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Extraccién, Purificacion y Determinacion de la
Concentracion del ADN

Extraccion De ADN Total
Basado en el métado de Dellaporta 1983

1. Colectar 3-4 g de tejido foliar joven, en nitrégeno liquido.

2. Macerar con nitrégeno liquido en un mortero hasta obtener un polvo fino y

5eco.

Transferir a un tubo Falcon de 50 ml frio, use una espdtula fria.

4. Adicionar 16 mi de buffer de extraccidn, previamente calentado a 65°C, y 1mi
de SDS 20% (no manipular mds de 16 tubos falcon).

5. Agitar vigerosamente hasta que el tejido se mezcle bien con el buffer,
continuar mezclando durante 2 min.

6. Incubar en bafic maria a 65°C, y mezclar por inversion 5-6 veces, cada 5 min,
durante 15 min.

7. Retirar dei baflo los tubos y dejar enfriar a temperatura ambiente, durante
10 min.

8. Adicionar 5 ml de Acetato de Potasio BM frid , mezclar por suave inversién
5-6 veces.

8. Incubar en bafio de hielo durante 20 min.

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

11. Filtrar el sobrenadante a través de dos capas de miracloth en un tubo falcon
nuevo de 50 ml.

12. Adicionar un velumen de isopropanol frié {aproximadamente 18 mf), y mezclar
por inversidn de 8-10 veces.

13. Incubar a -20°C durante 2 h, y centrifugar a 3000 rpm durante 20min.

14, Eliminar el sobrenadante, y remover el exceso de isopropanol invirtiendo los
tubos sobre una toalle de papel.

15. Resuspender el precipitade en 5 ml de TsoEw0 (BOmM Tris-HCI/10Mm EDTA),
incubandoe a 65°C, preferiblemente durante 10 a 15 min con agitacién suave y
constante.

16, Adicionar un volumen de isopropanol frio y mezciar por inversidon suavemente
8-10 veces.

17. Incubar a -20°C durante 2 h, y centrifugar a 3000 rpm durante 20min,

18. Eliminar el sobrenadante, y remover el exceso de isopropanol ¢olocdndolo
invertido sobre una toclla de papel. Dejar los tubos sobre la toalla de papel
durante 1 h, para que el precipitade guede bien seco.

fa



CIAT-Protocolo de Laboratorio

19. Adicionar 200-500 g de TiwoEr (10mM Tris-HCI/IMm EDTA, que contiene
10 mg/m| ARNasa, dependiendo del tamafo del precipitade). Guardar los
tubos a 4°C toda ia noche, o incubar a 65°C, para disclver el precipitade.

20. Transferir a tubos eppendorf y correr 2 pl de muestra en un gel de agarosa
para ver la calidad. Medir la conceniracion en el Fluorometre. Guardar el
ADN a -20°C para almacenar a largo plazo ¢ a 4°C si se va a almacenar

durante 1 o 2 dics.

Buffer de Extracccién (Para 1 litro de solucidn)

Reactivo Valumen |
100mM Tris-HCL 100 ml de IM Tris-HC! |
50mM EDTA 100 mi de C.EM EDTA |
500mM Nac! 100 ml de 5M Na(!

Completar el volumen con agua deionizada.

Autoclavar durante 15 min.
Adicienar 1% (w/v} de PVP (40000MW); disolver.

Adicionar 700 it de 2B-Mercaptoetanal,

Precaucion: £l 25-Mercaptoetanc! es altamente téxico, debe usarse guantes y |

mascarrilla para manipulario.
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Extraccién De ADN Minipreparacion
Medificade de Dellaporta

1. Colectar, 1 hoja o cogelio ¢ la mitad de una hoja madura; aproximadamente
0.15-0.2 g de tejido.

2. Macerar en un mortero con nitrdgeno liquido.

Transferir a un tubo eppendorf, de 1.5 mi frio, use una espdtula fria.

4. Adicionar 800 i de buffer de extraccidn, precalentado a 65°C, y 50 ul de
5D3S 20% (no menipular mds de 36 tubos eppendorf).

5. Agitar vigorosamente el tejide hasta que se mezcle bien con el buffer,
confinuar mezclando durante 1 min.

6. Incubar en bafic maria a¢ 65°C, v mezclar por inversidn 5-6 veces, durante
15 min.

7. Retirar los tubos del bafic y dejar enfriar a temperatura ambiente,
aproximadamente Zmin,

8. Adicionar 250 4l de Acetato de Potasio 5M frio, mezclar por inversién suave
5-6 veces.

9. Incubar en hielo durante 20 min.

10. Centrifugar a 12000 rpm en una centrifuga eppendorf durante 10 min.

11. Trensferir el sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo de 1.5 ml,

12. Adicionar un volumen de isopropancl frio (aprox. 70C w1}, v mezclar por
inversidn suave 8-10 veces.

13. Incubar a -80°C durante 1 h, y centrifugar a 12000 rpm durante 10 min.

14. Eliminar e! sobrenadante y remover el exceso de isapropanol invirtiendo los
tubos sobre una tealla de papel.

15, Resuspender el precipitade en 500 @ de Tscbw (50mM Tris-HCI/10Mm
EDTA), incubar a 65°C preferiblemente durante 10 a 15 min con agitacidn
suave y constante.

16, Adicionar un volumen de isopraopancl fric (500 gl) y mezclar por inversidn
suave 8-10 veces.

17. Incubar ¢ -80°C durante ! h, y centrifugar a 12000 rpm durante 10min.

18. Eliminar el sobrenadante, y remover el exceso de isopropano! invirtiendo los
tubos scbre una toclla de papel. Dejar los tubos sobre la toalla de papel
durante ! h, para que el precipitade quede bien seco.

19, Adicionar 100-200 ¢l de TioEr (10mM Tris-HCI/IMm EDTA, que contiene
10 mg/ml RNAsa, dependiendo del tamafie del precipitade). Guardar los tuboes
@ 4°C toda la noche, o incubar a 65°C para disolver el precipitado.

20.Transferir a tubos eppendorf y correr 2 il de muestra en un gel de agarosa
para ver la calidad.

{3
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21. Medir la concentracién en el fluorometro. Guardar el ADN ¢ -20°C para
almacenar a largo plazo & a 4°C si se va a almacenar durante 1 o 2 dias.

Buffer de Extracceién (Para ! litro de solucidn)

Reactivo Volumen

100mM Tris-HCL 100 ml de IM Tris-HC!
50mM EDTA 100 ml de O.EM EDTA
500mM NaCl 100 ml de 5M NaCl

Completar el volumen con agua deionizada.

Autoclavar durante 15 min,
Adicionar 1% (w/v) de PVP (40,000MW); disalver.
Adicionar 700 i de 2pB-Mercaptoetanol.

Precaucion: Fl 2p-Mercaptoetanc! es aitamente toxico, debe usarse guantes y

mascarrilla para manipularlo.
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Extraccion De ADN Total
Basado en el Método Gilbertson-Dellaporta

Recolectar hojas frescas en Nitrégeno liquido y almacenar a ~80°C.

Macerar con nitrégeno liquide.

Colocar 3 g del material macerado en un tubo falcon de 50 ml.

Adicionar 16 ml del buffer de extraccion, precalentado a 65°C.

Agregar 1 ml de 5DS 20 % y mezclar vigorosamente,

Incubar los tubos en bafic Maria a 65°C durante 20 min. Mezclando por

inversion del tubo cada 5 min.

7. Afadir 5 ml de acetato de potasio 5M frio. Invertir muy bien los tubos para
mezclar (equilibrar los tubos).

8. Centrifugar a 3000 rpm durante 15 min a 4°C.

9. Enotro tubo falcon de 50 ml estéril, agregar 10 ml de isopropanol fric.

10. Filtrar el sobrenadante con papel Miracloth en el tubo donde estd el
isopropanol,

11. Mezclar por inversién suavemente hasta que se formen hilos de color blanco
en el tubo (equilibrar los tubos).

12. Centrifugar a 3000 rpm por 20 min g 4°C,

13, Descartar el sobrenadante v lavar el precipitado con 1 mi de etanol al 70%.

14_ Centrifugar por 5 min a 30C0 rpm a 4°C.

15. Descartar el scbrenadante y dejar secar el pellet.

16, Resuspender en 500 ui de Ts0Eic agua estéril. Si es dificil resuspender
caliente a 65°C por 10 min.

17. Transferir el ADN a un tubo eppendorf de 1.5 mi.

18. Afadir 20 pl de RNAsa (10 mg/ml) e incubar a 37°C durante 20 min.

19. Centrifugar por 2 min ¢ 8000 rpm a temperatura ambiente.

20. Transferir el sobrenadante a otro tubo eppendorf,

21, Sembrar 2 ji de este ADN en un gel de agarcsa al 0.8 %.

22.Leer concentracion en el fluorometro.

ook W



CIAT -Protocolo de Laboratorio

Buffer de Extracccion

2p-Mercaptoetanol -

Reactivo Concentracidn Para 100 mi [ ] Final
Tris-HCl pH: 8.0 M 10 ml 100 mM
EDTA pH: 8.0 05 M 10 ml 50 mMm
Na(l 5 M 1G m] 500 mm
PVP1 - lg 1%

I mi 10 mM

Nota:

1. EIPVPy el 2B-Mercaptoetanol se agregan af buffer solo antes de usar

Precaucidn: £i 2B-Mercaptoetanol es altamente tdxico, debe usarse guantes y

mascarrilla para manipularlo.

!
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Cuantificacion y Calidad del ADN

Cuantificacién por Fluorometria

Para tener en cuenta:

7.

Utilizar siempre su propio patrdn de calibracién {dilucidn 1:10 (100 ug/ml) de
ADN estdndar 1 mg/ml ), colorante (10 mi, Img/ml de Hoechst 3258%) y
TNE 10X (Tris-HCl 100mM, EDTA 10mM, NaCl ZM).

Traer todos los implementos de trabajo como: Puntas p-20, guantes
respectivos, servilletas, agua destilada y la pipeta de 20 debidamente
forrada con papel pldstico.

Siempre usar guantes exclusivos para este trabajo (GUANTES DE
NITRILO) y por favor no contaminar ningln equipo u ofro instrumento con
los guantes.

Limpiar muy bien el sitio de frabajo antes y después de su empleo.

Evitar derramar solucién de trabajo al interior del fluorometro,

Lavar muy bien la celda después de su uso y limpie - Seque con KIMWPES,
debido a que estos no sueltan lanas ni rayan la celda.

Eliminer los desechos adecuadamente al terminar el trabajo

Paseos:

1

Z.

Encender el equipo 15 min antes de su empleo.

Preparar la sclucidn de trabajo (siempre fresca) tomando en cuenta el
nimero de muestras a evaluar: TNE 1X {(Tris-HC! 10mM, EDTA ImM, NeCl
0.2M, pH 7.4) (0.119/ml Hoechst 3258 en TNE 1X),

Llenar la celda con 2 ml de solucion TNE 1X y calibrar con 2 i de patrén a
100 ng/ 1. Mezclar suavemente con pipeta pasteur.

Leer de nuevo el patrdn, en este momento la lectura debe dar 100 ng/d.
Iniciar la lectura de cada muestra, empleando 2 ml de buffer y mezclando
muy bien después de adicionar los 2 pl de cada muestra.

Verificar la lectura del patrdn en cualquier momento para estar seguros que
el equipo esta funcionando bien.

Importante: *El Hoechst 3258, es un colorante altamente téxico, mutdgeno:
Usar siempre guaentes al manipulario y careta cuando se vaya a pesar y evite el
contacto con la piel.
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Calidad del ADN

1. Tomar 2 1l de ADN (de cada una de las muestras), adicionarie 2 pi de buffer
carga {azul de bromofenol 0.25% y glicerol 30%) y 7 ul de agua estéril.
2. Servir cada muestra en un gel de agaresa ol 1.0%, con bromuro de etidio a

una concentracidn final de 0.5 pg/ml
3. Observar el gel en un fransiluminador de luz UV y tomar foto.

Cuantificacién por Comparacién con Patrones de ADN de Lambda

Preparar una solucidn de ADN de Lambda (comercial) a una concentracidn final
de 100 ng/y4, el cual puede ysarse como una Secuencia ascendente de
concentraciones de solucidn-patrén de ADN (comercial) con el que se comparan
diferentes muestras de ADN de concentraciones desconocidas, asi: 1 gl de ADN
de Lambda = 100 ng , 2 = 200 ng , 3 pi = 300 ng , etc.

Sembrar en un gel de agaresa af 1.0 % con bromuro de etidio a una concentracidn
final de 0.5 pg/ml.

El cdicule apréximade de las concentraciones de las bandas se reaiiza mediante
la observacidén de la fotografia del gel, en presencia de luz ultravicleta. En donde
al comparer la intensidad de la banda de cada una de las muestras con los
patrones de lambda, se puede determinar la concentracién en ng/ul de la

muestra.
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Electroforesis

Electroforesis en Gel de Agarosa

Usar la bendeja (pequefia, mediana o grende, esta ulfimapara 2, 3y 4
peines) y peines {delgados, medianos o gruesos de 20 ¢ 30 pozos) adecuados,
dependiendo de las necesidades del ensayo.

1. Pesar la centidad de agarose requerida {dependiende del tamafic de la
bandeja del gel) y diluirla en el buffer TBE 1X 6 0.5X.

2. Calentar en microondas o en agitedor magnético con calor, hasta disolver
bien.

3. Dejar enfriar, adicionar bromure de etidio’ (10mg/ml) para que quede a  una
concentracién final de 0.5 pyg/ml, sélo si es necesario (no siempre se requiere
el uso de este reactivo en los geles de agarosa, lo cual depende de la técnica
a evaluar).

4. Servir la solucidn de agarosa en la bandeja (previamente lavada y seliada con
cinta en los bordes abiertos).

5. Eliminar las burbujas con la ayuda de una punta de micropipeta, cclocar los
peines adecuados y dejar polimerizar durante 20 min.

6. Refirar la cinta de los bordes de la bandeja, y colocarla dentro de la cdmara
de electroforesis.

7. Adicionar el buffer TBE, hasta cubrir el gel, retirar cuidadosamente los
peines para evitar romper [0S pozos.

8. Servir ias muestras en los pozos (adicionando previamente el buffer carga
tantc parc darle peso a la muestra y asi evitar que se salga del pozo como
para conocer la posicién de la muestra durante la electroforesis),

9. Conectar los electredos y programar el voltaje adecuado para cada proceso.

10. Una vez terminada la electroforesis retirar el gel de la cdmara v si no se ha
llevado a cabo el paso 5, el gel se debe tefiir en una solucidn con bromure de
etidio a 1.0 pg/ml durante 5 a 10 min.

11. Observar el gel en un transiluminader de luz UV? y tomar foto.

Precaucidn:

* El bromuro de etidio es altamente cancerigenc. Usar guantes de nitrilo o doble

guante de ldtex para su manejo.
¢ La luz uitravicleta es un agente mutagénico peligroso para piel y ojos. Siempre
usar mdscara para proteccion de la caray ojos.
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Electroforesis en Geles Denaturantes de Poliacrilamida

Reactives:

6% acrilamida: bisacrilamida (19:1) Bind-Silane

0.5% Acide acético en 95% Etanol Repel silane

10% Persulfato de Amonio buffer carga denaturante
TEMED Agua

Precaucién: La acriiamida es un agente neurotdxico. Use guantes, tapabocas, |
prepare la solucién en cdmara de extraccidn. |

Preparacién del gel de poliacrilamida

Gel de poliacrilamida  denaturante con las  siguienfes dimensiones:
38cmx50cmx0.4mm

1. Lavar dos veces cada vidrio con jabon usando una esponja diferente para
cada une (vidrio de la camara y vidric}, enjuagar bien.

2. Secar los vidrios con pape!l toalla, limpiar 2-3 veces con ETOH al $5%, usando
Kimwipe,

3. Aplicar Repel silane {300-4C0 ) sobre el vidrio de la cdmara con Kimwipe,
dejar evaporar durante 10 min.

4. Preparar la solucidn de adhesidn adicionando 3 pl de Bind-Silane a 1 ml de
dcido acético al 5% en ETOH al 95%, aplicar sobre el vidrio con movimientos
circulares. Dejar evaporar.

5. Colocar entre el vidric y el vidrio de la cdmara dos separadores, {de 0.4mm).
Fnsamblar los brazes (figuraay b).

6. Colocar el gel {aparate de secuencia) horizontalmente sobre una superficie
plana. Adicionar TEMED y APS a la solucidn de acrilamida, mezclar y servir
lentamente evitando la formacion de burbujas (figura ¢).

7. Formar frente de corrida insertande el borde liso del peine (5-6mm). Deje
polimerizar minimo 1 h, o durante toda la neche.
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Montaje gel de poliacrilamida

1. Lavar los restos de acrilamida de la cdmara, montar el gel sobre la base y
adicionar TBE 1X precalentade 50-55°C.

2. Limpiar el exceso de urea y acrilamida de los pozos con una jeringa,

3. Introducir el peine con el borde dentado (Imm) en el gei teniendo cuidado de

ne deformar el frente de corrida.

Precorrer el gel a 100 W hasta que la temperatura de los vidrios sea de 50°C.

Lavar los pozos con jeringa para remover urea (hacerlo cada vez gue se

requiera sembrar mds muestras.).

Sembrar las muestras previamente denaturadas (3 min a 96°C).

7. Correr el gel a 100 W y 1800 V aproximadamente, manteniende la

temperatura a 50°C.

RS

o

Nata:
* En un gel al 6%; el azul de bromofenol migra con bandas de aproximadamente 25 basesy el

cilen xianol migra con bandas de aproximadamente 105 bases
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Tincién Con Nitrate De Plata

Soluciones requeridas:

1. Fijadora.

2. Tincion: Nitrato de plata.

3. Reveladora.

4. Parada,

(Ver anexo preparacion de soluciones)

Procedimiento

1. Luego de la electroforesis, quitar brazos y coiocar la camara sobre und
superficie plana.

2. Separar los vidrios ejerciendo presidn sobre uno de ellos,

3. Tifla el gel (colocdndalo siempre hacia arriba) siguiende los siguientes pasos:

Paso Solucidn Tiempo

A Fijador 20 min

B Ho(O deionizada 3 veces x 2min

C Tincién 30 min

D H»>O deionizada 1C seq. (Paso critico, ver nota 4)
E Revelador 2-5min

F Parada 5 minu

G H2O deionizada 3 minu

4. Nunca sdicionar solucidn directamente sobre el gel.
B. Colocar el gel sobre soporte, dejar secar toda la noche. Luego podrd ser

fotografiade o analizado en escaner.

Notgs
{-La calidad del agua es muy smpertante. Usar ague deromzada (18 mili-ohmios) para los lavedes v

agua bidestilada para la preparacidn de todas las soluciones.

2-Los pasos que involucren uso de Formaldehido y daido acétice deben hacerse en cdmara de
extraccidn

3-La solucidn de revelado debe estar entre 8-10°C. (Paso critico para un buen revelado)

4-£i tiempo del lavado después de la tincidn no debe exceder jos 10 seg. Si esto ocurre repetir el
paso de tincidn de 30 min,

5-Nunca arrojor la solucidn de AgNO; al desague. Después de usar la soiucidn de tincién

{10 veces) adicienar 5 g de NaCl por Litro/Sln, dejar decantar, filtrar con Whatman 3M vy

descartar ei AgCl en desechos orgdnicos.
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Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de
Restriccion (RFLPs)

Digestion de ADN gendmico

1. Diluir el ADN de cada muestra en agua estéril, para tener una coencentracidn

final de 10 9.
2. Para cada muestra se requiere:

Reactivo Concentracidn Final
ADN 10 g

Buffer 10X 1X

Espermidina 40mM 4Mm

Enzima 50U

3. Preparar un cdctel general (con ei buffer, la espermiding, y la enzima, en el
mismo orden), dependiendo del ndmerc de muestras a digerir con cada
enzima'. Debe mezclarse muy bien al adicionar la enzima.

4, Adicionar el céetel a cada muestra de ADN diluide, mezclar muy bien.

Incubar a 37°C durante toda la noche,

6. Revisar la digestion del ADN en un gel de agaresa al 1% {TBE 1X), correr la
electroforesis a 80V durante 2 h.

7. Observar el gel en un transiluminador de luz UV y tomar foto.

Correr una electroforesis definitiva en un gel al 0.8% -1% x 300 ml

empleando un peine de 30 pozos x lmm sin Bromuro de etidio.

9. Puede usarse TBE 1X o TBE 0.5X, si es 1X, correr el gel a 22V durante la
noche, si es de 0.5X, correr el gel durante el dia, a 33 V.

10, Tefir el gel en una selucidn de bromure de etidio (1.0 pg/ml) durante 5-10 min
y tomar foto.

o

o

Nota:
1, No todas las enzimas trabajan bajo las mismas condiciones por lo cual deben tenerse en

cuenta algunos factores antes de planear uma digestidn, ya que dependiendo de la casa
comercial tienen requerimientos especiales como el uso adicional de BSA, o incubar a

diferentes temperaturas.
Todus las enzimes son Idbiles a altas temperaturas, deben ser manipuladas siempre en hielo.
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Digestién de ADN del Bacteriéfage Lambda (A)

{Usar como patrdn en geles de agarosa)

Enzima = Pst I

ITniciall [final] Vf = I mi
L ADN 500 ng/ud 50 ug 10 i
Pst I 20U/l 2/ g Hul
Buffer 10X 1X 100 ut
Hgo 795 fJi

*Verificar la concentracidn del A comercial y ajustar las cantidades segin corresponde,

Incubar a 37°C durante 3 h. Tomar una alicuota de 5 pl. Visualizar en un gel de
agerosa al 1%. Parar la digestion con buffer de carga (10% del volumen final),
Guardar a -20 °C.

Nota:
*| os marcadores Lambda/HindIIT o Lambda/PstT constituyen una referencia Gtil para calcular

los pesos moleculares de fragmentos de ADN después de la separacidn electraforética.
Transferencia o Southern Blot
Depurinacion:

1. Colocar el gel en 500 ml de HCl 0.25N con agitacidn constante durante 15 min
{0 hasta que el azul de bromofenol del frente de corrida del gel se forne

amarillo).
2. Descartar el HCl y lavar el gel dos veces con agua deionizada.

Denaturar:

1. Adicionar 500 ml de NaOH 0.5N / NaCl 0.5M, agitar durante 3G min.

.

Transferencia:
————————— Ao Peped, i

2 PapeiWhetuman

Hybend B+
U Gl Agarotq
e Papel ‘Whatman
A I fuente de papel {Whatman}

BABEANSUSAAER NN Vit

:
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1. Preparar la solucidn de transferencia en NaOH 0.5N /NaCl 0.5M (1 L. por gel)

2. Hacer un corte en la esquina superior izquierda tanto del gel come de la
membrana para la identificacidn posterior.

3. Cortar la membrana de nylon con las mismas dimensiones del gel y marcar con

ldpiz en unc de los extremos la identificacidn del gel que se va a transferir.

Colocar en una bande ja pldstica solucidn de transferencia (suficiente).

Colocar un vidric que haga puente scbre ia bandeja.

6. Humedecer una tira de papel whatman 3MM con solucién de transferencia y
colocarla en posicién contraria al vidrio de tal manera que los extremos del
papel se humedezcan en la solucién.

7. Sobre el papel colocar una tira de papel corta (papel whatman 3MM), del
ancho del gel que se va a transferir, previamente humedecida en solucidn de
transferencia, retirar las burbujas’.

8. Colocar el gel sobre la tira de papel con los pozos hacia abgjo!

9. Colocar sobre el gel la membrana de nylon (Hybond N+), previamente
humedecida en solucidén de transferencia y del mismeo tamafio det gel’.

10. Sobre la membrana colocar 2 tiras adicionales de papel, previamente
humedecida en solucién de transferencia’.

11. Colocar papel periddicc sobre todo el mentaje para proporcionar peso. Si se
emplea una superficie plana, se puede colocar sobre el papel periddico un
peso adicional para obtener una presidén pareja en la superficie de secado,

12, Dejar lg transferencia durante toda la noche®.

13. Desmontar la transferencia al dia siguiente.

14. Lavar el filtre en una solucién 2XSSC x Tris HCl 40mM a pH7.5 (200mi)
durante 5 min.

15. Secar los filtros sobre papel toalla durante 3 min.

16. Fijar el ADN a la membrana en un stratalinker.

17, Guardar el filtro en una bolsa plastica o, papel pldstico a 4°C hasta su uso.

L o

Nota:

1. Asegurarse que no hay burbujos de aire sobre cada capa {papel) que se va incorporendo 2l
sistema {$ entre ln tira de papel, &l gel y la membrena), para lo cual se debe rodar una pipeta de
vidria scbre lo superficie expuesia

2. 5i se va a dejar la transferencia por mds de un dia se deben cubrir los extremos libres de la
bandeja con papel pldstico para evitar que se evapore el buffer de transferencia.
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Hibridizacién

Buffer de pre-hibridizacion

Para preparar 2 litros de buffer de hibridizacién (Churchili y Gilbert)

1.

2.

Adicionar 500 ml de agua deionizada {a 70°C) en una botella de 2 litros.

Pesar 72 g de fosfato de sodio (monobdsico), y gradualmente adicionarle a
agua, revolver en un agitador magnético

Pesar 268 g de fosfate de sodio (dibdsico heptahidratade, o 142 g de
fosfato de sodio (dibdsico) anhidro; una vez que la sal monobdsico se ha
disuelto, adicionar la dibdsica.

Mantener en agitacion hasta que toda la sal se halio disuelte. Adicioner
700m| de SDS cl 20%, Mantener en agitacion.

En un erlenmeyer de 500 ml, adicionar 300 ml de agua deionizada a
temperatura ambiente; pesar 20 g de sero albdmina bovina (BSA), y adicionar
agua mienfras mezcla en un agitader magnético. Mantener en agitacién hasta
que ¢l BSA este completamente disuelto quedando una solucidn amarillc
verdosa,

Adicionar lo solucién de BSA a la botella de 2 litros y continuar agitando
hasta que el buffer este completamente hemogéneo, alrededor de unos 5 min
El buffer de hibridizacién esta listo para usar (no calentar el buffer por
encima de 70°C después de adicionar el BSA).

Pre-hibridizacidn

o

Poner a hervir agua en un vaso de precipitado. Denaturar en un tubo, falcon
suficiente ADN esperma de Salmén, incubar en agua hirviendo durante 5 min,
Usar 1 mi de ADN esperma de Salmon (10 mg/ml) para cada 100 ml de buffer
de hibridizacicn,

Transferir rapidamente a hielo y dejar durante 5 min.

Distribuir los filtros que se van hibridizar, de manera que se puedan colocar
dos juegos de filtros simultdneamente en las cajas.

A dos cajas de hibridizacion pldsticas, vacias y limpias, adicionar 30 ml de
buffer de hibridizacion (a aprox. 65°C), usando un tubo faicon.
Inmediatamente colocar boca arriba un filtro de cada juego en cada caja.
Adicionar 30 ml de buffer hasta cubrir complietamente los filtros en las
cajas.

Colocar otro filtra, boca arriba, en cada caja.

Repetir los pasos 4 y 5 hasta que todos los filtros hallan side colocados en las

cajas.
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Adicionar 1 m| de ADN esperma de Saimdn denaturado para 100 ml de buffer
y agitar suavemente las cajas para mezclar.

Cubrir las cajas con una caja vacia, y transferir a una incubadora a 65°C, con
agitacién. Continuar la incubacion minimo 3 h, o hasta que la sonda marcada
sea liberada en las cajas. No es necesario pre-hibridizar los filtros toda la
noche.

Marcaje de sondas
{Para 3-6 filtros en 90-150 ml de buffer de hibridizacién).

L

5.
6.
7.

Transferir a un tubo eppendorf 200 ng (1-21 1) de ADN para ser marcado.
Denaturar el ADN incubdndolo en una plancha caliente ¢ 100°C durante
5 min.

Incubar rdpidamente en hielo durante 5 min.

Adicionar 29 4l de céctel, (4 yf de cada dNTP, excluyendo DAP, 5 i de
mezcla de primer/BSA, b ul de buffer, 2 4 de enzima Klenow, 3-5 i de
2P DAP,) y transferir a un bafio de agua a 37°C durante 2-3 h.

Purificar la sonda pasdndole o través de una columna de sephadex (6-50),
centrifugar durante 3min.

Denaturar la sonda marcada calentdndala a 100 °C durante 5 min.

Poner inmediatamente en hielo durante 5 min.

Adicionar la sonda marcada a los filtros en el buffer de hibridizacidn.

Hibridizacién y lavados

(Un méximo de 12 cajas deben ser manipuladas a la vez, por ejemplo para coda
4 litros deben prepararse 2 buffers de lavado)

1

2.

3

o

Hibridizar los filtros minimo 16 h.

Descartar el buffer de hibridizacién caliente en un contenedor apropiado
para estos desechos.

Adicionar a cada caja 300 ml del 1I¥ buffer de lavado (2X$SC/0.1SDS) a
65°C.

Incubar a 65°C durante 20 min {No mds de 20 min).

Descartar el buffer de lavado caliente en un contenedor de desechos
apropiado: medir la actividad en los filtros. Si las cuentas por minuta (cpm)
pera cada filtre es > 1500 cpm ir a al pase 6, si no ir al paso 9.

Adicionar 300 ml del 2° buffer de lavedo (0.5XSS8C/0.15DS) a 65°C.

Incubar a 65°C durante 10 min (No mds de 10 min).
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8. Descartar el buffer de lavado, y medir la actividad de los filtros. Si cada
filtro tiene mds de 1500 cpm, repita los pasos 6-7.

9. Colocar los filtros boca arriba scbre una toalla de pape! durante 30-60 min.

10. Colocar una pantalla intensificadora dentre de cada cassette, organizar los
filtros medio secos boca arriba denfro de los cassettes, colocar unc hoja de
acetato para proteger la pelicula de los filtros, seguide por una hoja de
pelicula, finalmente colocar otra pantalla. Meter los cassettes en una belsa
negra y llevar a -80°C durante 3-5 dias, dependiendo de la actividad de los
filtros. Una buena regla para la exposicion es: < 500: B-7 dias; > 500 < 1000:4
dias; > 1000 « 1,500:3 dias.

11. Remover los cassettes del congelador de -80°C, v dejar que se calienten a
temperatura ambiente antes de abrir, 1-2 h. Remover la pelicula y revelarla,
encubando en le solucidn de revelado durante 2-5 min, en agua corriente
2 min, en el fijador 2-5 min, y en agua corriente 5 min. {No exceder mds de

5 min en el revelader).
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Transformacion y Minipreps

Células Competentes

N

o

8.
g.

Inocular 3G ml de medic SOB con una colonia fresca, en un frasco de 500 mi.
Incubar a 37°C con agitacion constante durante toda la noche.

Diluir 0.5 m| de células en 500 mi de medic SOB, en un frasco de 2 L.
Incubar a 37°C con agitacion constante por 4-5 h, hasta alcanzar una
densidad dptica de 0.8,

Centrifugar a 5000 r.p.m. por 10 min. {centrifuga Beckman, rotor JA1D
(2600 g)}.

Resuspender el pellet en 500 mi de glicerol al 10% (v/v) estéril y frio.
Centrifugar o 5000 rpm por 15 min. Descertar cuidadosamente el
sobrenadante cuando este traslucide, sine centrifugar por mds tiempo.
Repetir los pasos 6 y 7.

Resuspender el pellet en 2 ml de glicercl nuevamente al 10% (v/v), puede ser
utilizado el que queda en las paredes del tubo.

10. Dispensar alicuotas de 20 pl en tubes colocados en bafic de etanol-hielo.
11, Almacenar a -70 °C.

Electroporacion

1.

2.

b

o

8.

9.

Enfriar en hielo las celdas estériles.

Servir en celdas, los 20 gl de células competentes y entre 1-15 il de
pldsmido.

Ubicar las celdas en la cdmara del electroporardor con agua hielo.

Estar pendiente de que el interruptor este en el punto donde estd la celda
blance, teniendo en cuenta que siempre debe estar el juego completo de
4 celdas.

Para iniciar cada chogue, el regulador de pulsos debe estar en posicidn de
carga (Charge).

Se presiona el botén UP, hasta alcanzar un voltaje de aproximadamente 415,
Una vez alcanzado este nivel, se cambia el interruptor a la posicion de
armado (Arm).

Se espera a que el voltaje llegue a 405 exactamente y se oprime el botén

TRIGGER.
Se mueve el interruptor a la celda siguiente y asi sucesivamente,

10. Une vez electroporado, se cultivan las células en medio SOC (Iml), para

recuperarlas, durente 2 h a 28°C y 250 rpm,
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11

12

Plaquear en medio LB con los antibidticos de seleccién del pldsmido que se

insertd.
Se selecciona una sola colonia para hacer el miniprep y el resto para stock.

Minipreps por Lisis por Calentamiento

L.

P

o

8.
9.

10.
11
12.
13
14,
15.

16.
17.
18,

19.

20.

21,

22,

Tomar una colonia e incubarla en 3 ml de LBroth liqguide + Ampicilina
[100ug/mi], a 37°C x 160 rpm durante toda la noche.

Transferir 1.5 ml del cultive ¢ un tubo eppendorf de 1.5 ml.

Centrifugar 12000 rpm durante 2 mina 4°C,

Descartar el sobrenadante.

Repetir ios pasos 2, 3, y 4 v secar el tubo invirtiéndolo sobre una toalla de
papel.

Adicionar 520 pl de STET (NaC! O.IM, TrisHCI pH: 8.0 10 mM, EDTA pH: 8.0
ImM, Tritdn X-100 al 5%). Resuspender fuertemente.

Adicionar 32 (il de lisozima fresca (solucion de 10 mg/ml en 10mM Tris-HC
pH: 8.0). Mezclar suavemente hasta que se disuelva el precipitado.

Incubar en un bafio maria a 100°C durante 60 segq.

Retirar los tubos del bafio y centrifugar a 14000 rpm  durante 10 min a
temperatura ambiente.

Remover el precipitade con un palillo estéril.

Adicionar 52 ul de acetato de sadie 3M pH: 5.2 v 600 ul de Isepropanst frio.
Mezclar suavemente, invirtiendo el tubo.

Incubar ¢ temperatura ambiente durante 5 min.

Centrifugar a 14000 rpm durante 10 min a 4°C.

Descartar el socbrenadante y dejar secar invirtiendo los fubos sobre una
toalla de papel.

Lavar el botén celular adicionando 1000 il de etanol frie al 70%.

Centrifugar a 12000 rpm durante 2 min a 4°C.

Descartar el sobrenadante y dejar secar completamente a temperatura
ambiente.

Resuspender el botdén de dcidos nucleicos en 50 yl de TE (TrisHCI IM; EDTA
0.5M, pH: 8.0).

Adicionar ARNasa (10 mg/mi) para remever el RNA.

Incubar durante 20 min a 37°C.

Hacer un gel de agarosa al 1%, para visualizar los pldsmides.
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Purificacion De Sondas
Elusién de Bandas

Desde un gel de agarosa LMP.

Cortar el pedazo de agar que contiene la banda

Colocaria dentro de un tubo eppenderf de 1.5 ml.

Incubar en un bafie maria a 75°C durante 20 min.

Adicionar ! volumen de fenol.

Mezclar e incubar o -80°C durante 30 min,

Dejar a temperatura ambiente durante 10 min,

Centrifugar a 12000 rpm durante 10 min a 4°C.

. Transferir el sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo,

10 Adicionar 1 velumen de butanal.

11. Centrifugar ¢ 12000 rpm durante 5 min a femperatura ambiente.

12, Descartar el sobrenadante (fase de butanol).

13. Adicicnar 1 volumen de isopropanol a la fase inferior, mezclar por inversidn,

14 Centrifugar a 12000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente.

15. Descartar el sobrenadante, y precipitar la fase inferior con 1/10 de volumen
de acetato de sodio 3M pH: 5.2y 2.5 volimen de etanol al 96%.

16. Incubar a -80°C durante 30 min ¢ -20°C durante 2 h.

17. Centrifugar a 12000 rpm durante 20 min a 4°C.

18. Lavar con etarol al 70%.

19. Secar el botdn celular y disolverlo en 30 ¢ de H20.

20.Ver el producto (3 ¢} en un gel de agarosa al 1%.

NN O AWy

Digestién De Pldsmidos™

Reactivo Concentracién Final
ADN de pldsmido 16-20 44

Buffer 10X 1X

Espermidina 40mM AmM

Enzima (PstI) 5U

H20O

*Ver la digestion en un gel de agaroesa al 1%.
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Amplificacién de Insertos de Plasmidos

1. Preparar en un tubo eppenderf estéril de 1.5 ml el cictel de la reaccién que
contenga todos los reactivas enumerados a continuacion, excepto el ADN del

pidsmido.
Reactivo Concentracion Stock  Concentracién final
Agua bidestilada estéril Ajustar a 25
Buffer 10X 1IX (25 uh)
MgCl, 25 mM 2.5 mM
DNTPs 2.5 mM 0.2 mM
BSA (opcional) 100X IX
Cebadorl 10 M 0.2 uM
Cebador 2 10 1M 0.2 uM
Tag polimerasa 5 U/ 05U
ADN pldasmido 1 ng/u 5.0ng
Volumen Total 25 4

Adicionar a cada tubo el cdetel,

Adicionar B 4 de pidsmido a cada tubo, mezclar suavemente.

Amplificar usando programa abaje descrito.

Cuentificar la concentracion de inserte (por fluorometria).

Verificar la amgplificacidn cargando 5 (i de cada muestra {1 i de ADN + 5 4
de buffer carge (azul de bromofenol 0.25% y glicerol 30%) + 3 pl de agua
estérill en un gel de agarosa al 1%, con bromuro de etidio (0.5 pg/ml), e

incluir un marcador de tamario.

N Al

Programa:

Paso Temperatura Tiempo

1 94°C 1 min

2 94°C 1 min

3 55°C 2 min

4 72°C 3 min

5 29 ciclos desde el paso 2

& 72°C 15 min

7 14°¢ Indefinido |
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Polimorfismos de ADN Amplificados Aleatoriamente
(RAPDs)

Dilucion del ADN

Con la concentracién del ADN cbtenida en el fluorometro preparar las diluciones
a 10 ng/ul necesarias para su posterior amplificacién (RAPDs, o microsatélites),
como sigue!

V=L Ve
Amplificacion
1. Preparar en un tubo eppendorf estérii de 1.5 ml el céctel de la reaccidn

(dependiendo del nimero total de muestras) que contenga todos los reactivos
enumerados a continuacidn, excepte el ADN.

Reactiva Concentracion Stock  Concentracion final
Agua bidestilada estéril Para completar volumen
Buffer 10X 1X

MgCl, 25 mM 25 mM

DNTPs 25 mM 0.2 mM

BSA (opcional) 100X X

Primer (OPERONY* 6-10 uM 4.0 uM

Taq polimerasa 5 U/l w

ADN 10 ng/id 25 ng

Volumen Total 125 4

*La concentracién del primer varic entre 6 o 10 pM, perc la concentracidn final debe quedar
oproximadamente a 4 uM, en general se trabaja con un volumen fijo = 2 41 de cada primer
independiente de la concentracidn de cada primer.

Notas:

1 Elagua empleada tanto para las diluciones del ADN, como para la amplificacidn de las mismas
debe ser tipo HPLC 6 agua bidestilada estéril {(autoclavada y fittrada).

2 Esimportante estandarizar las concentraciones dptimas de MgCl, v Tag-polimerasa con cada
nueve lote de enzima, buffer y MaClz.

3 El ADN debe ser diluide a 10 ng/il. Es importante la cuantificacidn precisa de la
concentracidn del ADN, para asegurar la calidad de o amplificacidn.

4 Laenzima debe afiadirse siempre al final.
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w

Colocar el ADN en la caje de ELISA.
Agregar el cdctel a cada una de las muestras.
Si es necesario (si el termociclador lo reguiere) se debe adicionar a cada

muestra 50 14 de aceite mineral.
Cubrir la caja con papel pidstico o con su respectiva tapa (esto depende del

tipo de termociclador que se emplee).
Cotocar la placa en el termociclader (MJ Research, PTC-100 o PTC-200),

previamente programado.

Programa:

Pasa Temperatura Tiempo

1 94°C I min

v 4z°C 15 seq

3 72°C 1 h 10 min
4 91°C 15 seg

7] 42°C 15 seg

6 72°C 1h 10 min
7 36 ciclos desde el paso 4

8 14°C Indefinide

Electroforesis

b

Servir el producto de PCR en un gel de agarosa al 1.5% en TBE 05X, con
bromuro de etidio (0.5 pg/ml), e incluir un marcador de tamafio. Después de
la amplificacion adicionar a cada muestra 1/1C del volumen de buffer carga
{azul de bromofencl 0.25% vy gliceral 30%).

Cerrer la electroforesis a 280-300QV durante 1 h aproximadamente,

Observar al UV y tomar foto.
Hacer la lectura directamente de la foto, armar una matriz (Excel) con los

dates.
Analizar los resultados (NTSYS).
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Polimorfismo de los Fragmentos Amplificados (AFLP's)

Digestion del ADN Gendmico con Enzimas de Restriccion
Tomado de Gibeo (cat. No. 10578-021), Adaptado en CIAT, para yuca,

Es esencial evitar digestiones parciales del ADN gendmico, lo cual puede originar
reconocimientos incorrectos de los polimorfismos.

Preparacion del coctel:

1. Adicionar a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml lo siguiente:

Reactiva (final] Volumen
ADN 250 ng 2.5 i
Eco RI/Msel 5U 1.0 yl
Buffer 5X 1X 2.5 pl
H»O bidestilada 65 ul

VE =125 4

2. Mezclar suavemente y centrifugar brevemente para recolectar la reaccidn en

el fondo del tubo,

Incubar 37°C durante 2 h a 37°C.

4. Incubar la mezcla durante 15 min a 70°C para inactivar las enzimas de
restriccion.

5. Incubar el tube en hielo 5 miny recolectar per centrifugacion.

a3

Ligacién de Adaptadores

1. Adicionar al ADN digerido del paso anterior:

Reactivo Volumen
Solucidn de ligacién-adaptador 12 4
T4 ADN ligasa (1 U/ul) 0.5 i

2. Mezclar suavemente a temperatura ambiente, y centrifugar brevemente para

recolectar el contenido.
Incubar a 20°C + 2°C durante 2 h.
4. Hacer una dilucién 1:10 de la ligacidn, como sigue:

w
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5. Tomar 10 pl de la muestra y fransferir a un tubo de microcentrifuga de
1.5ml.

Adicionar 20 pl de Te buffer y mezclar bien.

7. La solucidn restante de la reaccion puede ser almacenada a -20°C.

o

Reacciones de Preamplificacion (PCR +1/+1)

1. Preparar un cdctel de amplificacion como sigue:

Reactivo Volumen
ADN diluido 1:10 (ADN de la ligacidn pase 4} 2.9
Pre-amp primer mix 20 i
Buffer PCR 10X + Mg 2.5
Tag-ADN polimerasa (1 unidad/ ) 0.3 4l
Agua destilada 07 u
Volumen total 25

2. Mezclar suavemente, centrifugar brevemente para recolectar el contenido
para amplificar durante 20 ciclos (programa AFLP+1), guardar a -20°C,

Programa:

Paso Temperatura Tiempo

1 94°C 30 seg

2 56°C 1 min

3 72°C : 1 min

4 19 ciclos desde el pase 4

5 14°C Indefinido

3. Hacer dilucion 1:50 de la siguiente manera: transferir 3 yl o un fubo de

microcentrifuga de 1.5 mi, que contiene 147 yl de buffer TE. Almacenar el
resto de PCR + 1 sin diluir a -20°C.
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Amplificacién AFLP Selectiva (PCR +3/+3)

1. Por cada par de primer, adicionar el siguiente cdctel a un tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml, marcado como mix 1.

Reactivo Volumen
Primer Ecorl 0.54
Primer Msel (+ dNTPs) 4.5u
Tatal 5.0u

2. Enotro tubo marcado come mix 2:

Reactivo Volumen
Agua bidestilada 7.9 u
Buffer de PCR 10X + Mg 2.0
Tag-ADN polimerasa (5 unidades /pl} o1
Volumen total (para una reaccién) 10 4

3. Adicionar mix 1y mix 2 a un tubo de PCR de 0.2 yl con 5 4l de PCR+1 diluide:

Reactivo Volumen

ADN (diluido 1:50) 5 ul

Mix 1 (primers/dNTPs) 54l

Mix 2 (Tag-polimerasa/buffer) 10 4

Volumen total 20 1

4. Mezclar suavemente vy cenirifugar brevemente para colectar la reaccién.
5. Amplificar con el programa AFLP+3,

6. Almacenar las muestras a -20°C.

7. Adicionar a cada muestra 4 ul de buffer de corrida,

8. Denaturar las muestras a 94°C durante 3 min.

9. Servir 4 ul de cada muestra en un gel de poliacrilamida al 6% en condiciones

denaturantes.
10. Correr a 100 Vaties durante gproximadamente 2 h a 50°C.

11. Desmontar y tefiir con nitrate de plata.
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Programa (AFLP + 3):

Paso Temperatura Tiempo

1 94sC 30 seg

2 65°C 30 seg

3 72°C 1 min

4 94°C 30 seg

5 65°C 30 seg -0.7/cyc
& 72°C L min

7 11 ciclos desde el paso 4

8 94°C 30 seg

9 56°C 30 seg

10 72°C 1 min

11 22 ciclos desde el paso 8

12 14°C Indefinido

Tiempe aproximado de duracidn de la amplificacion, 2 h 10 min,
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Microsatélites o Repeticiones de Secuencias Cortas

(SSRs)
Marcaje de Oligos
Reactivo Volumen
Olige (10 pmot/ul) 2 pl
Buffer 2 ul
T4 ADN Kinasa 1l
Gamma %P 5 pul
H20 10 ul
Total 20 pl

Incubar a 37°C durante 1h 20 min, y parar la reaccidn incubando a 65°C durante
20 min. El oligo marcedo es adicionado directamente a la caja de pre-
hibridizacidn (después de cambiar el buffer).

Pre-hibridizacion, Hibridizacion y Lavados de los Oligos

Prepare como minimo 2 litros de buffer de pre-hibridizacidn.

Buffer De Pre-Hibridizacién

Reactivo Volumen

10 mM Na;HPO, (pH6.8) 200 ml de 0.1IM
0.5% SDS 50 ml de 20%SDS
6XSSC 600 ml de 20XS5C
0.1% leche deshidratada (descremada) 2¢g

ImM EDTA 4 ml de 0BM

1. Pre-hibridizar los filtros en cajas grandes a 68°C durante 2-7h con 400mi
(o mds si se hibridizan mds de 4 fiitros) de buffer; cambiar el buffer con
buffer fresco, pre-calentade a temperatura apropiada {-5°C de el Tm
(temperatura de anillamiento) para cada Oligo}, justo antes de adicionar el
oligo marcado.

2. Lavar con 6X5SC y 0.1SDS durante 5 min 2 veces; si la sefial es aln muy
caliente (>100000 cpm) pueden prolongarse los lavados.



CIAT-Protocolo de Laboratorio 30

Protocolo Sencillo para Desarrollar Microsatélites en Yuca

Importante:

*Se asume que la libreria enriguecida estd hecha con anterioridad, y clonada en el sitio del
polylenker de PUCLE, v les clones positives identificades y aislados con anterioridad por seleccidn
de microsatélite de las librerias y miniprepss de pldsmidos, usando el kit de extraccidn de

minipreps QLAprep (QIAGEN GMBH).

1. Chequear la calided dei pldsmide corriendo 0.5 pl del mismo en un ge! de
agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio. Estimar la concentracidn
incluyendo el ADN de lambda (sin digerir) de 100 ng, 250 ng, 500 ng, y
1000ng {en este caso la concentracién se ha estimado con anterioridad en
500 ng/il para casi todos los clones, de aproximadamente 25 plen 10mM

Tris-HCL pH 7.5).

2. Montar 2 PCRs de secuenciacidn, con los primers MI13 universal v M13
reverse, Para cada clene comao sigue:

« 4 4] colorante reactivo, mezclar

e 2 ul relevant primer (concentracion 0.8 pM/ul)

» 500 ng ADN plasmidico (en este caso 1 )
s Llevar a 10 ul con agua deionizada estéril (en este caso 3 pi).

3. Hacer el PCR de secuenciacion: para un volumen de 10 1!

Colocar los tubos en la mdquina de PCR.

Programa:

Pasa Temperatura Tiempo

1 g6°C 30 seqy

2 50°C 15 seq

3 60°C 4 min

4 25 ciclos desde el paso !

5 4°C Indefinide

Guardar hasta que este listo para precipitar.
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4. Los productos de PCR se deben limpiar antes de ser cargados en el gel de
secuencia, para remover nucledtidos no-incorporados al celorante-marcado.
La reaccion de PCR se puede limpiar usando columnas de sephadex (CIAT), lo
cual es de hecho preferibie para rescatar fragmentos pequefios, o por
precipitacién con alcohol donde la resina de sephadex y las jeringas no son
necesarias,

Protocolo de limpieza por precipitacion

« Transferir la reaccion de PCR a microtubes de 1.5 mi,

« Para esto, adicionar 1 de acetato de sodie 3M (pH 5.2, muy importante)

« Adicionar 22 ul etanol abseluto frid (grado analitice).

* Dejar a temperatura ambiente durante 1 h.

¢ Precipitar el producto de PCR centrifugando a 4°C durante 30 min,
observar la orientacién del tubo,

* (Con mucho cuidado remueva el etanol del sobrenadante aspirande o
usando la punta de una pipeta. Tenga cuidade de ne alterar el precipitado
visible.

s Adicionar 250 ul de etanol 70% (grade analitico), centrifugar durante
10min a 4°C, colocando antes un tubo en la misma orientacidn,

» Secar durante 1 min al vacid.

5. Haocer el gel de secuencia, (ver secuenciacidn) y dejarlo durante 2 h.
Adicionar 3 ul de buffer de carga de secuencia (5:1 formamida deionizada:

azul dextran). Denaturar a 90-100°C durante 2 miny cargar 1.5 g de cada
muestra,

6. Una vez hecha la secuenciacidn, extraer el gel y rastrear las lineas
apropiadamente, asegurdndose que las lineas correspondan con las muestras
como se disporien en la hoja de muestras. Copiar el archivo de texto de cada
muestra en un diskette y abrir en microsoft Word. Los primers sentido y
antisentide {primers Universales) pueden ser alineados usande el programa
"BLAST dos secuencias” opcidn de BLAST que se encuentra en la siguiente
direccién de Internet:  httpi//www.ncbinlm.nih.gov/gorf/wblast2.cqi.
Simplemente cargar en las ventanas dadas las secuencias sentido vy
antisentido y usar el botdén de alinear para alinear las secuencias. Una vez
esto este hecho, regresar a los datos crudes parae aclarar cuclquier duda
acerca de la fidelidad de los datos de la secuencia, tal como donde las dos
lineas ne se alinean apropiadamente.
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7. Limpiar la secuencia del vector; usor también el algoritmo de BLAST con la

opcion "BASIC BLAST", el banco de datos para buscar es “"vector'. Usar
solamente la secuencia anfisentido durante esta blsqueda. Una vez esto
este hecho, limpiar las partes de la secuencia que correspondan a la
secuencia del vector. También buscar la siguiente secuencia antisentido
"AGTTCCAGACL", vy "GGAGTGGAAG" estas son las secuencias de los
adaptadores, las que se encuentran al comienzo del inserto, justo después de
la secuencia del vector.

Disefiar los primers para la secuencia antisentido. Hay muchos paguetes
para disefio de primers, pero el mejor puede ser primer3 encontrado en
ATt Swww-ggnome wLniT. 2o/ cai-en/erimer/orimer3.cai. . Sole hay que
sequir las instrucciones dadas en el betdn de la primera pdgina. Netar que la
longitud del primer éptima parc microsatélites es de 20 bp, y el contenido de
GC dptimo es de 40%, el tm (temperatura de anillamiento) dptimo es 56°C, y
para hacer los primers que rodean el microsatélite usar el “rarget box",
entrar a la posicion de comenzar el microsatélite, seguido por una coma, y
luego la longitud del microsatélite.

Notas:
Al encontrar un clon (piésmude)} que parece zer una mezcle, hacer un PCR con éste y separerio

usande agarose de baje punto de fusidn y re-amplificacidn. Para secuenciar esto, usar los

protocolos CTAT.

Seleccién de librerias BAC por hibridizacién

L.

Tnocular membranas Hybond N+ (Amersham, UK} con un High Density
Replicateng Tool (HDRT) de 384 puntas, de micro-placas.
Colocar las membranas en cajas de petri con LB ager que contengan

125 ug/ml de clorafenicol e incubar a 37 °C durante 12 a 36 h hasta que se

obtengan colonias de 1 a 2 mm de didmetro.
Remover las membranas y colocarlas con las colonias hacia arriba, sobre un
blogue de papel filtro absorbente (Whatman Ca. Ne. 3030 700) remojado en
las siguientes solucicnes y por un tiempo especifico:

¢ Solucidn 1 (0.5 N NaCH, 1.5 M Nall) durante 7 min.

»  Solucidn 2 (1.5 M NaCl, 0.5 M Tris-HCl, pH 8.0), durante 7 min.

» Dejar secar al aire algomds de 1 h.

«  Solucidn 3 (0.4 N NaQOH), durante 20 min.

»  Solucién 4 (BX 5SPE), durante 7 min.

o Dejar secar durante la noche.
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4, Prehibridizar los filtres a 65°C minimo durante 4 h con buffer de
hibridizacidn.

5. Intercambiar el buffer de prehibridizacidn con buffer fresco y continuar la
prehibridizacién durante 2-4 h a 65°C.

6. Adicionar las sondas e hibridizar durante 18 a 36 h a 65°C.

7. Lavar los filtros con 2X-0.1X SSC y 0.1% 5D5 2-3 veces durante 20 min a
65°C.

8. Secar con toallas de papel, envolver en papel pldastico, y exponer durante 24 ¢
72 h usando pantalla.

Noatas:
- Usar placas (-bet (Genetix, Enc., UK), de 384-pozos que cantienen los clones BACS los  cudles

son distribuidog sobre membranas de hybond N+ de 22 em. % 22 cm.

- Las bacterias de 72 placas son localizadas dos veces sobre ung membrana, resultando en 27648
{nicos clones sobre cada membrana. Alternativamente, los filtros de nylan (12 X 8 ¢m.) pueden
ser inoculados con un HDRT 384 desde las microplacas usande el robat Biomek 2000 (Beckman),
- Las membranas pueden ser almacenadas o temperatura ambiente por meses.

Deteccion de Microsatélites por PCR

L. Preparar en un tubo eppendorf estéril de 1.5 ml el céctel de la reaccidn que
contenga todos los Reactives enumerados a continuacion, excepto el ADN.

Reactivo Stock [Finai] Vol. por muestra
Buffer PCR 10X 1X 2.5 ul

MaCls 25 mM 1.5 mM 1.5 pl

dNTP's 5.0 mM 0.2 mM 1.0 pl

Primer antigsentido 10 uM 0.125uM 0.25 pul

Primer sentido 10 uM 0.125 uM 0,25 pul

Taq Polimerasa 5 U/ul U 0.3 ul

ADN 10 ng/ul 50 ng 5.0 ul

H20 deionizada estéril 20 ul 10 ul

2. Colocar el ADN en la placa de PCR (de 96 o 384 pozos) o en tubos de 0.2 ul.
3. Agregar el coctel a cada una de las muestras.

4. Cubrir la caja con su respectiva tapa.

B. Colocar la placa en el termociclador (MJ Research PTC-200), previamente

programado,
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Programa:

Paso Temperatura Tiempo

1 94°¢C 3 min

2 84°%C 30 seg -
3 58°C 1 min

4 72°C 1 min

5 29 ciclos desde el paso 2

6 72°C 5 min

7 14°C Indefinido

6. Al finalizar la amplificacidn guardar a -20°C, hasta el momento de hacer la
electroforesis.

MNotas:
.. El agua empleade tanto para ks dilucienes del ADN, como para la amplificacién de las mismas

debe ser tipe MPLC & aqua bidestilada estéril (autoclavada y filtrada).

: £3 importante estandarizar las concentraciones éptimas de MgCl, ¥ Tag-polimerasa con cada
nuevo lote de enzima, buffer y Mglls.

3. El ADN debe ser diluide a 10 ng/i.

+.La Enzima debe afiadirse siempre ol final,

Limpieza de Placas de PCR (que se van a reutilizar):

» Con el chorra de agua sacar el contenido de los pozos (colorante y ADN vy
demds componentes de la reaccidn de amplificacion).

» Después dejar en alcohol al 50% durante algunas horas o de un dia para
otro.

= Secar sobre toailas de papel.

« Autoclavar.

+ Secar en el horno y guardar.

Electroforesis en Gel de poliacrilamida

. Después de la amplificacién adicionar a cada muestra 1G ul de buffer carga

denaturante {azul de bromofencl 0.05%, cylen xianol 0.08% y formamida

95%). Servir el producto de PCR en un ge! poliacrilamida al 6%, e incluir un

marcader de tamafic {10 o 25 pb).

Correr la electroforesis a 1800V durante 2 h aproximadamente.

Revelar la informacidn mediante el empleoc de tincidn con plata.

Hacer la lectura directamente del vidrio, Scanner., .
Armar una mairiz (Excel) con los datos. Andlisis de datos,

o oaw o
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Secuenciacion™

Preparacion de la Muestra:
En tubos de PCR 1Rx
Agua 34
Primer (3.2pmol/uf) 17
ADN (Plasmido) 2yl
MIX (Big Dye) 44

V=10

Preparacion del Primer:

Spé 3.2 pmol/ 204 > 6.4 yl de primer a 10 uM + 13,6 ¢l de H0
100 4l » 32 i de primer a 10 uM + 68 pl de HO

Programa de EXTENSION: Folder SQ > EXT (MJ#1)

Paso  Temperatura Tiempe

1 96°C 30 seg

2 55°C 15 seg

3 60°C 4 min

4 Por 25 ciclos

5 4°C Indefinido
6 Guardar a -20°C

Limpieza: En tubos de 1.5 ml agregar lo siguiente:

+ 4 4l gcetato de amonio 7M,

» Luego 50 gl de etanol absalute analitico.

+ Poner en el Vortex suavemente.

« Seguidamente colocarlo en hielo durante 30min.
« Centrifugar a 14000 rpm durante 30min a 4°C.
¢ Sacar el sobrenadante.

+ Adicionar 200 ul de etanol 70%.

« Centrifugar a 14000 rpm durante 10min a 4°C.

» Sacar el sobrenadante.

» Secar en Speed Vac por Smin a 60°C.
*Basado en modificaciones de Giraldo M.C. 2001
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Maontaie del Gel:

Se deben lavar muy bien los vidrios cen Alconox diluido y agua deicnizada

. Revisar que el cassette y todo este limpio y a la mano {Beaker, magneto,

filtro, pipetas de 5mi y de 1000 uf, puntas, Acrilamida al 40%, agua
bidestilada, urea, amberlita o resina para deionizar, TBE 10X, bomba de
vacio, plancha de agitacion, persulfato fresco (mantener 1mi congelado) - O.1g
x 1ml, Temed!.

Preparacion De Acrilamida Stock al 40% - 29:1 (Vf = 100 mi)

Pesar en Beaker:

Acrilamida 38.67 ¢

Bis-Acrilamida 133 g

Disolver en H.O

Adicionar 10 g de Amberlita o Resina y agitar por 10 min.
Se filtra con 0.2 um

Preparacion De Acrilamida al 4% (Vf = 50 mi)*

Se Mezelan:

» 5625 ml de Acrilamida al 407%

+ 25 mlde H,O bidestilada.

» 18 g urea.

« (5 g de amberlita o resina.

= Agitar durante 10 a 15 min (hasta que disuelva bien y actue la resina).

o Filtrar: Pasar primero 5 ml de TBE 10X vy luego lo que se tiene de
acrilamida al 4%.

» Desgasificar por 3 min y trasvasar a un frasce con tapa.

Preparacion del Gel:

3.
4.

Se monte la camara.

Adicionar a los 50 mi de acrilamida al 4%: 250 14 de persulfato fresco y 35
de Temed.

Servir el Gel.

Polimerizar por 2 h.

Nota:
Si se desea aimacenar por unas heras guardar a 4°C, es preferible usar fresca.
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Manejo Del Abi Prism 377-96

IRA > ABI PRISM 377-96 COLLECTION
IRA» FILE > NEW > SQ Sample {donde se llena la hoja de trabajo)
Se llena solo la columna > SAMPLE NAME

ASEGURARSE QUE LAS CONDICIONES ESTEN DADAS PARA EL FILTRO
USADO

€ ES PARA 8I5 DYE

IRA > FILE > SAVE AS > SAMPLE SHEETS > S SHEET FECHA
(Por seguridad se guarde con la fecha y hora en que fue corrido)

Se salva y se cierra la hoja.

IRA > NEW > SQRUN

Modificar LANES ...Dependiendo del numero de muestras

IR A > SAMPLE SHEET y BUSCAR el archive de la hoja de trabajo que ya se
habia salvado

TENIENDO LA HOJA DE TRABAJO LLENA

PRECORRIDA

* Prender el equipe con la puerta cerrada.

Instalar el tanque de buffer! de la parte inferior y conectar (rejo).
Instalar el cassette y ajustar los cuatro tornillos.

Cerrar la puerta.

Revisar si los vidrios estan limpios con PLATE CHECK.

Ajustar con la placa de enfriamiento y conectarla.

Montar el tanque de arriba teniendo cuidade de que selle y no tenga
derrame - probar antes de llenar completamente el tanque superior.

« Sacar la Urea sin salpicar.

* #% & B »

Nota:
1. Se debe tener cuidade de no salpicar ol servir el buffer y al limpiar la urea
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PARA PRECORRER:

IR A > WINDOW > STATUS - 1 hora hasta que elcance 51°C.

PREPARAR LA MUESTRA

o Formamida 4 ul (4:1).

» Blue dextran 1 i »»>> Para Imi,

» 3.5 pl por muestra.

+  Darle VORTEX.

»  Se denatura 2 min a $6°C.

« Sedejan en hielo hasta la siembre.

« Seleda> PAUSE (asila femperatura se sostiene).

Neta:
Tenga cuidado de no apoyarse en la camara

PARA SEMBRAR LAS MUESTRAS

» Limpiar la urea.

« Adicionar un poco de colorante en cada extremo (para ver el frente de
corrida).

» Se coloca el peine entrandolo bien en el gel.

«  Adicionar mas buffer.

*  Sembrar las muestras impares - 2 gl (los tubos deben tener una
numeracion adicional de acuerdo con el numero de pozos).

» IRA> RESUME v asi se reinicia la precorrida durante 5 min.

+ VER> STATUS (00:26:40)

« Pasades B min > Darle PAUSE > sembrar las muestras pares > CANCELE »
RUN

» EnRUN esta el Folder del dia SE BUSCA y SE SALVA Con la FECHA.
(GEL 27-02-2001)
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LECTURA DEL GEL

Todo queda en el disco duro GENOME

IR A > ABI PRISM 377-96 » RUNS Buscar el folder

IR A SECUENCHER 3 > FILE > SAVE AS se salva como un proyecto en
el folder que destine el usuario.

Se da doble click en los archivos sin extensidn:

» Sele da en SHOW CHROMATOGRAM.

« Agrandar la ventana,

» Ubicarse en el numero ! y le da en SELECT>»> FIND BASES.
s Borrar las bases anteriores al inserto.

+  Cerrar la ventana,

» Copiar la secuencia en word (si quiere).

« Y sesalva.

NOTA:

1. El preotocole de Secuenciacién fue tomado de modificaciones realizadas por fa
experiencia de Martha Cecilia Giraldo {Laboratorie Caracterizacién Germoplasma de
Frijcl-CIAT).

2. Todos los pasos del procesc de Secuenciacidn en yuca deben ser confirmades con Edgar
Barrera (Genetica de Yuca-CIAT).
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RNA

Extraccién de RNA por el Método de la Proteinasa K (Hall et al
1978) con algunas modificaciones

L

Tomar 3 g de tejido pulverizado en nitrdgeno liquido.

2. Agregar 7.8 ml de buffer de extraccion que contiene:

L

10.

1L
12.

13.
14.
15.

Borato de sodio 0.2 M, pH 9 (380,4 g/mol)

EGTA 30mM

DTT BmM

5DS 1%

Previamente precalentado de 70 a 100°C.

Homogenizar el extracto e incubar durante 3 min a 70°C.

Adicionar 3,9 mg de proteinesa K e incubar a 37°C durante 1 h 30 min,
Adicionar 600 ul de KCI 2M para parar la reaccidn.

Incubar en hielo durante 5 min y centrifugar a 8500 rpm durante 30 min ¢
4°C.

Tomar el sobrenadante y adicionar 1 volumen de fenol equilibrado con agua a
pH6.0.

Centrifugar a 4000 rpm durante 15 min a 4°C.

Adicionar al sobrenadante 1 volumen de cloroformo, mezclar vy centrifugar
come en el paso anterior.

Precipitar el RNA en la solucidn acuosa durante toda ia noche a 4°C con LiCla
una concentracion final ZM.

Centrifugar a 10000 rpm durante 30 min g 4°Cy descartar el sobrenadante.
Lavar ei pellet dos veces con LiCl 2M (adicionar 1ml de LiCl, centrifugar a
10000 rpm durante 2C min ¢ 4°C.) y dejar secar un poco.

Resuspender el pellet en agua tratada con DEPC,

Medir la pureza y la concentracion en el espectrofotémetro a 260y 280 nm,

Almacenar a -80°C.

-El aislamiento del mRNA con particulas magnéticas unidas a cliges poli dT, se
realiza segun el protocolo de DYNAL.
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Sintesis de cADN

1. Después de varios lavados con el "Washig buffer” de DYNAL realizar la
sintesis de la primera cadena con la SuperScript IT y su buffer respectivo,
segin el protocolo para esta Transcriptasa Reversa a 42°C con agitacion

constante durante 2 h.

2. Sintetizar la segunda cadena seqgun el protocolo de Bachem con el buffer
10x cADN (2) a 16°C agitande durante dos horas.

3. Hacer dos lavades con "Washig buffer” de los Dynabeads, resuspender en
agua con DEPC.

4. La digestidn y ligacién se realizan segin el protocolo standard para AFLPs.
Con medificaciones segtn la combinacién de enzimas empleada.

5. En la digestién separar los dynabeads del cADN y continuar la ligacidn con
el sobrenadante o la fase liguida.

6. Hacer la preamplificacidn segun Bachem con el profile:
(94°C por 30 seg., 52 °C por 30 seg., 72 °C por 60 seq.)15 ciclos.

7. Ver en gel, estimar la concentracion y diluir a 1 ng/ui.

8. Continuar en el AFLP normal pero con primers +2 y el profile es el mismo que
se utiliza para el PCR+3,

9. Hacer le lectura de los polimorfismos y cortar algunas bandas para elusidn.
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Elusién y Amplificacion de Bandas Polimérficas
Protocole para RNAmap (Differential Display system) de GenHunter (1994)

modificado por G. Gallego (1996)

1

e

o

Una vez ubicada la banda polimérfica tomar la banda en el gel (es importante
tener bien identificada la combinacidn de cebadores a la que corresponde
cada polimeorfisma).

Guardar a 4°C cada banda en un tubo eppendorf marcado.

Resuspender en 150 uf de TE pH8.0 y dejar hidratar durante 10 min ¢ 4°C.
Calentar en un bafio a 100°C durante 15 min para que el ADNc se separe de la
matriz de poliacrilamida. (Es importante deshacer completamente el gel en
esta solucion).

Centrifugar o 12000 rpm durante 5 min,

llevar el sobrenadante a otro tube adicionarie 5 ui de glicdgeno {10 mg/mi},
10 g4l de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 450 4l de etanol al 100%. Mezclar
cuidadesamente y precipitar a -80°C durante 30 min o toda la noche a -20°C
Centrifugar a 12000 rpm durante 15 min a 4°C  y descartar el
sobrenadante.

Lavar el precipitado ¢on 200 gl de etanol af 85%, y centrifugar brevemente.
Dejar secar y resuspender en 10 ¢l de agua bidestilada estéril precalentada

a 65°C,

Reamplificacion del ADN complementario eluido

ADNc malde 5 u

DnTPs 250 uM,

Buffer 10X 1X,

Cebador de S0ng/ut 0.3 il
(correspondiente a cada banda)

Tag polimerasa(CIAT) 0.2 gl

Agua bidestilada estéril Completar voldmen
Valimen final 4G . |

- El programa de el termociclador corresponde a la preamplificacidn para AFLPs,

con B min mds de extension a 72°C.

- Confirmar la amplificacién en ge! de agarosa al 1%.
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Clonacién de Fragmentos pelimérficos eluidos y reamplificados

(TDFs)

Partir de TDFs reamplificados, utilizando el Kit de clonacién pGEM-T Easy
Vector Systems de Promega que es eficiente en la ligacidn de productos de PCR.
Este vector tiene en el sitio de insercidn unos extremos cohesives 3' con
deoxifiminas que incrementan en gran medida la eficiencia de ligacion de
productos de PCR por la adicidn de deoxiadenosinas que realizan algunas Tag
polimerasas termoestables,

Visualizar los TDFs a insertar, en un gel de agarosa al 1% pare comprobar la
integridad del amplificado y la concentracién, este kit requiere de una cierta
cantidad de molde en nanogramos, dado por la ecuacidn:

X(ng de producto de PCR)=

Y{pares de bases del productc de PCR)x 60 nq {cantidad de vector) x razdn

inserto:vector
3003pb (tamafic del vector }

Después de caleular la cantidad de molde necesaria, preparar la siguiente

reaccion:

TDF (20ng/uml) a clonar 14

Vector 14

Buffer del Kit 17

T4 ligasa 144

Agua bidestilada estéril Completar vélumen
Volumen final 10l

Dejar toda fa noche a 15°C.
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Transformacion
Electroporacidn, segdin el manual del Cell-Porator Electroporation System I

{Gibco BRL),

1

Colocar en cada celda la mezcela de 16 0.5 ¢ de reaccion de ligacién con 20 4l
de células competentes.

Pasar la reaccidn de la celda a un tubo falcon que contiene 900 pl de medio
S0OC.

Incubar una hora a 37°C con agitacién para la expresion de resistencia a
antibiético y pasar 200 ul de esta reaccion a LB Agar en caja de petri,

Incubar a 37°C de 14-16 h para observar colonias blancas {con pldsmidos
recombianantes) y colonias azules (con pldsmidos no recombianantes).

De las colonias transformadas, tomar cinco procedentes de cada inserto vy
poner a crecer en medic LB liquido agitande a 37°C durante 16 h para

obtener suficiente cantidad de pldsmidoe con inserto.

Para hacer los minipreps usar lisis por calentamiento {Sambrook et al., 1989).
(ver capitulo de transformacidn).

Reamplificar de nueve usande de 10 a 100 ng de pldsmido con los cebadores
correspondientes para comprobar la identidad |, el tamafio vy la integrided de!

inserto.

Ver en geles de agarosa af 1%.
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Secuenciacion de los marcadores de secuencias expresadas
(ESTs)

Secuenciador automdtico ABI PRISMTM 377 ADN Sequencer (PERKIN ELMER)
programa ABI PRISM TM 377 ADN Sequencing Analysis.

Reaccion de secuenciacion:

2 41 (0.3-1 yg) Miniprep del clon correspondiente
1 Cebador de una de las cadenas proveniente de EcoRI o
MselI de dos bases selectivas de concentracién 4 pm/g
4 ol Mezcla de terminadores con los colorantes fluorescentes buffer
1V AmpliTag ADN polimerasa FS de Perkin Elmer

Secuenciar ambas cadenas.

Programa de PCR

Paso Temperatura Tiempo
Denaturacién 94°C 30 seg
Alineamiento de cebador 55°C 5 seg
Extensidn 60°C 4 min
Conservacién 4°C Indefinido

I. Armar el gel de poliacrilamida al 4.5% en el secuenciador.

2. Configurar la ubicacién de las muestras, el tiempo de corrida de 4 h, la
matriz que se va a utilizar para la lectura: 377.

3. Precorrer con solucion fijadora hasta que alcance los 51°C.

Preparacion de muestras

1. Resuspender el PCR purificado (columna de Sephadex) y seco, con solucidn
fijadora.

2. Denaturar durante 2 min a 100°C y conservar en hielo al sembrar en el gel.

Correr la electroforesis durante 4 h,

4. Trabajar el archivo de corrida, seleccionando los mejores sectores de
lectura de secuencia ‘fracking y presentarlos en forma de
electroforegramas.

5. Editar la lectura de los picos de 4 colores que indican la presencia de cada
base.

6. Ubicar las secuencias correspondientes a los cebadores y el inserto de
interés, eliminar la secuencia del vector.

w
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7. Alinear ambas cadenas con el programa Sequencher 3.0 para Macintosh que
permite corregir también las bases dudosas o mal leidas proporcionande una
buena secuencia.
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ANEXO 1: Preparacion de soluciones

ADN esperma de salmén 5 mg/ml
Esperma Ig

Disolver ¢l esperma en 200 ml de agua destilada y luego autoclavar durante 30 min. Guardar a
-20°C. Antes de usar esta solucidn se debe calentar en agua a 100°C durante 10 min y luege
ponerio en bafio de hielo.

Acetato de Potasio SM

V=il
KOAc 490,75 g
Calibrar a pH7.5 con deido acétice 2M. Suardar a -20°C.
Acetato de Sodio 3M pH 5.2

Vf = 1000 mi
Acetato de sodioc 40819

Adicionar 700mi de cgua destilada, agiter hasta disoiver, levar a velumen,
Calibrar pH hasta 5.2 con dcide acético glacial. Autoclavar, Guardar a temperatura ambiente.

Acrilamida al 40% (29:1)

V§ = 100 ml
Acrilamida 38g
Bis-acrilamida 249

Disolver en 50ml de agua destileda, agitar hasta disolver y llevar a volumen.
Guardar en botella oscura a 4°C.

Acrilamida ol 30% (15:1)

Vf = 1000 ml
Acrilamida ?ﬁs 59
Bis-acrilamida g

Disolver en 200m! de agua destilada, agitar hesta disoiver y llevar a volumen.

Guarder en hatello oscure a 4 i
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ANEXO 1: Preparacion de soluciones

ADN esperma de salmén 5 mg/ml
Esperma 1g

Disolver el esperma en 200 ml de cgua destilada vy luege autoclavar durante 30 min. Guardar a
-20°C. Antes de usar esta sclucidn se debe calentar en agua a 100°C durante 10 min y luego
ponerio en bafio de hielo,

Acetato de Potasio BM
V= 1,
KOAc 49075 g

Calibrar a pH7.5 con deido acético 2M, Guardar a -20°C.

Acetato de Sedio 3M pH 5.2
Vf = 1000 ml

Acetato de sodio 408.1¢g

Adicionar 700ml de agua destilada, agitar hasta disolver, llevar a volumen.
Calibrar pH hasta 5.2 con deido acético glacial. Auteclavar. Guardar a temperatura ambiente.

Acrilamida al 40% (29:1)

Vf = 100 ml
Acrilamida 38g
Bis-acrilamida 2g

Disolver en 50ml de agua destilada, agitar hasta disolver y llevar a velumen,
Guardar en botella oscura a 4°¢C.

Acrilamida al 30% (19:1)

v = 1000 mi
Acrilamida 285 g
Bis-acrilamida 1549

Disolver en 200mi de agua destilada, agitar hasta disolver y llevar a volumen.
Guardar en botella oscura a 4°C,
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Acrilamida of 6%

[Inicial]
Acrtlamida 30%
TBE 5X
Ureq oM
Urea 7M

Vf = 1000 ml
200 mi
200 mi
3003g¢g
4204 ¢

Disolver en 200mi de agua destiloda, cgitar hesta disoiver y llevar « volumen. Estertlizar
empieando un filtro de 0.22 ;m. Guardar en botella oscura a 4°C,

Buffer carga

{Final]
Azul de bromefenol 0.25%
Glicerol 0%
Guardar a Temperatura ambiante,
Buffer para geles denaturantes
Formamida 95%
Azui de bromofenol 005%
Xylene cyanel 0.05%
NaOH 10 mM
OEDTA 20 mM

Se puede usar NaOH ¢ EDTA, Guardar a 4°C.

Buffer hibridizacien

Fosfato de sodic 0.5 M
SDS 7%

EDTAImM 10 ug/ml
pH 72

Buffer de PCR 10X

Triton X100 1%
KCl 500 mM
Tris HCl pHS.0 100 m#h

H,0 bidestilada

VE = 100mi
0.25¢
30 mi

Mezclar KC1, Tris HCl y ogua bidestiiada y esterilizar empleands un filtro de 0.22 ym. Adicionar
Triton X100 en la cumara vy llevar a velumen, Alicustar en tubos Eppendorf. Guardar a -20°C.

Se pueden preparar solucicnes stack de KCly Tris HCI pH9.0 (esteriles) d bien empiear
directamente la cantidad de reactivo requerida, tomando en cuenta el pesc molecular de cada une.
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Buffer STET

{Irucial]
Nadl 5M
Tris HCl pHB.0 1M
EDTA pH 8.0 0.5M
Triton X100

Buffer TBE 10X

Trizma base
Acido borica
EDTA pH8.0 0.5M

[Final}
0.1
10mM
ImM
5%

Vf = 38ml
0.7 mi
0.35 ml
0.07 mi
0.7 mi

Vi 1L
108 g
554
40 ml

Ajustar 2l volumen con agua deionizada. Autoclaver, Guardar o temperatura ambiente,

Buffer TBE DX

Trizma base
Atido borico
EDTA {C.58) pHB.0

Vf = 1000 mi
54 g

2759

200 ml

Ajustar el volumen con agua deionizada. Guardar a temperatura ambiente.

Buffer TE pH 8.0

Tris HC! pH 8.0 1M
EDTA pH8.0 0.5M

Autoclaver, Guardar a temperatura ambiente o ¢ 4°C

Buffer TNE 10X

Trizma base
EDTA-. Na;
MNact

10 M
I mM

VE = 100 mi
1 ml
0.2 mi

Vf 2 250 ml
3,025 g
0925 ¢
1464

Calibrar pH hasta 7.4 con HCl y llevar a volumen. Autoclavar. Guardar en botella oseura a 4°C.

Bromuro de etidio 10mg/ml

Bromure de etidio

Vf=100ml
lg

Disalver en 100 ml de aguc bidestilada. Guardar en una botella oscura a 4°C. Usar mascara y
guantes apropiados al manipular este reactivo.
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Claroformo: Isoamil alcohol (24:1)

VE = 25 ml
Chleroforme 24 ml
Alcohol isoami 1 ml

Guardar en una botella oscura a temperatura ambiente, por corto periode de tiempo,

EDTA 0.5M pH 8.0

VisiL
EDTA 168.1
S EDTA.2H,0 186.1g

Calibrar pH hagta 8.6 con NaOH, (12g). Autaciovar. Guerdar o temperatura ambiente d a 4°C

Espermidina 40mM

Espermidina 58.2mg
Llevar a 10 ml con agua destiiada.
Hct 2.5N
finicial] Vf = 500 ml
Hcl 37% 1042 ml

Trabajar en camara extractora, manipular con guantes. Guardar a temperatura ambiente

HC 025N

[inicial] vz IL
HCl 32% 24 55 ml
8 Ml 37% 20.83 ml

Trobajar en camara extractora, manmpular con guantes, Guardar a temperatura ambiente

Isopropil tio-p~D-galactoside (IPT&) 200mg/ml
Vf =10 ml

IPTG 2¢g

Disolver en 8 ml H,C bidestilada esteril y agitar hasta disclver y llevar a volumen.
Esterilizar empleando un filtro de 0.22 um. Guardar a -20°C

LB broth (Luria-Bertani Medium)

Vi = 1L
Bacto Triptona I0g
Extracto de levadura 5¢
Nadl 10g

Adicionar agua bidestilada hasta 800 mil. Calibrar pH=7.0 con 10N NaOH (0.2 ml). Llevar a
volumen, Autoclavar. Guardar o 4°C
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LB-agar

Bacto Triptana
Extracto de levadura
MNacl

Agar

Adicienar menos agua. Calibrar pHz7.0 con 10N NaOH (2 ml). Adicionar el agar. Autoclavar.
Guardar a 4°C é servir en cajas de petri. Dejar enfriar el medio hasta 5Q°C antes de adicionarle
el antibiotico (termolabil). Dejar que se solidifique a temperatura ambiente. Guardara 4°C, y

2 h antes de usarkis incubarla invertidas a 37°C.

Lisozima 10mg/mil

[inicial]
Lisozima 10mg
Tris HC! pH8.0 IM

H0

V= Ll
0 mg
10
990 ul

Preparar fresca, en H,O bidestileda ¢ en 10mM TrisHCl pH 8.0

Medic de conservacién de celulas E. coli ¢ ~20°C

Extracto de levadura
Bacts Triptona

MNaCl

K:HPO,

KM.PO,

Litrato de sodio
*MgSO, TH0 M
Glicersl

* Despues de autoclavar y dejar enfriar el medic a temperatura ambiente, se le agregu ¢l MgSC0,.

Medic S0OC

Bacto Triptona
Extracto de levadura
H:O bidesfilada
MNaCl 1M

KCT 1M

Disolver todo le anterior y autociavar. Luege agregar:

MgClz 1M, MgS0, 1M
Glucosa 2M
Filtar, ajustar pH7.0 £ 0.1
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MgS04 10mM

¥f = 100 mi
Mg504.7 H, O 214 mg
Autoclavar,
Na;HPO, / NakHPO, O.5M

VF = 100mi
Ma:HPO, 10M 0.5M 72 ml
MNaH PO, LOM 0.5M 28 mi

Al mezclarse bien alcanza un pH 7.2, buardar a temperatura ambiente

NazHPQ, / NaHPO, 0.5M

V=1l
NakPO, LM Approx 200 mi

Disolver NeMHPG, en BOO ml de H;0, calibrar a pH7 .2 con NaH PO, IM. Completar 2 volumen.

Autoclavar, Guardar a ?zmpara?ur‘c}‘_c:mbiemg. e e
s S ok G G b B el #11
/" NaOH 10N A 104 M MDY
_ e
R I PR S B N O L
Reaccidn exotermica (adicionar lentamente et MaOH mientras se agita). Autoclaver. Guardar o
temperaturs ambiente, IR T ~
T e T
Nacl 5M PRI
Vst /
Na£i 2922¢

Disclver en 700 mi de ogua destilada, agitar y Hevar a valumen. Autoclavar. Guardar o
temperature ambiente,

Persulfato d io al 10% TS oy
ersulfato de amonio o o Ny AT
VF =1 ol e ,gf’”’w

Persulfata de amonio ; 13O mg : O G 1

- f'/ ! ihf:: . /‘l/’-j
Merciar. Guardar ¢ 4°C hasta por un mas. s - (V !
RNasa 10mg/mi

VE = Imi

Rnasa A 10 mg

Puede ger disuelta en agua bidestilada o en Tris HCH 10mM pH 7.5 v NaCl 15mM. Guordar a -
20°C
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shs 20%
Vis 1L
3DS . : 2009

Disolver en agua bidestilada pre-calentada. Guardar a temperatura ambiente,

S5C 20X

Vf = 1000 mi
Clorure de Sodio 175.3¢
Citrato de Sodio 88.2g

Calibrar a pH7.C con NaOM 10N, Aufoclavar. Guardar a temperature ambiente.

Tiok:

Vf = 500 ml
Tris HCl pH 8.0 1M 5 ml
EDTA pH 8.0 0.5M 1mi

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

TsaE1o

Vf = 500 ml
Tris HCl pH 8.0 M 25 mi
EDTApH 8.0 0.5M 10 ml

Compietar el volumen con agua destilada. Autociavar y guardar a 4°C

Tris HCl 1M
viz 1L
Trizma base 1211249

Disolver en 700 ml de MO bidestiloda. Calibrar el pH7 5- 8.0 con Ml concentrado. Autoclavar,
Guardar ¢ temperatura ambiente.

X-&al 20mg/ml
Vf 310 ml

X-Gai 200 mg

Disolver en Dimethyl formamide. Guardar @ ~20°C en una boteila oscura,

5% SsPE

Necl o088
Fosfato de sodio 50 mM
EDTA BEmM

pH7.7
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ANEXO 2: Soluciones para tincion con plata

NOTA:
Las cantidades a continuacion son para tanques de 17.5 L, o excepcidn del revelador cuye volumen

esde 35 L.

REVELADOR

vz 3510
Carbonate de Sodio (Ne£0O5) 1059
Formaldehide 37% (H,CQ) 45 mi
Ticsulfato de Sedio (10mg/ml) 650 ul

(Naz%,0;-5H;0)
H>QO bidestilada

Prepare la solucién adicionando el Na, Oy al M0 hsdeﬁi‘zladwvllevgif volumen. Enfrie la solucién
a 10°C antes de usarla. La solucidn se usa mdximo 4 : ~ @

TINCION

Vf = 17.5 L {Tangue)

Nitrate de plata (AgNCs) . 61.25 g ,
Formaldehido 37% . 7875ml {%‘ ,f;;fc-.,/:_,_j
H:Q bidestilada % . = ey -
T

Prepara la selucidn en agua bidestilada y luego llevar a velumen. La selucidn se usa mdximo 40 AN
veces if_%‘
FIJADOR/PARADA (Acido Acetico 10%)  — 7 e

j ¥f 2 17.5 L {Tangue) ?
Acide acetico glecial 1 6i25ml 3.
H,Q bidestilada i 11375 mi 5 x};

La solucidn se usa mdximo 40 veces L’//_J

>50 il As aosote

A L0.

,fz, 250 ol Ao Hy 0
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ADN
AFLP

cpm

i

mA
mg
min
m
mM

ng
PCR
RAPD

RFLP

rpm
seq
Sin

uv
v

2L
Hg
ul
uM

ANEXO 3: Abreviaturas y Simbolos

Acido desorribonucleico
Amplified Fragment Length Polymorphism (polimorfismos langitudinales de
fragmentos ampiificados}

Cuentas por minuto

Gramo

Hora {s)

Litre {s)

Malar

Miliamperios

Miligramos

Minute (s)

Mililitro

Milimolar

Nermal

Nanogramos
Polymerase Chain Reaction {reaccion en cadena de la pelimerasa)

Randem Amplified Polimorphic ADN {polimerfismo en el ADN amplificado
aleateriamente)

Restriction Fragment Length Polymorphism {polimerfismo en la iongitud de les
fragmentos de restriccién)

Revoluciones per minuto

Segundo (s)

Solucidn

Umidades

Ultravioleta

Volumen final

Vatios

Grade centigrado

Microgramo

Microlitro

Micromolar








