BIOLOGIA

EXTRACCION DE ADN Y
OBSERVACION AL MICROSCOPIO

OBJETIVOS:

1. El objetivo fundamental de esta practica es utilizar una
sencillas técnicas (extraccion, filtracion, precipitacion y
tincién) para poder extraer el ADN de un tejido animal y
por el aspecto que presenta, confirmar su estructura
fibrilar.

2. A partir de la longitud enorme de las fibras también se
confirma que en el ndcleo el ADN se encuentra
superenrollado o replegado.

3.

MATERIALES
= 20g de gonada de mejillones o de timo o, en su
defecto, de higado de ternera o de pollo. Un
cuchillo o una tijera.
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= 1 homogenizador (batidora de cocina 0, en su
defecto, un mortero de laboratorio con arena
lavada)

= 1 Varilla de vidrio

= 1 Mortero

= Vasos de precipitados de 250 cm?®

= 1 Pipeta de 200 cm?®

= Alcohol etilico de 96°

= Cloruro soédico 2M

= 1 embudo

= Gasas cuadrangulares (10 x 10 cm) o trocito de
tela para filtrar

= SDS (dodecil sultafo sédico) o, en su defecto,
detergente |

= 1 microscopio

= portaobjetos y cubreobjetos

= QOrceina acética (1%) o hematoxilina

PROTOCOLO.

1.- Durante los meses de enero y febrero el material mas
recomendable es el mejillon (Durante esos meses, la gbnada es
muy voluminosa e invade el manto, por lo que separando las
masas que quedan adheridas a las conchas al abrirlo, se puede
obtener facilmente unos 10 g de gdénadas. Se deben utilizar
individuos de color rosado, que son las hembras, y no los de
color blanquecido, que son los machos, ya que el ADN del nucleo
de los espermatozoides, estd muy fuertemente unido a las
protaminas, por lo que es mas dificil de separar). En su defecto
pueden utilizarse unos 20 g de timo de ternera (las células del
timo son muy apropiadas porque el ndcleo ocupa mas de la
mitad de la célula).

2.- Cortar el material elegido, mediante una tijera, en trocitos
pequefios, introducirlos en la batidora o, en su defecto, en un
mortero de laboratorio que contenga arena lavada, afiadir 100
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cm?® de agua y triturar el material hasta que quede una masa
homogénea y semiliquida.FIGURA

3.- Esperar unos minutos a que sedimenten las particulas mas
grandes y luego filtrar el sobrenadante a través de dos gasas
juntas. Recogerlo en el vaso de precipitados. Repetir el filtrado
hasta que el sobrenadante no contenga particulas sélidas (fibras
conjuntivas, células musculares, vasos sanguineos, etc.)_ FIGURA
4.- Afladir a la probeta un volumen igual de NaCl 2M con el fin de
producir un medio hiperténico que provoque la ruptura de las
envolturas nucleares. Su contenido (Fibras de cromatina)
quedara liberado en el medio._FIGURA

5.- Afadir SDS, dodecil sulfato sédico (CHs3-(CH,),,-OS0OsNa), al
10%, hasta que el conjunto alcance un 2% en SDS. Se debe
hacer un tanteo para deducir cual es la proporcibn mas
adecuada. Agitar la mezcla suavemente con una varilla de vidrio,
y dejar reposar cinco minutos. El detergente provoca la
separacion entre el ADN y las proteinas al formar un complejo
con estas Ultimas Anotar lo que sucede._FIGURA (Si NO se
dispone de este producto puede sustituirse por un detergente de
vajillas; tipo Mistol o similar)

6.- Afadir lentamente resbalando por las paredes del vaso,
mediante una pipeta, 60cm® de metanol o de alcohol etilico de
96° frio, de manera que se formen dos capas. Introducir con
cuidado una varilla de vidrio, y hacerla rotar suavemente y en la
misma direccion. Se podra observar la formaciébn de unos
filamentos blancos de ADN en la interfase, que se van
enganchando y enrollando a la varilla._FIGURA

7.- Con la misma varilla depositar algunos de estos filamentos
sobre un portaobjetos, afiadir unas gotas de orceina acética o de
hematoxilina, y dejar que se tifian durante unos cinco o diez
minutos. A continuacion, lavar la preparacion con agua destilada,
cuidando de no arrastrar las fibras de ADN,. secar los bordes,
afiadir una gota de glicerina, poner un cubre y observar al
microscopio._FIGURA
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8.- Las fibras de ADN presentan una coloracién morada, mientras
que el resto del material es de color marron._FIGURA
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