipitado en TE (pH:7.6) hasta una concentracién
final de 100 ug/ml.

Almacenar en alicuotas de 50 ul a -20°C.
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Notas:

1,

=

2 pg de un plasmido linealizado de 5 Kb de longitud contiene
aproximadamente 1.4 pmoles de residuos terminales 5'-fosfato.

Este sistema funciona para aquellos plasmidos que tienen el gen de la
B3-Galactoisidasa, por ejemplo: serie pUC, pBluescript, etc.

Verificacion de la defosforilacion

Realizar las siguientes ligaciones:

Ligacion A: 200 ng de plasmido defosforilado.

Ligaciéon B: 200 ng de plasmido defosforilado 200 ng
de ADN lambda digerido con la
respectiva enzima de restriccion.

Ligacion C: 200 ng de plasmido linealizado sin

defosforilar (Ver seccion C. Digestion y
defosforilacion del plasmido).

Para cada ligacién, agregar:

Butferde Bgacion 10X ..........occemmsimonmsersosrassasns 1l
N I0an M b 80 s i i eavisssiidiva 1ul
ADN ligasa del fago T4 ......c..cccceevnreee 1.5 U Weiss
Agua bd estéril hasta un vol. final de ......... 10l

Incubar toda la noche a 16°C.

Transformar células competentes E. coli DH5 alfa con 0.1 y 1 ul de
cada ligacion (ver Nota 1).

Como control positivo, transformar con 10 pg de plasmido sin digerir
(ver Nota 2).

Plaquear 1, 10 y 50 pl de cada transformacién en placas LB
suplementadas con ampicilina (100 ug/ml), X-gal (100 ug /ml), IPTG
(100 pg/ml).

Incubar durante 16 h a 37°C.
Contar el numero de colonias presentes en cada placa.
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Notas:

B

La defosforilacién debe reducir la eficiencia de la transformacion con
respecto al plasmido linearizado por un factor de 50 o mas (la ligacion
B debe ser, con respecto a la C, por lo menos cinco veces mayor).

El control positivo del plasmido sin digerir da el titulo de células
transformadas por ug de ADN.

Realizar un control negativo, transformando células sin ADN.

E. Ligacion del ADN nuclear

L

Realizar las siguientes dos reacciones:

Ligacién 1: 200 ng de plasmido digerido defosforilado

+ 200 ng de ADN nuclear digerido por la
enzima apropiada y eluido.

Ligaciéon 2: 130 ng de plasmido digerido defosforilado

+ 270 ng de ADN nuclear digerido por la
enzima apropiada y eluido.

Por cada ligacién, agregar:

Buffer de ligacién 10X ..........ccovvverneirsnsnsaseses 1ul
SXTP AR MRIIR i coinin 55mmeiiasessai simi somritdt i ovmendaraiad 1ul
ADN ligasa del fago T4 ......................... 1.5 U Weiss
Agua bd estéril hasta un vol. final de ........... 10 pl
2.  Incubar a 16 °C durante toda la noche.
3. Transformar con 1y 2 ul de cada ligacién.
4. Incubar a 37°C durante 16 h.
5. Contar las colonias recombinantes (blancas) (ver Nota 1).
6. Calcular titulo y eficiencia.
7.  Escoger el mejor titulo para realizar mas transformaciones.
Notas:
1. Después de la transformacién, dos tipos de colonias seran evidentes:
Colonias azules: son las colonias que poseen plasmidos no
recombinantes.
Colonias blancas: son las colonias que poseen plasmidos

recombinantes.
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F. Seleccion de sondas de baja copia
1. Seleccionar y resembrar las colonias blancas (recombinantes) en
medio LB liquido con ampicilina (100 pg/ml).
2.  Hacer miniprep de cada colonia.
3. Colocar 10 ng de cada plasmido recombinante en un filtro de nylon
4. Dejar secar la muestra a TA durante 5 min.
5. Denaturar el ADN sumergiendo el filtro durante 1 min en la
solucién:
0.5 M NaOH
1.5 M NaCl
6. Neutralizar durante 1 min en:
1.5 M NaCl
0.5 M Tris-HCI, pH:7.2
1.0 mM EDTA
7. Secar el filtro a TA.
8. Fijar en un transiluminador UV durante 3 min, colocando el ADN en
contacto directo con el transiluminador.
9. Hibridizar el filtro con ADN nuclear marcado.
10. Seleccionar los plasmidos que dieron una senal positiva tenue
después de la hibridizacién.
Notas:
1.  Segun la intensidad de la sefial de hibridizacién, se pueden clasificar

3 tipos de sondas:

Sondas de baja copia: ........cieiiniiiininnnn senal tenue o negativa
Sondas medianamente repetitivas: ....... senal intermedia
Sondas altamente repetitivas: ................ senal fuerte
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Librerias Genémicas en Lambda Zap II

Referencia:
Undigested Lambda Zap II Cloning Kit, Stratagene.

A. Ligacion de sitios COS

1.  Mezclar en un tubo de 0.5 ml lo siguiente:

DNA Lambda ZAP TI ... 10 pg

Buffer de ligacion 10X ........cccoeeivinnne. 2 ul

rATE (PH:1.0) 10mMM ........commnimmssssniiny 2 ul

T4 UNMhEase 4 UAMES......ccinmmmain 2 ul
2. Completar con agua destilada a un volumen final de 20 pl.
3. Incubar toda la noche a 4°C.
4. Calentar durante 15 min a 68°C ( para inactivar la enzima).
5.  Enfriar durante 15 min a TA.
Nota:

La ligacion de sitios COS sé6lo es necesaria cuando se va a realizar el
llenado parcial de brazos cortados.

B. Digestion del ADN de Lambda

1. Mezclar en un tubo eppendorf:

DNA Lambda ZAP II ligado en COS ...........ccoou......... 5ug
REZORBIXNEE ..., ..t L 25U
5 T (e s e SRS e 5 ul
BOR. i fissiieissss st st il 0.5 ul
Expormidine ot M) o .. .. s ooiveiistiiiidangs 5.0 ul
Completar con agua destilada a un vol. final de ..... 50 ul

2 Incubar durante 2 h 30 min a 37°C.

3.  Extraer una vez con fenol:cloroformo (1:1).
4 Extraer una vez con cloroformo.

5

Agregar acetato de sodio a la fase acuosa, para que quede a una
concentracion final de 0.3M.

6. Agregar 2.5 volimenes de etanol al 100% frio.
7. Incubar a -70°C durante 15 min.

8. Centrifugar a 14000 rpm durante 10 min a 4°C.
9. Lavar el precipitado con etanol al 70%.

10. Dejar secar el precipitado a TA.

11. Resuspender en 10 ul de TE.
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C.
1

IS

E.
1.

2.

Digestion de ADN total para clonar

Mezclar en un tubo eppendorf lo siguiente:

- 1]y S GG S R M N 100 pg
550755 U 5 A N 1 e o Y N mot 80 ul
Espermiding (40 mM) ... s 80 ul
Enzima Sau 3AI (56 U/ul) ........... 120 pl (6 Ulug)

Completar con agua bd un vol. final de ..... 800 ul

Incubar a 37°C toda la noche.

Realizar electroforesis en gel de agarosa LMP al 0.6% a 22 V durante

toda la noche, con marcador de tamano molecular del ADN de
Lambda digerido con Hind III.

El ADN que se encuentra por debajo de la banda de 0.5 Kb del
marcador se corta, se extrae y se purifica con fenol-cloroformo.

Llenado parcial de brazos cortados

Después de purificar con Fenol-Cloroformo, resuspender en 5 pul
(5 ug) de ADN de lambda y en 100 pl (800 ng) de ADN de frijol.

Para llenar 5ug de ADN de Lambda ZAP II, mezclar:

ATTP 1O N ittt asssatnsntentursienismssseriate 0.5l
AT TN ol e e s e T O 0.5 ul
Buffer 10X Parcial Fillam.. .ot 1.0 ul
Klenow (6 Uil .c.nimaiiiaannpmsimnsin 0.3 ul
APURDI. ...on it ren e B Bt L O i b i NS 7.7l

Incubar durante 30 min a TA.
Inactivar la enzima durante 15 min a 65°C.
Hacer una limpieza con fenol-cloroformo.

Ligacion

Determinar la relacion [ADN foraneo:brazos de Lambda] ideal para
la ligacion.

Mezclar en varios tubos de 0.5 ml lo siguiente:

ADN Lambda Zap II digerido ......c.cccceeeenene. 1ug
Batler WX - cconmasmnib b amnivm 0.5 pul
T4 DNA ligasa (4 VY. (. esmmginsating 0.5 ul
tATE (IO M) Gsiininns s ommssimas s 0.5 ul

A cada tubo anadir diferentes cantidades de ADN foraneo que estén
por encima y por debajo de la cantidad ideal predeterminada.
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4. Completar con agua destilada a un volumen final no superior a 5 pl.

5. Incubar durante 2 dias a 4°C.

F. Empaquetamiento in vitro (Gigapack II Packaging

Extract, Stratagene)

1. Retirar del congelador de -80°C los extractos que se utilizardn y
colocarlos en bano de hielo.

2. Descongelar entre los dedos el extracto "Freeze/Thaw".

3. Anadir el ADN inmediatamente (ver Nota 1).

4.  Agregar 15 pul de extracto "Sonic".

5. Agitar suavemente con los dedos, teniendo cuidado de no producir
burbujas.

6. Dar un spin 3 a 5 seg.

7. Incubar durante 2 h a TA (ver Nota 2).

8. Anadir 500 pl de TMG y 20 pul de cloroformo.

9. Mezclar fuertemente.

10. Dar un spin de 5 seg.

11. Almacenar a 4°C.

Notas:

1. Enel paso 3 se deben anadir de 1 a 4 pul del producto de la ligacién, que
deben contener entre 0.1 y 5.0 pg de ADN.

2 En el paso 7 es muy importante observar el tiempo de

empaquetamiento, ya que periodos largos de incubacién pueden
reducir draméaticamente la eficiencia de empaquetamiento.
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Preparacion de Células Competentes E. coli XL1
Blue MRF"

<< RN

Obtener colonias aisladas de la cepa mediante siembra por
aislamiento en medio sélido.

Tomar una colonia aislada e incubarla a 37°C durante toda la noche
en 50 ml de LB suplementado con maltosa al 0.2% y sulfato de
magnesio 10 mM.

Centrifugar a 3000 rpm durante 10 min a 4°C.
Descartar el sobrenadante.

Resuspender en 10 ml de sulfato de magnesio 10 mM.
Almacenar a 4°C.
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ANEXO 1: Buffer, Medios y Cocteles de Reaccion

BUFFER 10X PARA T4-PNK BUFFER TNE 10X
TriSV-HCl PHELGW .o bt 05 M En 800 ml de agua destilada, disolver:
MGl i s e sans iyt 0.1 M
PR et L e Tl s el 50 mM B s i I L e et By 12.1¢
ESpermiding, -ii: oot s 1 mM | B L O P s e S Ty
|04 D 15 o) 5 0 0 O Pl L WL o 1 mM 7T [ RN et o el KR S 584g

Almacenara -20°C. Ajustar el pH a 7.4 con HCL

Completar con agua destilada hasta 1000 ml.
Filtrar y almacenar a 4°C.

BUFFER PARA PCR 10X
O] e et o Ve v sk n' 500 mM BUFFER PARA FLUOROMETRIA
TOEHONDE BB oot avmsii 100 mM
Fhe e B S ADRIEN e N 1% :
Para 100ml de buffer, medir muestras de ADN
que estén entre 100 y 200 ng/ul
BUFFER DE PRE & HIBRIDIZACION Soluciéon stock Hoechst ... 10 pl
MARCAJE DC K TNHL s Ll e Ll e el 10 ml
Agua destilada estéril .............occoeiiiniiinn 90 ml
NAEHREOSDHE T2 el 0.5 M
T e R P e T % BUFFER TBE 10X
TIPS R i e 1%
ADN esperma de salmon 100 pg/ml
(Previamente denaturado durante 10 min a ;
100°C y colocado luego en bafo de hielo) Poxeel 2000,
T ) R R R S o S 108 g
AT BOTITD v L cosntuasto oot b A T A 55 g
BUFFER DE PRE & HIBRIDIZACION EDTAO5M. ocvvisssimsiashinier st siainn: 40 ml
MARCAJE OLIGOS Ajustar volumen con agua destilada.
o e A Dy L oA 6X
T R 20 mM BUFFER STET
VB iy e e P i s o 5 2 0.4%
DT VTNt e OO IR S R e T 5X
ADN esperma de salmon ............... 500 pg/ml NACl c.oovociini i e 0.1M
(Previamente denaturado durante 10 min a Tris=HOUDH BiD:ivimscsssws s painivis 10 mM
100°C y colocado luego en bano de hielo) BDTPABHIBIO vrveciasioiie s sosas e dadsbaere 1 mM

Tefon X000 <. osciisiinmusris e samisisiassiatusa 5%
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BUFFER DE EXTRACCION ARROZ &

BRACHIARIA
by T LG I o) 5 10 S S RCNE S e (MRS 100 mM
EDPAPHI B iivicrsisaciamsnsivssmsssmihaias 50 mM
R o B eV S U AN & N TP 500 mM
S e SRR, s e 1.25%

Autoclavar.

Adicionar 0.38 g de bisulfito de sodio por cada
100 ml de Buffer.

BUFFER DE EXTRACCION FRIJOL

THGHEL BB, o a ol o . 150mM
B . lvairissssiosiasssnsionssssesssntirisantes bos aucs 15mM
{7 710 | T i - - r. e 1M
(6 ML s ool L AR R e 1.5%
B-Mercaptoetanol..........c.ceoceeeerecersenseennsanes 1.2%
N B iatavils vissh s m vy S e o A A R sdai 1%

El B-Mercaptoetanol y el PVP se agregan justo
antes de usar el buffer.

BUFFER DE EXTRACCION
STYLOSANTHES
(B0 SRRl IS, SR e e SRS 2%
b3 L e e M I 0 o e 14 M
B-Mercaptoetanol...........-c.ccnretimonncbrisrosmsatin 0.2%
L b N B R R e 20 mM
Tris-HOL pHIB . s ien cnmiirinsveemmnsramsri 100 mM

gt L e ot 100mM
B I i e et e e Lyl 1 50mM
L ] e e e e e 500mM
Autoclavar.

Agregar:
-Mercaptoetanol.........c.oviiiminiiimieiii. 0.07%
2475 i ISR P e RSN T 1 v 1%

MEDIO LB LIQUIDO

A 950 ml de agua desionizada agregar:

BRCHO LRIPLONE . 0. s uvsssvniniansinasssinsanisnsynavasaey 10 g
Extracto de levadura .............ccoceeieivenininnneenn ® €
NECL o e st e e g

Disolver.
Ajustar pH a 7.0 con NaOH.

Completar volumen a 1000 ml.
Autoclavar.

MEDIO LB SOLIDO

A 900 ml de agua desionizada agregar:

Bt o s cdumh vy 10g
Extracto de levadura ..........ccviivivivisiessmizom 5g
e o e T s 5g
AUTBT i cinahiovssd cxsusss cass ows s 05 s omn S oH N AR SRR ey 15 ¢
Disolver.

Ajustar pH a 7.0 con NaOH.
Completar volumen a 1000 ml.

Autoclavar.
MEDIO SOC

BEcta DN et s it ety st enner s 2%
Extracto de levadura ............ccivrnrrninsninenn... 0.5%
T e e A T T 10 mM
o L R A e el T e i Sent 2.5 mM
VI e 7. e ey rianerinss arsiameasvain s o RAGRER 10 mM
MEBEY i it tnibmssasnstivissvaansosssbsbinstanes 10 mM
Autoclavar.

Adicionar glucosa esterilizada por filtracion.
para una concentracién final de 20 mM.
Ajustar pH a 7.0.
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MEDIO DE CONSERVACION
MBSO e smv i S 10 mM
PO PH 7.5 ..o covcssvinmsimnssssssssvissesions 10 mM
Oy O e 30%

MIX 1 PARA PCR +1/+1

Primer para Eco RI(+1)....c.0cicas, 75 ng
Primer para Mse I (+1)....c.c.covcneennnicinnnn 75 ng
ANEPIS o it v e v i e savatan; 200 uM

Agua bidestilda estéril hasta un volumen de
25 pl.

MIX 2 PARA PCR +1/+1
A POIIEEAEE st feays tresofri isisvn i vt sy riass Lens 1U
BOHERPATAN PSR . oo voinsivinsdisiid v iy A v 1X

Agua bidestilada estéril hasta un volumen de

20 .

MIX 1 PARA PCR +3/+3

Primer para Eco RI (+3) marcado ............. 5ng
Primer para Mse I ......ccccccviiniiiiiinnncnen, 30 ng
ANITRIS S v s nvini s snsss s pianive 200 pM

Agua bidestilada estéril hasta un volumen de
5 ul.

MIX 2 PARA PCR +3/+3
PAq BOlMErasa ..o trirersmiossritormssestont 04U
Bufffer paraiBOR ..ol 1X

Agua bidestilada estéril hasta un volumen de
10 pl.

TioE1

Para 500 ml, mezclar:

Fois-HCLANCPH 80 i i mil
AW DL [ e S R o et S 1 ml

Completar el volumen con agua destilada.
Autoclavar y guardar a 4°C.

TsoE10

Para 500 m! mezclar:

Pris-HEL AM pH 810 iiiivanssicnasiinssosivensin 25 ml
| 0 08 12 4 T e et S N | 10 ml

Completar el volumen con agua destilada.
Autoclavar y guardar a 4°C.

TOP AGAROSA

Para 100 ml, pesar:

Caseina enzimatica hidrolizada.................... lg
Extracto de levadura .......c.c..ccoccoviniinrinnnnn, 05g
Clorur0ideiBOdi0 .-« oiuimssminsiress seschessseiniss 03g
Cloruro de potasios. e s 02g
ey ro e el et S SR ol Mty M e, 0.7¢g
Autoclavar.

Enfriar hasta 60°C.

Adicionar 1ml de MgSO, IM y 25 ml de
Tris-HC1 1M pH 7.5.
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ANEXO 2: Soluciones Stock

ACRILAMIDA 30%
(Acrilamida:bis-Acrilamida 19:1)

ACIAINIAR., . rrcns srunmessansimasrier sy ssgss S mines 285¢
Bis-aceilamide «..iuicanariaidasisiassing 108

Llevar a 100 ml con agua destilada.

ACRILAMIDA 6% 7.5M UREA
ActIarIAarS0% . ..o s s e apasasie s 20 ml
o e e B e e e 42 g
PRELOXL. .. corvmsrhessicossranvastsnsssanssissEressssssnss ). T

Completar con agua destilada a 100 ml.
Filtrar la solucién por 0.22 ym y almacenar en
oscuridad a 4°C.

ADN ESPERMA DE SALMON 5 mg/ml

Pesar 1 g de ADN esperma de salmén y
disolverlo en 200 ml de agua. Agitar hasta que
el ADN se humedezea y luego autoclavar
durante 30 min.

Almacenar a -20°C.
Antes de usar ésta solucion se debe calentar a

100°C durante 10 min y luego pasarla a un
bano de hielo.

ACETATO DE AMONIO 2M

En 350 ml de agua destilada disolver 77.08 g
de acetato de amonio

Completar el volumen a 500 ml
Autoclavar.

ACETATO DE POTASIO 5M

En 900 ml de agua destilada disolver 490.75 g
de acetato de potasio.

Ajustar el volumen a 1000 ml.
Autoclavar.

ACETATO DE SODIO 3M

En 900 ml de agua destilada disolver 408.1 g
de acetato de sodio.

Ajustar el pH a 5.2 con acido acético glacial.

Completar el volumen a 1000 ml.
Autoclavar.

AMPICILINA 100 mg/ml

Para preparar 10 ml, pesar 1 g de ampicilina y
disolver en agua destilada estéril.

Filtrar por 0.22pm

Alicuotar y almacenar a -20°C.

BLUE JUICE

Preparar una solucion con azul de bromofenol
al 0.25% y Glicerol en agua al 30%.

Almacenar a 4°C.
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BROMURO DE ETIDIO 10 mg/ml

En 100 ml de agua disolver 1 g de bromuro de
etidio.

Almacene en botella oscura y a 4°C.

CLOROFORMO-OCTANOL 24:1

Para 500 ml, mezcle:

(ot T et e T 20 ml
(AT i e v S BRSO Ta A il R 2 480 ml
CLORURO DE CESIO 0:1.9
Cloruro de Cesio. .........c.coreenmesssanersaresesssssnys 100 g
Completar con agua hasta ...................... 60 ml
CTAB 10%

Para preparar 1000 ml pesar 100 g de CTAB.

DENHARDT'S

Para preparar 500 ml, mezclar:

EREAT o Kendde o S R L ) MmN Eh o 3 5g
THCONL +.:.us3c s st oenshiss sorass e e e dosisana 5g
Paolyvinil pirrolidona ............c.ccovevveninenen, 5g

Alicuotar y almacenar a -20°C.

EQUILIBRAR FENOL

1. Hidratar el fenol a 68°C en bafo maria.

2. Agregar hidroxiquinolina a una
concentracién final de 0.1%.

3. Agregar un vol de Tris-HCI 0,5 M pH 8.0.
4. Agitar con magneto durante 30 min.

5. Dejar sin agitacion durante 15 min.

6. Descartar la fase acuosa.

7. Anadir de 200 a 300 ml de Tris-HCI 0.1 M
pH 8.0.

8. Repetir 3 6 4 veces desde el paso 7 hasta
que el pH del fenol esté entre 8.0 y 8.2.

9. Almacenar a 4°C con una capa de Tris-HCI
0.1 M pH 8.0 (aproximadamente 200 ml).

ESPERMIDINA 40mM

Pesar 58.2 mg y llevar a 10 ml con agua
destilada.
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EDTA 0.5M pH 8.0

Para preparar 1 litro de EDTA (0.5M)

Ajustar pH a 8.2.
Autoclavar.

FENOL:CLOROFORMO:0OCTANOL
(25:24:1)

Para preparar un litro, mezcle:

L ooy 713 e s e e e 480 ml

[0 7T 1 e i RS PR | et 2 gl 20 ml

Fenol equilibrado .......ccccocociiioiiinnin., 500 ml
HCI1 2.5N

Para 500 ml, tomar 104.2 ml de HCI al 37%.

IPTG (Isopropil tio-B8-D-galactoside)

Disolver 2 g de IPTG en 8 ml de agua
bidestilada estéril.

Completar volumen a 10 ml.
Esterilizar usando filtro milipore de 0.22 pm.
Guardar a -20°C,

LISOZIMA 50 mg/ml

En 1 ml de agua destilada, disolver 50 mg de
lisozima

Almacenar a -20°C.
Descartar cada alicuota que use.

NaCl 5M

Para 1000 ml disolver 292.2 g de NaCl (PM
58.44)

Autoclavar.

NaOH 10N

Para preparar 1 litro, pesar 400 g de NaOH y
disolverlos en 800 ml de agua.
Cuando estén completamente disueltos,
completar el volumen a 1 litro.

NazHPO4 1M pH 7.2
NagHP04 CY0 e oo AR CORE T S Bk ol 142 g
Agua ... o ORIy (10 13

Ajustar a pH 7.2 con 200 ml de NaH PO, IM.

NaH, PO, 1M

NaH,PO,... 2120 g
o T e e e Completar a 1 litro

RNAasa 10mg/ml

Disolver RNAasa pancredtica (ARNasa A) a
una concentracion de 10 mg/ml en 10 mM de
Tris-HCI pH 7.5 y 15 mM de NaCl.

Calentar a 100°C durante 15 min.
Enfriar a temperatura ambiente.
Dispensar en alicuotas y almacenar a -20°C,
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SSC 20X

Para 1 litro, mezclar:

BRGNS L o et e e S T G B e
Acido citrico tris6dico.........cccoiviciiiiinnn.. 88.2 g

Llevar a pH 7.0 con HCI 1M.
Autoclavar.

SEPHADEX G-50

Pesar 10 g de Sephadex G-50.

Adicionarle 300 ml de agua.

Dejar sedimentar.

Sacar el agua.

Repetir este procedimiento 3 veces.

Lavar con TE 2 veces y dejar toda la noche a
4°C en TE.

Autoclavar 20 min y almacenar a 4°C.

SDS 20%

Para preparar 2 litros de SDS al 20% disuelva:
400 g de SDS en 1600 ml de agua destilada.
Cuando esté completamente disuelto lleve a
volumen de 2 litros.

TF-1 (SOLUCION PARA CELULAS

COMPETENTES)
Mezclar:
L TSl e e e e 10 mM pH 5.9
R s et i T R P 100 mM
e e s 50 mM
[T 1T e T S S ST 10 mM

Ajustar pH a 5.8 con KOH 1N.
Esterilizar en milipore 0.2 ym.
Almacenar a 4°C.

TF-2 (SOLUCION PARA CELULAS

COMPETENTES)
Mezclar:
BIRES . e 10 mM pH 6.5
8 e el oo L L 10 mM
CACLS ey svmeomcaiviiniieste st emvvseitins 75 mM
ool el & v, Sl b 30, 15%

Esterilizar en milipore 0.2 pm.

Almacenar a 4°C.

Tris-HC1 1 M

En 800 ml de agua destilada estéril disolver
121.1 g de Tris-base.

Ajustar al pH deseado adicionando HCI
concentrado:

pH HCI

LAY Uy LA B ) MBI sy man B Sl T e 70 ml
B e T SR A e s v ot e R e SRR 60 ml
24y Ul et MR N o A S 42 ml

Ajustar volumen a 1000 ml.
Autoclavar.

X-GAL

Disolver 20 mg de X-Gal en 1 ml de
Dimetilformamida.

Proteger la solucion de la luz.

Almacenar a -20°C.
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ANEXO 3: Principio Quimico de Algunos Reactivos

ACIDOS

HCI (Acido clorhidrico)

Actia como agente reductor de cadenas largas de ADN para favorecer la
transferencia del ADN a una membrana.

EDTA (Acido etilendiamino-tetra-acético)

Agente quelante de iones metalicos como Ca*" y Mg™. Inhibe la accién de
las nucleasas al no haber cofactores libres para su actividad.

ALCOHOLES

Etanol

Utilizado en la precipitacion del ADN, porque reduce la constante
dieléctrica del solvente.

Isopropanol
Ayuda o reemplaza el etanol en su funcién de precipitar el ADN.

Alcohol isoamilico

Actia como agente antioxidante; impide o disminuye la formacién de
interfases durante la extraccién de ADN.

Mercaptoetanol

Escinde enlaces disulfuro de modo reversible y forma disulfuros mixtos
con las cadenas laterales de las proteinas.

ACRILAMIDA

La acrilamida y la bis-acrilamida son altamente téxicos. Debe evitarse su
contacto con ojos, piel o ropa; debe usarse en areas ventiladas y debe
lavarse con abundante agua el material contaminado.

Un gel de poliacrilamida resulta de la polimerizaciéon de monémeros de
acrilamida en cadenas largas, intercalados con bis-acrilamida; la

reaccion es iniciada por persulfato de amonio y acelerada por
TEMED.
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AGAROSA

Es un polimero lineal. El gel de agarosa es una matriz cuya densidad esta
determinada por la concentracién de la agarosa. La electroforesis en
geles de agarosa se utiliza para separar fragmentos de ADN; asi, al
aplicar un campo eléctrico a través del gel, el ADN cargado
negativamente, a un pH neutro, migra hacia el anodo. La tasa de
migracion estd dada por parametros como tamano molecular del
ADN, concentracién de agarosa, conformacion del ADN, voltaje,
buffer de corrida, etc.

BROMURO DE ETIDIO

Colorante fluorescente que contiene un grupo planar que se intercala
entre las bases del ADN. La radiacién ultravioleta a 254 nm es
absorbida por el ADN y trasmitida al colorante; la radiacion a 302 nm
y 366 nm es absorbida por la unién del colorante y, en ambos casos, la
energia se re-emite a 590 nm en la region visible del espectro rojo-
naranja.

BLUE JUICE

Buffer de carga que incrementa la densidad de la muestra y da color a la
misma; ademas en un campo eléctrico el colorante se mueve hacia el
anodo a tasas predecibles.

CLOROFORMO

Solvente que evita la precipitacion de proteinas denaturadas de naturaleza
hidrofébica. Remueve residuos de fenol presentes en la muestra y
disuelve componentes orgéanicos como clorofila e hidroxifenoles.

DITIOTREITOL (DTT)

Es una sustancia altamente toxica. Debe evitarse su contacto con ojos, piel
y ropa y debe usarse en areas ventiladas.

Reduce disulfuros a sus correspondientes tioles. A bajas concentraciones
se puede usar en buffers de reaccion para mantener la actividad
enzimatica: a altas concentraciones disocia disulfuros en
polipéptidos, lo cual facilita la denaturacién del ADN por detergentes.



Anexos

75

DETERGENTES

SDS (dodecil sulfato de sodio)

Detergente anidnico. Actiia como agente solubilizante de proteinas y de
componentes de tejidos y membranas.

CTAB (bromuro de cetil- trimetil- amonio)

Detergente catidonico facilmente removible por diluciéon, que permite la
solubilizacién de compuestos de tipo polisacarido.

Tritén X-100

Detergente no idnico, polar, especifico para disolver componentes de
membranas y tejidos de dificil disolucion en SDS.

Lauril-sarcosine

Detergente aniénico semejante al SDS, pero que inhibe las hexoquinasas.

FENOL

Es téxico por inhalacién y por contacto con la piel. Debe usarse en camara
de extraccién y evitar su contacto con piel, ojos y ropa. Debe lavarse
muy bien el material contaminado con él.

El fenol hidroliza las wuniones polipeptidicas de las proteinas,
denaturandolas. Se usa en la purificacién de acidos nucleicos puesto
que las proteinas tienen mayor afinidad por la fase fendlica que por
la fase acuosa.

SALES

Acetato de potasio, acetato de sodio, cloruro de sodio

Aumentan el poder iénico de la solucién y ocasionan por ello la
precipitacion del ADN.
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ADN
AFLP

bd

CIP
cpm

mA
mg
min
ml
mM
N
ng
0.D.
PCR

Pg
pmoles

RAPD
RFLP

rpm
SCAR

seg

TA

T4 PNK
]
U.weiss
uv

A%

Vol.

o

ANEXO 4: Abreviaturas y Simbolos

Acido desoxirribonucleico

Amplified Fragment Length Polymorphism (polimorfismos
longitudinales de fragmentos amplificados)

Bidestilada

Blue Juice

Calf Intestinal Phosphatase

Cuentas por minuto

Doble cadena

gramo

hora(s)

Kilobases

Litros

Low melting point (bajo punto de fusién)

Molar

miliamperios

miligramos

minuto(s)

mililitro

Milimolar

Normal

Nanogramos

Densidad dptica

Polymerase Chain Reaction (reaccion en cadena de la
polimerasa)

Picogramos

Picomoles

Random Amplified Polimorphic DNA (polimorfismo en el ADN
amplificado aleatoriamente).

Restriction Fragment Length Polymorphism (polimorfismo en
la longitud de los fragmentos de restriccién)

Revoluciones por minuto

Sequence Characterization Amplified Regions (caracterizacién
de secuencia de regiones amplificadas)

Segundo(s)

Temperatura ambiente

T4 polinucleétido kinasa

Unidades

Unidades weiss

Ultravioleta

Voltios

Volumen

Grado centigrado

microgramo

microlitro

micromolar
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ANEXO 5: Manejo de Material Radioactivo

CENTRO INTERNACIONAL DE AGRICULTURA TROPICAL
Unidad de Investigacion en Biotecnologia

REGLAMENTO

I. NORMAS GENERALES

Queda terminantemente prohibido comer, beber, fumar o aplicarse
cosméticos durante el trabajo con material radioactivo; de este modo
se evita la incorporacion de radionuclidos.

Queda terminantemente prohibido utilizar pipetas con la boca dentro
del area restringida; para esta labor se utilizaran pipetas de punta
desechable o las ayudas correspondientes.

II. PERSONAL

Sélo el personal técnico del CIAT debidamente autorizado por el
Instituto de Asuntos Nucleares podra laborar en este laboratorio.
Quedan excluidas de él las mujeres embarazadas.

Personas no autorizadas no tendran acceso a este laboratorio.

El personal autorizado debera someterse a un examen médico anual
para establecer su aptitud para seguir trabajando con radionuclidos.

Se dara un entrenamiento tedrico semestral al personal autorizado,
en el cual se repasaran los peligros del trabajo con radiontclidos y las
técnicas de manejo prudente, asi como el comportamiento en caso de
emergencia. El personal presente ratificard con su firma la
asistencia, la cual sera de caracter obligatorio para poder seguir
trabajando con radiontuclidos. El personal nuevo recibira una
introduccion equivalente para adquirir el permiso interno.

La persona responsable se encargara de que se cumpla el reglamento
y de que los libros estén al dia; ademas, sera la persona de referencia
para cualquier caso de contaminacién y se encargard de organizar
los cursos de entrenamiento.
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III. PROTECCION PERSONAL

1. Evitar toda exposicion innecesaria; y evitarla sobre todo a terceras
personas.

2.  El personal autorizado deberia tomar maximas precauciones en el
manejo de radionuclidos; debe utilizar las batas de laboratorio de
manga larga y los guantes. El trabajo se debera realizar en lo posible
detras de las pantallas protectoras.

3. Queda terminantemente prohibido salir del area de control con la
bata o los guantes puestos. Los guantes seran desechados después de
cada trabajo. Una vez realizada la tarea, el operario se lavara las
manos con agua tibia y jabon. Si todavia halla contaminacién,
continuara el aseo hasta alcanzar el nivel de contaminacién
aceptable.

4. Las contaminaciones del personal deberan ser notificadas al
responsable del laboratorio de radioisétopos quien tomara las
precauciones necesarias.

IV. AREA DE TRABAJO

1. El area de trabajo debera identificarse como tal; ademas, llevara el
simbolo internacional de radiacién.

2. Un control de contaminacién debera llevarse a cabo antes y después
de efectuar un trabajo en un area designada.

3. Todas las operaciones con material radioactivo se realizaran sobre
superficies lisas, dentro de tinajas provistas de papel absorbente por
un lado y repelente por el otro.

4. No deberan ponerse libros, cuadernos, etc. sobre las superficies en que
se trabaje con material radioactivo en el cuarto de isétopos.

5. Cualquier contaminacién que no pueda eliminarse del area de
trabajo sera notificada al responsable para que éste tome las medidas
necesarias.
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V. MATERIAL RADIOACTIVO

El almacenamiento de material radioctivo se hara en el refrigerador
del cuarto de isétopos; el material estard debidamente identificado.
No debera presentarse radiacion a través de las paredes del
refrigerador.

El material radioactivo que esté en uso debera permanecer en el
laboratoiro en todo momento.

VI. DESECHOS

El equipo de laboratorio usado en el cuarto de isétopos no se mezclara
con el resto del equipo sin antes pasar por el control de
contaminacién; si es necesario, pasara por un proceso de
descontaminaciéon o periodo de enfriamiento.

Los desechos radioactivos liquidos se recogeran en las botellas
plasticas adquiridas especialmente para este propésito y éstas
deberan permanecer siempre dentro de sus contenedores acrilicos.

Tanto las botellas de desechos liquidos como las canecas especiales
para el almacenamiento de desechos radioactivos sdlidos deberan
llevar la siguiente informacion:

e Radioisotopos
. Fecha en que terminé de llenarse el recipiente
e Fecha en que se cumpliran 10 vidas medias (**P, **S)

Los desechos que contengan **P y **S se almacenaran durante 10
vidas medias, o sea, 5 meses para **P y 30 meses para *S; al cabo de
ese tiempo, los materiales seran desechados después de un control de
actividad. Los materiales liquidos se verteran en la alcantarilla con
suficiente agua para que sea mayor su dilucién; los desechos sélidos
se echarédn a la basura despojados de su identificacion como material
radioactivo. El material combustible sera incinerado.
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Laboratorio de Radioisotopos del CIAT (Cali, Colombia)

El laboratorio en que se manejan materiales radioactivos en el CIAT fue
construido y equipado especificamente para este proposito. Entré en
funcionamiento a fines de 1991.

Este laboratorio tiene todas las especificaciones recomendadas para el
manejo de *P, ¥S y 'C; son las siguientes:

1.  Superficies de trabajo lisas. Suelos y paredes en material polimérico
industrial lavable y sin rendijas. Tomas eléctricas colgantes para
evitar contaminacién no lavable.

2. Sistema de aire acondicionado aislado.

3. Pantallas escudo acrilicas de media pulgada para proteccion
personal. Materiales absorbentes para cubrir el area de trabajo.

4. Recipientes plasticos para desechos radioactivos liquidos y sélidos con
contenedores individuales acrilicos de 1 c¢cm de espesor. Bolsas
plasticas para desechos radioactivos.

5. Contenedores acrilicos para el manejo de materiales biolégicos
radioactivos.

6. Sondas para deteccién de contaminacion.

7. Batas, mascaras, guantes y cobertores de antebrazos para los
operarios.

8. Auvisos, simbolos de radioactividad en cinta y placas fijadas tanto en
los lugares de acceso como en los sitios o implementos de trabajo con
material radioactivo.



Anexos

81

9.  Kit de descontaminaciéon de material radioactivo que contiene:

e Tambor de almacenamiento y tambor de transferencia
e  Tambor de fibra recubierto de plastico (30 gal)

e  (Cubierta para zapatos

. Guantes, respiradores

e Un galén liquido para descontaminar

e Toallas para descontaminar

e  Bolsas plasticas, escobas, esponjas, cable, cepillos

e  Seriales de advertencia

10. El almacenaje de desechos en proceso de enfriamiento se hace en un
almacén de campo debidamente rotulado y aislado en tambores
plasticos con sus respectivas fechas de sellado y con la identificaién
de los 1s6topos en ellos contenido.
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Introduccion Corta al Uso de Radioisétopos y
Comportamiento en el Hot Lab del CIAT

Existen reglas de comportamiento y precauciones especiales para laboratorios donde se
efectiian trabajos con radioisétopos. La exposicién a la radiacion debe reducirse
al minimo y la incorporacién de ésta debe evitarse a toda costa. Los siguientes
puntos deben ser observados:

1. Queda terminantemente prohibido fumar, comer, beber o maquillarse dentro del
area restringida.

74 El ingreso al drea restringida queda terminantemente prohibido a personas que
no tengan el permiso respectivo. Debera hacerse sdlo con ropa protectora (bata).
No usar ropa contaminada.

3. No pipetear reactivos con la boca.

4. Usar guantes durante el trabajo con sustancias radiactivas. Desecharlos o
sacarselos antes de abandonar el laboratorio. No tocar nada fuera del drea de
trabajo con los guantes.

o. Lavarse las manos después de manipular sustancias radiactivas y comprobar si
hay contaminacién de cuerpo o de ropa.

6. Mantener el drea de trabajo limpia. Hacerle chequeo antes y después de realizar
algun trabajo. Cubrir el drea con papel absorbente, el cual debera ser cambiado
si se contamina. Usar bandejas para atrapar liquidos en caso de accidente. No
colocar ni cuadernos ni libros sobre el area de trabajo.

7. Marcar los objetos contaminados; mientras tanto, protegerlos con una pantalla.
Objetos que salgan del area restringida deberan ser bien chequeados con el
Gaiger.

8. Limpieza de utensilios; informarse sobre la mejor manera de efectuarla.

9. Los desechos radioactivos se colocaran en los contenedores designados para ello,
Durante el trabajo se deben utilizar basureros temporales con bolsas de plastico
para facilitar el manejo de los desechos.

10. EI trabajo en el area restringida queda absolutamente prohibido a mujeres
embarazadas.

11. Avisar a los responsables sobre cualquier tipo de accidente o contaminacion
personal y acatar en todo momento las normas y consejos de los responsables del
laboratorio.

Nombre: Lab:

Fecha:

Firma:

Carnet: Responsable:
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