UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
COLEGIO DE CIENCIAY HUMANIDADES

- Eme g

ACTIVIDAD DIDACTICA EXPERIMENTAL:

“EXTRACCION Y AISLAMIENTO DEL ADN DE CELULAS
VEGETALES Y ANIMALES”

EN APOYO AL PROGRAMA DE BIOLOGIA |

SEGUNDA UNIDAD
¢{,COMO SE LLEVA A CABO LA REGULACION, CONSERVACION Y
REPRODUCCION DE LOS SISTEMAS VIVOS?

TEMA Il. PROCESOS DE CONSERVACION.
REPLICACION DEL ADN: ASPECTOS GENERALES E IMPORTANCIA

DISENO: M. EN E. MA. ELENA DAvILA CASTILLO



I. INTRODUCCION

El Acido Desoxirribonucleico (ADN), es el material genético de todos los sistemas
vivos y de casi todos los virus. Es el ADN quien lleva la informacidén necesaria para
dirigir la sintesis de proteinas y la duplicacion de la misma molécula. Esta
biomolécula fue detectada en el nucleo celular por el investigador F. Miesher en
1869 y desde los afos cuarenta O. Avery y sus colaborados descubrieron que el
material genético esta formado de ADN.

En las ultimas décadas, la Biologia se ha enriquecido con una variedad de
técnicas que han permitido la posibilidad de entender con mayor precision,
estructuras, funciones, mecanismos o fendmenos de los sistemas vivos.

La manipulacidon del ADN, es uno de los ejemplos mas espectaculares del avance
de la aplicacion de una serie de herramientas en Biologia, que anteriormente no
se contemplaban en el campo cientifico, y en la actualidad se usan de manera
rutinaria para desarrollar una amplia variedad de estudios genéticos.

Para estudiar el ADN es imprescindible aislarlo e identificarlo. Existen diferentes
meétodos de aislamiento, dependiendo del tipo de estudio o investigacion que se
quiera realizar. Sin embargo, todos los métodos comparten el hecho de que es
una molécula situada al interior de estructuras membranosas y esta asociada con
proteinas, entonces se requiere usar sustancias adecuadas para obtener al ADN
de la forma mas purificada posible.

La técnica utilizada en esta actividad experimental, se basa por un lado, en el
principio de que el componente fundamental de las membranas plasmatica y
nuclear, son los lipidos, en consecuencia, se utiliza un detergente (surfactante)
para romper estas estructuras y permitir la salida del ADN. Por otro lado, el ADN
de vegetales y animales se encuentra asociado a proteinas de tipo histona, por lo
tanto, al agregarle alcohol, se precipitan las proteinas y de esta forma se obtiene
el ADN como una estructura mas pura. Finalmente, como el ADN es una molécula
de caracter acido, es posible identificarlo con colorantes especificos como el
anaranjado de acridina.

Il. OBJETIVOS

#% Efectuar la técnica de extraccion y aislamiento de ADN en chicharos y en
higado de pollo para visualizar el aspecto real y diferenciarlo del Modelo del
ADN propuesto por Waston y Crick.

# Profundizar la comprension de conceptos relacionados con los aspectos
generales e importancia de la replicacion del ADN.

# Promover el desarrollo de habilidades, actitudes y destrezas al llevar a cabo
la actividad experimental.



Ill. MATERIAL Y EQuUIPO
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2 probetas graduadas de 50 ml.
1 varilla de vidrio.

1 portaobjetos.

1 cubreobjetos.

1 vaso de precipitados de 50 ml.
1 caja de Petri.

1 gotero.

1 mortero.

1 bisturi.

1 aguja de diseccion.

1 balanza granataria.

1 microscopio de contraste de fases.
1 coladera fina o gasas (10 x 10 cm.).
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Recomendacion: Lavar el material, si se utiliza mas de una vez

IV. Material Biolégico

» 10 g de chicharos.
» 2 g de higado de pollo o de ternera.

V. SUSTANCIAS

» 10 ml. de agua desionizada o destilada.
» 20 ml. de desoxicolato de sodio (1 g. de desoxicolato en 60 ml. de agua

destilada o desionizada). Nota: Se puede sustituir el desoxicolato por
detergente Roma.

» 20 ml. de etanol absoluto o al 95% FRIO (el alcohol debe estar a 4 °C por lo

menos 1 hora antes de iniciar la actividad y permanecer en hielo durante
todo el experimento).

» Colorante Anaranjado de Acridina.

VI. PROCEDIMIENTO

1.

Desvainar los chicharos o cortar un trozo pequefio de higado con la ayuda
de un bisturi.

Pesar en una caja de Petri 10 g de chicharos o 2 g de higado.

Triturar en un mortero el higado o los chicharos con 10 ml de agua
desionizada o destilada hasta que quede una masa homogénea y
semiliquida.

Filtrar el sobrenadante obtenido en cada trituracion en el vaso de
precipitados con ayuda de una coladera o a través de una gasa.

Verter el liquido en una probeta, afiadir 20 ml. de desoxicolato de sodio y
agitar SUAVEMENTE con la varilla de vidrio. Anotar lo que sucede.

Incorporar LENTAMENTE 20 ml de etano,| resbalando por las paredes de la
probeta y esperar por lo menos dos minutos para observar unos filamentos
blanquecinos de “ADN” extraido por esta técnica (Ver Figura 1a y 1b),
algunos de estos filamentos quedan adheridos a la varilla de vidrio. SOLO




S| ES NECESARIO, AGITAR LENTAMENTE EN FORMA ROTATORIA Y
EN LA MISMA DIRECCION.

7. Tomar una muestra de los filamentos blanquecinos con una aguja de
diseccién, con la varilla de vidrio, o con un gotero y colocarlos sobre el
portaobjetos.

8. Anadir una gota de colorante anaranjado de acridina, y colocar el
cubreobjetos.

9. Observar los filamentos al microscopio, con los objetivos 10x y 20x (Ver

b) ADN de Higado de pollo Figur:

Figura 2 . Filamentos de ADN observados al microscopio con el objetivo 20X

VII. RESULTADOS Y ANALISIS



o Esquematice el procedimiento que utilizé para extraccion y aislamiento del
ADN.

o Dibuje lo observado en el microscopio con los objetivos de 10x y 20x.

VIll. PREGUNTAS PARA DISCUSION

1. ¢Para qué se utilizo el desoxicolato de sodio y etanol en esta técnica?.

2. ;Como se puede determinar que lo que se obtuvo mediante esta técnica

fue ADN y no proteinas u otras sustancias?.

3. ;Qué diferencias encuentran entre lo observado en la actividad

experimental y el Modelo de ADN propuesto por Watson y Crick?.

4. ;Cual es la funcién del ADN en los sistemas vivos?.
5. Explica en qué consiste la replicacion del ADN
6. ;Qué importancia presenta para los sistemas vivos que la replicacion del

ADN sea “semiconservadora”

IX. CONCLUSIONES
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