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Ensayo de enzimas de restriccion para analizar elp  olimorfismo
de globina beta S mediante RFLP

(Practica en laboratorio virtual Cibertorio)

Fundamento:

La anemia drepanocitica (anemia de células falciformes) se origina por la mutacién de un solo nucleoétido en
el gen de globina beta humana. Esto genera en la poblacion un polimorfismo, definido por la presencia del alelo
normal o el mutado, en cada uno de los dos cromosomas 11 homologos.

Pretendemos estudiar el posible diagnostico genético de esta enfermedad a través de un polimorfismo
RFLP, es decir, mediante restriccion y electroforesis.

Como material de partida disponemos de muestras de DNA (virtuales) correspondientes a una parte de ese
gen, para las dos variantes (normal, AA o WW, y drepanocitica, SS).

Por lo tanto, vamos a estudiar un locus que corresponde a una parte del gen de globina beta y que contiene
el punto polimérfico.

Mas informacion (no necesaria para la practica):
Concretamente, las muestras comprenden el exén 1, el intrén A, el

exon 2 y parte del intron B.
Recuerda que el polimorfismo se sitla en el exén 1.

Aclaracion de la nomenclatura:

A la hemoglobina normal del adulto, oz 32 , se la llama habitualmente
hemoglobina A ; de ahi el nombre A para el alelo normal de la globina beta aqui
estudiado. También se representa como W, de wild type (tipo salvaje o silvestre).

La hemoglobina de las células falciformes (sickle cells), a2 [352 , Se denomina
hemoglobina S .

A lo largo de la practica tendras que conservar informacion para pasarla de una ventana a otra del programa;
utiliza para ello el “Bloc de Notas” de Windows. Conviene que afiadas tus propios comentarios para identificar la
informacién que vas guardando; puedes imprimirlo al acabar, para llevarte toda la informacion e incluirla en tu

cuaderno de practicas.
Ayuda para copiar y pegar texto: utiliza el menu que aparece al pulsar el botén derecho del ratén o, con el
teclado, pulsa Ctrl+C para copiar y Ctrl+V para pegar.

Bibliografia:

¢ J.Luque y A. Herrdez (2001) Texto llustrado de Biologia Molecular e Ingenieria Genética, pags.
381-383. Ediciones Harcourt / Elsevier Espafia, Madrid.

Cémo comenzar:

El laboratorio virtual funciona dentro de una pagina web, por lo que debes comenzar abriendo el navegador
de internet (Internet Explorer o Firefox).

Una vez que se abra el programa, debes buscar la pagina de Cibertorio:
Puede estar en los “Fauoritos” o “Marcadores”; si no, visita hitp://hiomodel.uah.es/lab/cihertorio/
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Ensayo:

busqueda de una enzima de restriccion adecuada para detectar el polimorfismo

Objetivo:

p.2

Encontrar una enzima de restriccion que corte de forma diferente los alelos normal (W o A) y mutado (S) del

gen de globina beta.

Materiales virtuales:

Software:
« Laboratorio virtual de biologia molecular “Cibertorio”
Reactivos virtuales:

« Enzimas de restriccion (deben comprarse en BobCo™, como se explica mas adelante)
» Grupo de muestras para diagnostico genético (también comprado en BobCoTM), que contiene las siguientes

muestras de DNA:

« DNA del gen de globina B de una persona homocigética normal (representada como AA o WW).
« DNA del gen de globina B de una persona homocigética falciforme (representada como SS).

« Cuatro muestras de DNA de pacientes cuyo genotipo se pretende averiguar (designadas Pt1, Pt2, Pt3 y Pt4);

en esta practica no las usaremos.
» Marcador de masa molecular de DNA (gratuito, de BobCoTM)
« Tampon universal de restriccion 10x (gratuito, de BobCo™)
* Agua
 Puntas de pipeta amarillas, capacidad de 1 a 100 pL
* Agarosa
« Tampon de electroforesis TBE (Tris/Borato/EDTA)
* Bromuro de etidio

« Colorante de carga de muestras en el gel (contiene azul de bromofenol, xileno-cianol y glicerol)

Instrumentacion virtual:
 Micropipeta variable hasta 100 uL
« Incubador con regulacion de temperatura BobCo Temp-O-MaticTM
» Cubeta de electroforesis horizontal en agarosa BobCo Gel-O-Matic™
« Fuente de corriente continua BobCo 1000zX™ (de 10 a 1000V)
« Transiluminador ultravioleta (acoplado a la cubeta)
« Pantalla y gafas de seguridad protectoras contra UV

Procedimiento:

Comienza pulsando en el boton “Iniciar Cibertorio”. Aparecera un aviso requiriendo que se haga un pedido de
enzimas; acéptalo.
Investiga la pagina del Gatalogo en linea. Anota el tamafo en pares de bases de los componentes del
patron de tamafios (Escalera de DNA ) que emplearas mas adelante para la electroforesis.

Pulsa el enlace para acceder al “Formulario de pedido”. Rellena los datos solicitados (esto es una
simulacién de una situacién real, no es importante lo que escribas mientras no cambies la contrasefia).
Selecciona las 4 enzimas que te han asignado y el “Grupo de muestras para diagnéstico genético’.
Pulsa el boton “Enviar el pedido”. Espera a que se actualice la pantalla y aparezca el laboratorio
simulado (tubos, pipeta, etc.).

1)
2)

3)
4)

Uso de la micropipeta virtual pulsador

Para seleccionar el tubo sobre el que quieres actuar del émbolo
debes pulsar sobre €l con el raton (no sobre la tapa ni T expulsor
la etiqueta); se abrira su tapa y la pipeta se desplazara de puntas
a él. Haciendo clic en el pulsador superior del émbolo ajuste del
consigues que se desplace, expulsando o aspirando volumen
alternativamente el contenido de la punta. El volumen
gue se quiere pipetear se establece pulsando con el
raton sobre la rueda de ajuste (mitad izquierda
disminuye, mitad derecha aumenta) o escribiendo en la
casilla del indicador de volumen (no pulses la tecla
Enter).

El intervalo de trabajo de la micropipetaes de 1 a
100 L, en pasos de 1 pL.

Para evitar contaminacion, se deben cambiar las
puntas cada vez que se cambia de muestra. La punta
se expulsa haciendo clic con el ratén sobre la palanca
expulsora de puntas o sobre el cubo de basura.

Se consigue una punta nueva haciendo clic sobre la
caja de puntas.

indicador del
volumen

punta
desechable
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Posibles problemas:
Dependiendo de la configuracion de seguridad del navegador, es posible que se bloquee el acceso al impreso de

pedido hasta que aceptes un aviso similar a éste:

»

A B e . .
9.0 45 | @ Laboratorio Virtual & - (=0 - iy Pagina v i0F Herramientas v

l_i Este sitio web esta usands una ventana generada por script para solicitar informacién, Siconfia en este sitio web, haga X
clic aqui para permitir las wentanas generadas por scripts...

Si, por algun error, necesitas empezar de nuevo con tubos limpios, pulsa el botdn correspondiente, situado a la

izquierda de la caja de puntas.

Tras pulsar con el ratén sobre tubo, pipeta, etc., deja tiempo para que ocurra lo que sea. No seas impaciente.
Al pulsar el émbolo de la pipeta, el cursor-mano no desaparece: mueve el puntero del ratén fuera de la pipeta.
Si quieres ver mejor el liquido que hay dentro de un tubo, puedes hacer que la pipeta salga del tubo pulsando de

5)

6)

7

8)

9)

nuevo en el tubo.

Prepara mezclas de reaccion para ensayar la restriccion de las dos muestras de DNA (AA y SS) con
cada una de las cuatro enzimas asignadas. Para ello, debes poner en cada tubo 10 pL de uno de los
tipos de DNA, 4 pL de tampén 10x, 25 L de agua y 1 yL de una de las enzimas de restriccion. Incluye
también, como control, un tubo con cada muestra de DNA sin enzima.

Nota: de las 78 enzimas disponibles en el programa, 57 no cortan en esa region del DNA vy, entre las 21 que si
cortan, sélo 3 ven afectada su diana por la mutacion y, por ello, sirven para estudiar este polimorfismo. Esto ilustra
la baja probabilidad de que se pueda detectar mediante analisis de restriccion un polimorfismo causado por la
mutacion de un Unico nucleétido.

Haz una tabla en la que indiques los reactivos y los volimenes que debes pipetear en cada tubo.

Pon en marcha la reaccion de restriccion pulsando en el boton “Comenzar” (esta en la parte central inferior,
bajo el cronémetro). Transcurrido el tiempo virtual requerido, se ha completado la reaccién. Aparece un
mensaje que te informa de lo que se ha afiadido en cada tubo; verifica que coincide con lo que pretendias.

En el mend principal de Cibertorio, selecciona el médulo “Lahoratorio de : Selecciona:
electroforesis”. Pulsa el boton “Autocargar’, que hara que las muestras _Z:EZ HLISCLE: 5"
preparadas en la digestion anterior se transfieran a los pocillos del gel virtual. Lahoratorio e reacaiones
Fn eINpocillo n° 13 se carga automaticamente una mezcla de patrones de [aporaiono e slectioforess.
amano. Andlicie da canianniac

Los pocillos tras la carga se ven azules debido a los colorantes afiadidos rutinariamente a las
muestras (azul de bromofenol y xileno-cianol), para facilitar que se vean primero éstas y luego
el frente de avance. También se ha afiadido un agente denso (p.ej. glicerol, sacarosa o ficoll)
gue hace que la muestra se deposite al fondo del pocillo. Los geles de agarosa como éste se
usan generalmente en horizontal.

La “autocarga” es una caracteristica Unica de los geles BobCo™: en la vida real las muestras
se deben transferir laboriosamente a mano desde los tubos a los pocillos con una micropipeta.

Ajusta en la fuente de corriente el voltaje a 200 voltios y el tiempo a 2,5 horas virtuales. Conecta la
corriente para comenzar la electroforesis. Mientras progresa, puedes encender la luz UV (asegurate de
tener puestas tus gafas o careta virtuales de proteccion) y apagar las luces de la habitacion virtual para ver
como va avanzando el DNA y separandose las bandas.

- En cualquier electroforesis, si la fuente de corriente de la que dispones no indica la intensidad

. (miliamperios), es importante que te asegures de que esta circulando la corriente. Observa cémo de ambos
“electrodos se desprenden burbujas, efecto de la electrolisis del tampdn. También veras que las bandas
“azules de ambos colorantes avanzan por el gel (al igual que lo hacen las del DNA, si enciendes la luz UV).
- Si se usan voltajes superiores, las muestras avanzaran mas rapido por el gel, pero los voltajes elevados
_producen corriente de alta intensidad y un calentamiento excesivo del gel que, aparte de afectar a la
“muestra (por e€j., desnaturalizando el DNA), puede llegar a fundir la agarosa. A diferencia de los geles
‘reales, los geles BobCo™ nunca se funden, por lo que el Unico inconveniente de usar un voltaje muy alto
-puede ser que las muestras se pierdan por la parte inferior del gel antes de que te des cuenta.

Una vez completada la electroforesis, interpreta los resultados obtenidos: decide cual de las enzimas
es la adecuada para investigar el polimorfismo de la globina.
Justifica la enzima elegida y dibuja un esquema de cémo han quedado las bandas.

10) Por comparacién con el avance de las bandas del patron (“escalera de DNA”), calcula el tamafio en

pares de bases que tienen los fragmentos de restriccion obtenidos del DNA de las muestras. (Este
calculo puede hacerse de forma precisa mediante una curva de calibrado, o bien de forma aproximada
por comparacion visual del avance.)

Para medir el avance de cada banda puedes usar la regla disponible en la pantalla. (Arrastra la regla
usando el ratén y sitiala de modo que el cero coincida con los pocillos)
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Para estimar el tamafio (n° de pares de bases) del DNA de cada banda, construye una
curva de calibrado con log(n°pb) frente a distancia migrada, empleando los patrones que se
hayan separado bien y que avancen en la misma zona a la que han llegado tus muestras
(por €j., los 6 patrones més pequerios).

Representa la curva de calibrado y utilizala para calcular los tamafios.



