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1. OBJETIVOS
1.1 General

e Comprender la relacion existente entre los procesos quimicos que suceden
en la fase experimental con la conservacion de la molécula de ADN.

1.2 Especificos

e Alcanzar a dimensionar los procedimientos para la extraccion de ADN a
partir de una muestra vegetal.

e Visualizar la importancia del estudio molecular aplicado al estudio
bioquimico y metabdlico de los alimentos.

2. ALCANCE

Se pretende que mediante esta practica el estudiante pueda evidenciar como se
efectua el trabajo de laboratorio en biologia molecular, el cual es la base del
conocimiento cientifico en esta area. Lo anterior con miras hacia consolidar una
mayor comprension de los conceptos abordados en las clases tedricas.

3. DEFINICIONES

El estudiante debe estar familiarizado con la estructura y funcién del ADN; cémo
la molécula alcanza su naturaleza tridimensional en doble hélice, donde se
encuentra dentro de la célula eucaribtica, asi como también sus procesos
moleculares: Replicacion, Trascripcion y Traduccion.

4. CONDICIONES GENERALES

Se debe asistir a la practica con el diagrama de flujo, la bata de laboratorio blanca,
guantes, gafas, zapatos cerrados, el trapo o la toalla para limpiar y secar, cinta de
papel o cualquier otro elemento que le permita rotular sobre vidrio.
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5. DESARROLLO DE LA PRACTICA
5.1 PROPOSITO

Evidenciar de manera practica la presencia del ADN como material que contiene la
informacion genética de todos los seres vivos.

5.2 PROCESO DE LA PRACTICA

Antes de empezar la practica el docente dara una explicacion previa al desarrollo
del laboratorio donde presentara los equipos, los reactivos, los materiales que se
utilizaran durante la practica, explicando qué cuidados se deben tener y las
normas de seguridad para evitar cualquier accidente.

5.3 MATERIALES Y EQUIPOS

e Muestra vegetal (Cualquier e Nevera
fruta o verdura). o Centrifuga

e Agua (destilada o mineral) o Beaker

e Cloruro de sodio e Tubos de ensayo

e Bicarbonato sédico e Varilla fina

e Dodecil sulfato de sodio al e Solucién ablandadora de
10% carne o Cloroformo

e Alcohol etilico 98% a 0°C e Mortero de ceramica

5.4 PRACTICA

EXTRACCION DE ADN VEGETAL

La extraccién de ADN requiere una serie de etapas basicas. En primer lugar tienen
que romperse la pared celular y la membrana plasmatica para poder acceder al
nucleo de la célula. A continuacion debe romperse también la membrana nuclear
para dejar libre el ADN. Por ultimo hay que proteger el ADN de enzimas que
puedan degradarlo y para aislarlo hay que hacer que precipite en alcohol.
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FUNDAMENTO DEL PROCEDIMIENTO

La extraccion de ADN de una muestra celular se basa en el hecho de que los
iones salinos son atraidos hacia las cargas negativas del ADN, permitiendo su
disolucién y posterior extraccion de la célula. Se empieza por lisar (romper) las
células mediante un detergente (dodecil sulfato de sodio), vaciandose su
contenido molecular en una disolucion tampon en la que se disuelve el ADN. En
ese momento, el tampdn contiene ADN y todo un surtido de restos moleculares:
ARN, carbohidratos, proteinas y otras sustancias en menor proporcion. Las
proteinas asociadas al ADN, de gran longitud, se habran fraccionado en cadenas
mas pequenas y separadas por la accion del dodecil sulfato de sodio. Sélo queda,
por tanto, extraer el ADN de esa mezcla de tampdn y detergente, para lo cual se
utiliza el etanol.

REALIZACION

1. Preparar el tampdn con los siguientes ingredientes y mantener en la nevera
0 en un bano de hielo triturado:

o 100 ml de agua, si es posible destilada
o 1,5 g de Cloruro de Sodio.
o 5 g de bicarbonato saodico.

2. Elegir la muestra que va a proporcionar el ADN (cebolla, ajo, tomates,
banano etc.) y cortarla en cuadraditos.

3. Tomar unos 10g aproximadamente de la muestra seleccionada y triturar la
muestra con ayuda de un mortero mientras macera adicione 5ml de
solucion de dodecil sulfato de sodio al 10%.

4. Pasar 5ml de la mezcla anterior a un tubo de ensayo y poner a calentar
durante 10 minutos en bafno de agua (bafio de maria) a 65°C. (No debe
hervir ni pasar los 65 °C)

5. Adicionar 10ml de solucion tampon frio y agitar vigorosamente durante al
menos 2 minutos.

6. Tomar 3ml de la mezcla anterior y ponerlos en un tubo de ensayo para
centrifuga, centrifugar a 4000rpm durante 5 minutos.

7. Cuando la centrifuga se detenga totalmente retirar los tubos y con ayuda de
una pipeta de Pasteur retira el sobrenadante y depositarlo en una probeta
de 50 10ml.

8. Agregar 3 a 4 de cloroformo a la solucién anterior. (en su defecto puede
adicionar 1ml de solucién ablandadora de carne al 15%).

9. Anadir con pipeta 1 ml de alcohol etilico enfriado a 0°C. Se debe dejar
escurrir lentamente el alcohol por la cara interna del recipiente, teniendo
éste inclinado. El alcohol quedara flotando sobre la solucion.

10.Se introduce la punta de una varilla estrecha hasta justo debajo de la
separacién entre el alcohol y la solucion. Remover la varilla hacia delante y
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hacia atras y poco a poco se iran enrollando los fragmentos de mayor
tamano de ADN. Pasado un minuto retirar la varilla atravesando la capa de
alcohol con lo cual el ADN quedara adherido a su estremo con el aspecto
de un copo de algodon mojado.

6. DATOS

En su cuaderno de laboratorio registre todas las observaciones realizadas
durante el proceso de la practica.
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8. REPORTE DE PRACTICA

PRACTICA# __ NOMBRE

PRESENTADO POR:

1 2
3 4
5 6

El reporte de practica se evaluara mediante la entrega de un informe escrito el
cual debe cumplir con las siguientes condiciones:

Cada grupo de trabajo pasado 7 dias de realizada la practica de laboratorio
debera entregar un informe escrito de la misma, elaborado de acuerdo con las
normas basicas para la escritura de articulos cientificos. Los integrantes del
informe deben ser los mismos que realizaron la practica. No se califican informes
con menos de tres integrantes por grupo.

Todo el manuscrito, incluso la pagina del titulo, el resumen, las referencias, los
cuadros y las leyendas de figuras y cuadros, debe estar escrito a espacio 1.15,
deje un solo espacio entre parrafo y parrafo; deje un solo espacio después del
punto y seguido o aparte. Use la fuente Arial de tamafio 12 y justifique el texto.

Use letra bastardilla o cursiva para los términos cientificos (por ejemplo:
Escherichia coli), por favor, no los subraye. NO coloque el texto en doble columna,
el informe debe estar en formato de editor de texto.

Adicionalmente su reporte debe contener los siguientes items:

|. TITULO, AUTORES e INSTITUCION DE ORIGEN y FECHA DE RECEPCION
(en nuestro caso seria la fecha de entrega del informe)

II. PALABRAS CLAVE: Permiten la identificacion rapida del contenido del trabajo

en las bases de datos bibliograficos que se manejan a través de sistemas
informaticos. Maximo: 5 palabras claves.
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. RESUMEN: Hace una breve descripcion del contenido (introduccion,
metodologia, resultados y conclusion). Normalmente se elabora al término del
articulo. Extension no mayor a 250 palabras.

IV. INTRODUCCION: Contiene una relacién breve de los antecedentes del
problema, plantea las hipétesis y finaliza describiendo los objetivos del trabajo.

V. RESULTADOS: Hace relacion de las observaciones, datos y resultados
obtenidos. En esta parte se incluyen tablas y figuras (fotografias, imagenes) en un
orden logico que permitan una clara presentacién de los resultados. Enumere con
numeros arabigos y referencie en el texto asi (Figura 1.) (Tabla 1.). No repita en el
texto datos de tablas o ilustraciones, resalte o resuma solo las observaciones mas
importantes.

Recuerde, las figuras siempre se nombran con su respectiva leyenda en la parte
inferior y las tablas por el contrario en la parte superior.

VI. DISCUSION: A menudo aqui se hace la interpretaciéon de los resultados, se
comparan estos con otros obtenidos previamente por otros autores que se
encuentran disponibles en la red, se discute sobre el alcance y las limitaciones de
los resultados obtenidos, se formulan nuevas hipotesis, se sugiere la realizaciéon
de estudios posteriores y se plantean conclusiones.

VII. ANEXOS: En este punto se le dara la respuesta a las preguntas que tiene la
guia de la practica.

VIIl. REFERENCIAS CITADAS: Aqui se relaciona la bibliografia citada en el texto
del articulo. Numere las referencias consecutivamente segun el orden en que se
mencionan por primera vez en el texto. En este documento, las referencias se
identificaran mediante nimeros arabes super-indexados, por ejemplo: Gémez'°.

DISCUSION DE RESULTADOS

¢ Qué ha ocurrido?... para discutir lo ocurrido en la practica deben
tener en cuenta el rol que cumplen durante el procedimiento:

El detergente

El calor

La solucion ablandadora de carne o Cloroformo.
El alcohol.
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ANEXOS

1. Explique la importancia de las distintas fuentes de ADN en las plantas y
comparelo con lo que sucede en células animales.

2. Explique brevemente como seria un protocolo de extraccion para una
muestra animal y qué diferencias habrian con respecto al realizado por
ustedes. Recuerde basar sus ideas en la estructura y la composicion
bioquimica celular.

3. ¢Cual es la importancia de comprender los procesos de laboratorio que
tiene como finalidad conocer la estructura y funcion del ADN desde el punto
de vista de su quehacer como Nutricionista?

6. REVISION Y ACTUALIZACION

Esta Guia sera actualizada por el Docente encargado de la practica en el
laboratorio, revisado por la Direccidn Técnica de Investigaciones y la Vicerrectoria
Administrativa, esta ultima como Representante de la Direccion para el SIG, y
aprobado por el Vicerrector Académico.

Aprobacion del Documento

Nombre Responsable Firma Fecha
Elabord Jonath.an Steven Docente biologia 03/04/2017
Pelegrin molecular
Director Técnico de

Olga Cecilia Suarez oo
Investigaciones
Reviso 07/04/2017

. Representante de la
Maria Isabel Andrade Direccién del SIG

Aprobd | Roger Micolta Truque | Vicerrector Académico 17/04/2017

Control de los Cambios

Version Fecha de

. Descripcion de los Cambios Justificacion del cambio
No. Aprobacion

Una Institucién Universitaria enfocada en el ser humano como eje central de calidad




	6. REVISIÓN Y ACTUALIZACIÓN

