PRÁCTICA 3: CUANTIFICACIÓN E PUREZA DO ADN
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Martes 25 de xuño
FUNDAMENTO:

Empregando o máximo de absorbancias do ADN a 260 nm podemos cuantificalo (50 µg/ml teñen unha O.D. 260 = 1) e coa súa relación co das proteínas a 280 nm mediremos cantas impurezas contén.
Medir únicamente A260 podería levar a unha sobreestimación da cantidade de ADN, porque as proteínas tamén absorben esa lonxitude de onda. Calculando a relación A260/A280 determinamos se o ADN é máis ou menos puro: 1.9-1.7 (se o valor é moi baixo sería necesario purificalo para eliminar esas impurezas). 

MATERIAIS E EQUIPOS ESPECTROFOTÓMETRO: 
Rotulador permanente

Tubo de 1.5 ml
Micropipeta 2-20

Micropipeta 20-200

Cubeta de espetofotómetro de 50 µl

Espectrofotómetro

PROTOCOLO:
□ 1) Marcar un tubo como Branco e pipetear nel 50 µl de auga desionizada.

□ 2) Marcar o outro tubo como 1/5 e pipetear nel 10 µl de ADN e 40 µl de auga desionizada.

□ 3) Poñer o espectofotómetro en modo absorbancia 260nm.

□ 4) Cargar os 50 µl do branco na cubeta de espectofotometría e pulsar o botón de branco.

□ 5) Retirar o branco da cubeta e cargar os 50 µl de 1/5 e facer a medida (a medida ideal estaría entre 0.100 e 1.000, é importante que sexa maior de 0.010, os valores no terceiro decimal varían entre medidas).

□ 6) Cambiar a absorbancia a 280 nm e medir de novo.

□ 7) Calcular a cantidade de ADN e a súa pureza.

	A260
	DILUCIÓN
	CONCENTRACIÓN

(A260*50*5)  ng/µl
	
	A280
	A260/A280

	
	1/5
	
	
	
	


Se obtemos un valor moi pequeno de A260 pódemos facer unha nova medida con a menor concentración
RESULTADOS DAS NOSAS MOSTRAS (sen dilución):
	
	260
	280
	260/280
	ng/µL

	1
	
	
	
	

	2
	
	
	
	

	3
	
	
	
	

	4
	
	
	
	

	5
	
	
	
	


PRÁCTICA 4: CUANTIFICACIÓN E PUREZA DO ADN

Mércores 26 de xuño
FUNDAMENTO:

Cargamos o produto da extracción nun xel de baixa concentración (0.8-1%) para observar a presenza de ADN, as súas cantidades relativas e a súa integridade-degradación.

MATERIAIS E EQUIPOS: 
Rotulador permanente

Tubo de 0,2 ml

Micropipeta 2-20

Puntas de micropipeta
6x Loading Dye Solution

Cubeta de electroforese

Fonte de alimentación de electroforese

Documentador de xeles con transiluminador ultravioleta 

DOC-PRINT VX2
PROTOCOLO:
□ 1) Xuntar nun tubo de 200 µl: 4 µl  da 6x Loading Dye Solution e 20 µl do ADN.
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□ 2) Preparar unha cubeta de electroforese con buffer SB 1x.

□ 3) Poñer dentro o gel do 1%.
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□ 4) Cargar os 24 µl (tamén se cargarán 5 µl de Ladder).

□ 5) Correr 5 minutos a 200V.

□ 6) Poñer os xeles no transiluminador ultravioleta do DOC-PRINT VX2 para observar a calidade do ADN (degradación). (¡¡Coidado coas quemaduras pola radiación ultracioleta!!: Usar gafas, mangas longas e guantes)
□ 7) Sacar foto e interpretala. 
□ 8) Se é preciso repetir dexándoo mais tempo. 
PRÁCTICA 5: PCR
Mércores 26 de xuño
FUNDAMENTO:
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Na Reacción en Cadea da Polimerasa empregamos un cebador (primer, oligo) “forward” e outro “reverse” situados, como indican os seus nomes, ó comenzo e ó final do fragmento a copiar.

Cando os dous cebadores se unen especificamente ás súas correspondentes dianas, a polimerasa pode empezar a copiar a secuencia molde unindo os nucleótidos complementarios (A-T, C-G). Ó final de cada ciclo temos dobrada a cantidade do fragmento que nos interesa: en 10 ciclos teremos mil copias por cada unha orixinal (210), e en trinta temos mil millóns (230).

Poden existir secuencias moi parecidas ás dianas dos nosos cebadores, polo que eles se unen tamén a elas e xeran produtos inespecíficos (bandas accesorias).

Para aumentar a especificidade da unión incrementamos a temperatura de anelamento (pero unha temperatura demasiado alta reducirá tamén a unión ás dianas).

Para aumentar a cantidade de copias:

-poñemos máis ADN (pero disminue a especificidade e tamén pode inhibir a PCR).

-incrementamos a actividade da encima polimerasa engadindo máis do cofactor cloruro de magnesio (MgCl2) (pero tamén diminue a especificidade: bandas accesorias e “smear”).

-aumentamos a cantidade de primers ou de polimerasa (tamén menos especificidade).

Ímos empregar os cebadores 16SA e 16SB, que amplifican un framento duns 600 pb.
MATERIAIS E EQUIPOS:

Rotulador permanente
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Tubo de 1.5 ml

Tubos de 200 µl

Micropipeta 2-20

Micropipeta 10-100

Puntas de micropipeta 10

Puntas de micropipeta 200
Recipiente para o xeo
H2O desionizada autoclavada

Kit de PCR: i-Taq DNA Polymerase

Buffer 10x (con MgCl2 20 mM)
dNTPs 10mM (2.5 mM cada un)
Polimerasa
MgCl2 25 mM

Cebador forward: 16SA-5’ 20 µM (5’-CGCCTGTTTATCAAAAAC-3’)
Cebador reverse: 16SB-3’ 20 µM (5’-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’)
Termociclador
PROTOCOLO

□ 1) Deseño dunha PCR a 3,5 mM de MgCl2 con dúas cantidades de ADN e un control negativo (tres tubos):

	Reactivo
	Conc. inicial
	Conc. final
	20 µl
	x 3 tubos

	10x PCR Buffer

(con MgCl2 20 mM)
	10X
	1X 

(2mM deMgCl2)
	2
	6

	MgCl2
	25 mM
	+1,5 mM
	1,2
	3,6

	dNTPs
	10 mM 
(2.5 mM cada un)
	1 mM 
(0.25 mM cada un)
	2
	6

	Cebador 16SA-5’
	20 µM
	0.25 µM (5 pmoles/20 µl)
	0,25
	0,75

	Cebador 16SB-3’
	20 µM
	0.25 µM (5 pmoles/20 µl)
	0,25
	0,75

	i-Taq DNA Polymerase
	5 U/µl
	0,05 U/µl (1 U/20 µl)
	0,2
	0,6

	ADN
	
	
	(0,5)
	(1,5)

	H2O
desionizada autoclavada
	
	
	13,6
	40,8


□ 2) Identificar un tubo de 1.5 ml como MIX.

□ 3) Engadirlle ______ µl de auga desionizada autoclavada.

□ 4) Engadirlle ___ µl de buffer.

□ 5) Engadirlle ___ µl de MgCl2.

□ 6) Engadirlle ___ µl de dNTPs.

□ 7) Engadirlle ___ µl de cebador 16SA-5’.

□ 8) Engadirlle ___ µl de cebador 16SB-3’.

□ 9) Engadirlle ___ µl da polimerasa.

□ 10) Mezclar todo cun vortex (pode ser necesario centrifugalo despóis para baixar as gotas das paredes) ou pipeteando.
□ 11) Coller tres tubos de 200 µl e identificalos do 1 ó 3 e co número da vosa mostra.

□ 12) Pipetear en cada un 19,5 µl do MIX.

□ 13) Poñer os catro tubos no transiluminador UVA dirante 1 minuto (para desactivar posibles contaminacións).
□ 14) No tubo 1 pipetear 0.5 µl de ADN.

□ 15) No tubo 2 pipetear 2 µl de ADN.

	1
	2
	3

	0,5 µl
	2 µl
	C-


□ 16) Poñer os 4 tubos no termociclador e programar o ciclo:

(94 ̊C-2’, (94 ̊C-20’’, 55 ̊C-10’’, 72 ̊C-40’’)x35, 72 ̊C-5’, 4 ̊C-1’):


Desnaturalización inicial:
95 ̊C
2 minutos


Desnaturalización:

95 ̊C
20 segundos |


Anillamento:


55 ̊C
10 segundos | x35 ciclos


Extensión:


72 ̊C
40 segundos |


Extensión final:


72 ̊C
5 minutos


Enfriamento:


4 ̊C
1 minuto
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