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Objectiu de les practiques

Aquestes sessions practiques pretenen familiaritzar I’'estudiant amb algunes de
les teécniques bioquimiques i genetiques que permeten detectar la variabilitat en
les poblacions humanes i la seva possible aplicacid en la identificacio de persones.
Les practiques es desenvoluparan durant quatre sessions de laboratori de tres
hores i mitja de durada cadascuna. En elles es pretén que els estudiants, a partir
d’una serie d’evidéncies experimentals, siguen capacos de determinar la identitat
d’una de les mostres problema que sera presa a l'atzar d’entre els estudiants
assistents a les practiques. Per a la identificacié genética d’un individu, es
determinara per a cada estudiant el grup sanguini, la preséncia o abséncia del
cromosoma Y, aixi com el genotip per a un polimorfisme VNTR (Nombre Variable
de Repeticions en Tandem). La informacié recollida en les diferents proves sera
utilitzada per a I'assignacio de la identitat.

Continguts practics:

1. Familiaritzar-se amb un laboratori de biologia molecular

2. Perfil genétic huma, mitjangant:
0 Determinacio del grup sanguini ABO
0 Identificacié dels cromosomes sexuals X i Y mitjangant marcadors d’ADN
0 Identificacidé de variants polimorfiques per al locus VNTR-DRD4



SESSIO 1: Familiaritzacié amb un laboratori de biologia molecular
Activitats
e Plantejament i organitzacio de les sessions
e Normes de seguretat i higiene
e Equipament basic al laboratori
e Maneig de micropipetes
e Separacié de fragments d’ADN

Durant aquesta sessid I'alumne es familiaritzara amb el funcionament i Us dels
equips i técniques que s’empraran per al desenvolupament de les seglients sessions. Al
mateix temps se li plantejara el contingut i la dinamica de les seglients sessions.

PLANTEJAMENT | ORGANITACIO DE LES SESSIONS

Com s’ha comentat préviament, en aquestes practiques es pretén que els
estudiants, a partir d’'una série d’evidencies experimentals, siguen capagos de
determinar la identitat d’'una de les mostres problema que sera presa a |'atzar entre
els estudiants assistents a les practiques. Per a la identificacié genética d’un individu,
es determinara en cada estudiant el grup sanguini, la preséencia dels cromosomes
sexuals X i Y aixi com el genotip per a un polimorfisme VNTR (Nombre Variable de
Repeticions en Tandem).

Cadascuna de les determinacions es realitzara emprant diversos protocols que es
desenvoluparan al llarg de diverses sessions.

A) Identificacio dels cromosomes sexuals X i Y, mitjancant marcadors d’ADN

A.1) Extraccié d’ADN genomic huma a partir de cel-lules epitelials de mucosa
bucal (Protocol 1).

A.2) Reaccio d’amplificacié d’ADN (PCR) del locus de I'amelogenina (Protocol 2).

A.3) Visualitzacio dels resultats mitjancant electroforesi en gel d’agarosa a I'1%
(p/ v) (Protocol 2_cont).

B) Identificacié de variants polimorfiques per al locus DRD4

B.1) Reaccié d’amplificaci6 d’ADN (PCR) utilitzant encebadors especifics per
al locus VNTR DRD4 (Protocol 3). S’emprara el DNA obtingut en el puntto A.1).

B.2) Visualitzacié dels resultats mitjancant electroforesi en gel d’agarosa al 2%
(p / v). (Protocol 3_cont).

C) Determinacio del grup sanguini ABO

C.1) Extraccié de sang i reaccions d’aglutinacié (Protocol 4).



Durant les 4 sessions se seguira la seglient distribucié d’activitats i objectius:

Sessido | Objectius Activitat
e Plantejament i organitzacio de les
sessions
1 Familiaritzacié laboratori de e Normes de seguretat i higiene
Biologia molecular e Equipament basic

e Maneig micropipetes
e Separacio de fragments d’ADN

e Extraccio d’ADN a partir de saliva
2 Perfils genetics (protocol 1) e Comprovacié mitjancant gel
d’agarosa

Perfils genetics

PCR amelogenina
(protocols 21 3) * gen

3 . - e PCR DRD4
Perfils grup sanguini L, .
(protocol 4) e Determinacid grups sanguinis
Perfils genetics
(protocols 2_cont i 3_cont) e Separacio fragments d’ADN en gels
d’agarosa
e |dentificacié cromosomes sexuals
4 e Determinacié polimorfisme VNTR
Analisi i discussi6 de tots els e Determinar a qui correspon la
resultats mostra problema

Els resultats que s’obtinguin en les diferents proves s’aniran afegint en una taula on
s’indicara el codi de la mostra/estudiant i el seu corresponent fenotip/genotip per als
diferents marcadors.



NORMES DE SEGURETAT | HIGIENE
En tot laboratori de biologia molecular cal tenir en compte les seglients normes:

. L'area de treball ha de romandre sempre neta i ordenada. Cada grup de practiques es
responsabilitzara de la seva zona de treball i del seu material. Al final de cada sessio, el
material i la taula de treball ha de quedar com al principi.

. A la zona de treball no convé deixar material d’escriptori o objectes personals
innecessaris.

. Es convenient utilitzar bata de laboratori. No només per protegir-nos de possibles
deterioraments de les peces de vestir i/o pell, sind més aviat per evitar contaminacions
de les mostres.

. Esta del tot prohibit fumar, menjar o beure al laboratori.

. Es convenient utilitzar guants de latex d’un sol Us, que es tiraran en sortir del
laboratori. Mai s’agafara el teléfon ni s’ix del laboratori amb els guants posats per
tornar a entrar.

. El material de plastic (microtubs, puntes, solucions...) esta esterilitzat. La seua correcta
utilitzacido implica tancar les tapes immediatament després del seu Us, utilitzar una
punta nova per a cada solucid i per a cada mostra biologica (ADN, saliva, sang...).

. Les deixalles liquides, no contaminants, poden tirar-se per la pila deixant correr
I'aigua. Els contaminants s’aboquen en recipients especials (liquids) o bidons del fem
biologic (solids).

. S’ha de prestar una atencié especial al BROMUR D’ETIDI ja que és un agent mutagenic
poderds i d’efecte acumulatiu, utilitzat en biologia molecular. CAL EVITAR EL SEU
CONTACTE AMB LA PELL. Per a la seua manipulacié s’ha d’utilitzar guants. No s’ha
d’eliminar com el fem convencional, ni tampoc per la pila de I'aigua, sind6 en cubs
d’eliminacio de citostatics.

. Cal rentar-se les mans abans d’eixir del laboratori



EQUIPAMENT BASIC EN UN LABORATORI DE BIOLOGIA MOLECULAR

Durant aquesta sessio els alumnes es familiaritzaran amb els instruments basics
a utilitzar durant les seglients sessions:

- Microcentrifuga o /

- Termociclador

- Sistema d’electroforesi per gels ! /
d’agarosa

- Mesclador Vortex

w I&.’f
Nij

- Material fungible: puntes sol Us per micropipetes: de color blanc (0,1
ml - 10 ml), groc (2 ml -200 ml) i blau (més de 200 ml); tubs de
microcentrifuga de 1,5 ml, 0,5 mli 0,2 ml.




CURA I US DE LES MICROPIPETES AUTOMATIQUES
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Parts principals d’'una micropipeta.
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Les micropipetes automatiques son instruments de gran precisid i el seu perfecte

funcionament depén que s’utilitzin correctament. Cada grup disposa de 3 pipetes que
permeten la manipulacié de volums que oscil-len entre 1 i 1.000 ml (1 ml). La pipeta
p20 s’empra per volums entre 1i 20 pl, la P200 per volums entre 20 i 200 pl i la P1000
per volums entre 200 i 1.000 ul. Tanmateix, aquest rang de volums pot variar en funcié
dels models i fabricants. El procés de pipetejar es pot resumir en els seglients punts:

1.

Triar la pipeta adequada segons el volum de liquid a prendre. Ex: per a 15 pl

prendre la p20, per a 80 ul prendre la P200, etc.

Ajustar acuradament el volum a prendre, sense cometre errors de lectura en

I’escala graduada de cada tipus de pipeta.

Empenyer amb suavitat I’embol fins al final del seu recorregut (primer limit, 1st

stop en I'esquema). Amb la pipeta, prendre una punta de la capsa de puntes

sense tocar-la amb la ma.

Amb la pipeta en posicio vertical, introduir I'extrem de la punta en la solucio

corresponent. En tornar amb suavitat I'émbol al seu origen s’arrossegara a

I'interior de la punta el volum desitjat. El brusc retorn de I'émbol pot arrossegar

liquid a I'interior de la pipeta, cosa que pot fer malbé el seu delicat mecanisme.

a. Tenir en compte els dos limits del recorregut de I'émbol. El primer limit

(ofereix lleugera resisténcia al dit) indica el volum exacte a prendre. El
segon limit (recorregut extra; 2nd stop) només s’empra per expulsar la
totalitat del liquid. Si s’omple la punta de pipeta estrenyent fins a
I’GlItim limit, es pren més volum del seleccionat i es produeix un error per
excés.

Per tal d’expulsar el volum retingut, situar la punta en el contenidor de

destinaciod i prémer I'émbol amb suavitat fins al segon limit.

Un cop finalitzat, descartar la punta polsant el dispositiu expulsador (tip ejector

button en I'esquema).



En general, en I'Gs de les pipetes cal evitar:

- Invertir o inclinar excessivament la pipeta ja que redueix la seva precisid i, si
esta plena de liquid, aquest es pot introduir en el seu mecanisme.

-Tractar la pipeta amb brusquedat en agafar-la i deixar-la, ja que els cops
bruscos afecten la seva precisio.

- Que la punta de la pipeta contacte amb altres elements com les mans, la roba,
bancada, etc. Aix0 pot provocar una contaminacido de la punta i en
consequiencia, de la solucié a manipular.

SEPARACIO D’ADN MITIANCANT GELS D’AGAROSA

L’electroforesi és una técnica que permet la separacié de molecules en funcié
de la seva diferent mobilitat en un camp eléctric. En determinats suports, com el gel
d’agarosa, el medi (gel) ofereix una resistencia notable a I'avan¢ de les molecules, per
la qual cosa la mobilitat depén principalment de la grandaria de la molécula.

L'agarosa és un polisacarid (originalment obtingut d’algues, com I'agar-agar,
pero de composicié més homogenia) i les dissolucions (tipicament de 0,5 a 2%) tenen
la propietat de romandre liquides per sobre d’aproximadament 502C i formar un gel,
semisolid, en refredar-se. Aquest gel esta constituit per una matriu o trama
tridimensional de fibres polimeriques, embeguda en gran quantitat de liquid, que
ofereix resistencia al pas de les molécules d’acid nucleic. Aquesta resisténcia sera més
gran com més grans siguin les molecules amb la conseglient separacio de les molécules
en funcié de la seva grandaria.

En preparar el gel refredant I'agarosa en un motlle adequat, s’hi deixen uns
buits o pouets per poder-hi introduir després la mostra. Quan apliguem el camp
eléctric la mostra sera forcada a introduir-se en el gel (vist de perfil):

pucillﬂx

L.
J .
gelde agarosa

Durant I'electroforesi, les molecules d’ADN, que posseeixen carrega negativa,
migren cap a |'electrode positiu. En avangar les molecules d’ADN, la seua velocitat es
veu reduida per la matriu del gel d’agarosa. Les molecules més petites es mouen més
de pressa que les més grans a través dels porus del gel.

Quan s’ha completat I'electroforesi, les molécules d’ADN es poden observar
mitjancant I'addicio d’un colorant especific, com el bromur d’etidi que s’intercala entre
les molécules d’ADN i és fluorescent sota la llum ultraviolada (UV).

Existeixen patrons (també coneguts com a marcadors) especials que contenen
una barreja de molécules de mida coneguda. Si es fa I'electroforesi d’'un marcador
conjuntament amb una mostra desconeguda, les bandes observades en el marcador
poden ser comparades amb les obtingudes en la mostra desconeguda per determinar
la seva mida.




EXERCICIS PRACTICS

1. - Amb quina pipeta realitzaries les seglients mesures?
502 ul,

200 pl,

80 pl

8 ul

2,5 ul

2. - Afegir en un tub les seglients quantitats i comprovar el volum final amb la pipeta
p1000:

10 pul + 80 pl + 610 pl =700 pl

10 pl + 40 pl + 300 pl = 350 pl

3. - Carregar en un gel d’agarosa a I'l% diferents mostres d’un patré de pesos
moleculars d’ADN. A partir dels seglients esquemes determinar quines s’han emprat.
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EXTRACCIO D’ADN GENOMIC HUMA A PARTIR DE CEL-LULES EPITELIALS

SESSIO 2: Determinacio del perfil genétic (part 1)
Activitats
e Extraccio d’ADN a partir de saliva
e Comprovacio mitjancant gel d’agarosa

DE MUCOSA BUCAL

Es possible obtenir una mostra d’ADN genomic d’un individu sense utilitzar

tecniques que resulten tan invasives com l'extraccié de sang. En aquesta practica
utilitzarem cel-lules epitelials de la mucosa bucal per extreure’n I’ADN. Se seguira un
protocol rapid en que s’ha suprimit el pas de purificaci6 amb solvents organics per tal
d’evitar la perdua d’ADN.

Caracteristiques del métode a emprar

e Metode rapid i econdomic.

e Metode segur, ja que elimina completament la necessitat d’utilitzar

reactius toxics.
e Permet processar diferents mostres biologiques.

e S’obté un ADN valid com a motlle en la reaccié de PCR.

Esquema de procés a seguir:

Lisi cel-lular (tampd de lisi)

!

Eliminacié del RNA (RNasa)

!

Eliminacié de proteines
(tampd de precipitacio de proteines)

!

Precipitacié de I’ADN (etanol o isopropanol)

!

Dissolucié de I’ADN
en aigua o Tris-EDTA (TE) pH 8,0

!

Conservacio i emmagatzematge de I’ADN a -202C o -802C
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PROTOCOL DE LABORATORI 1

Presa de mostra i preparacio de les cél-lules per a la lisi

1. Esbandir-se la boca amb aigua durant 10 segons i esperar uns minuts per recollir la
mostra. Salivar una mica i recollir la saliva en un recipient esteril.

2. Pipetejar lentament 400 ml de la mostra en un tub de microcentrifuga (1,5 ml) i
centrifugar durant 90 segons a 14.000 rpm. Decantar el sobrenedant deixant 10-20 pl
de liquid residual.

3. Resuspendre amb un vortex el pellet de cel-lules. Aquest procés ajudara a optimitzar
la lisi cel-lular del pas seglient.

Lisi cel-lular
4. Afegir 400 pl de solucié de lisi, barrejar amb vortex i incubar a 37°C durant 5 minuts.
Eliminacié del RNA

5. Afegir 10 pl de solucié de RNAsa (10mg/ml). Barrejar per inversid i incubar 20-45
minuts a 37°C.

Precipitacio de proteines

6. Temperar la mostra a temperatura ambient (aproximadament 2 minuts) i afegir 240
ul de solucidé de precipitacio proteica.

7. Agitar vigorosament amb vortex.

8. Centrifugar a 14.000 rpm durant 4 minuts. Si s’observen particules surant tornar a
centrifugar prévia incubacié de 5 minuts en gel.

Recuperacio de I’ADN en solucid i precipitacid

9. Traspassar el sobrenedant (aproximadament 400 pl) a un nou tub amb 400 pl
d’isopropanol.

10. Barrejar per inversié i incubar durant 5 minuts a temperatura ambient.

11. Centrifugar a 14.000 rpm durant 2 minuts. L'ADN sera visible com un precipitat
blanc.

12. Eliminar el sobrenedant per decantacid, mirant de no perdre el precipitat, i rentar
amb 300 ul d’etanol al 70% per facilitar la posterior dissolucié de I’ADN.

13. Centrifugar a 14.000 rpm durant 1 minut. Eliminar acuradament el sobrenedant.
Assecar el tub de forma breu amb paper absorbent i en bomba de buit durant 3-5 min.

14. Dissoldre el precipitat en 50-100 pl de TE (Tris-EDTA). Aquest volum suposara
I’ADN purificat que s’emprara en els propers protocols. Es pot incubar a 37-509C per
aconseguir la perfecta dissolucié de I’ADN. Etiquetar i guardara-202 C.
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COMPROVACIO MITJANCANT GEL D’AGAROSA

Per comprovar I'extraccid es carregara 'ADN extret en un gel d’agarosa al 0,8%
preparat previament. Per a aixo:

1. Barrejar 2 ul de I’ADN genomic obtingut amb 3 ul d’aigua destil-lada i 1 ul de
tampo de carrega (responsable de calorejar la mostra i dotar-la de densitat).

2. En el mateix gel, es carregaran 3 ul d’un patré d’ADN de mides conegudes.
3. Correr el gel 30 minuts a 100 volts.

4. Transcorregut aquest temps observar/fotografiar el gel sota una llum ultraviolada.

PROBLEMES MES FREQUENTS EN L’OBTENCIO D’ADN
- Poca obtencié d’ADN, a causa de:
« Insuficient nombre de ceél-lules en la mostra inicial

e La lisi cel-lular no ha estat completa (allargar la lisi fins a obtenir una solucio
més homogeénia).

¢ Les cel-lules no han estat ben preparades per a la lisi. Cal dissoldre els grumolls
de cél-lules previament a I’addicid de la solucio de lisi.

- Pérdua d’ADN durant I'extraccid.
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SESSIO 3: Determinacio del perfil genétic (part 2)
Activitats
e PCR per locus amelogenina
e PCR per locus DRD4

® Determinacié de grups sanguinis
PCR PER LOCUS AMELOGENINA

Es possible identificar els cromosomes X i Y d’un individu del qual només
disposem d’una mostra amb uns pocs nanograms d’ADN. Per aix0 recorrem a
la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR), que ens permet amplificar seqliéncies
concretes d’ADN. Analitzarem el locus amelogenina. Des del punt de vista del seu Us
com a marcador és util per determinar el sexe. Aix0 és degut que aquest gen esta
present tant en el cromosoma sexual X com en el Y, encara que les seves
caracteristiques son diferents en funcié del cromosoma en qué es trobe. Per a aquest
gen hi ha una delecié d’aproximadament 170 pb en el cromosoma Y. A¢o permet que
una reaccié de PCR que contingui aquesta regié mostre diferents mides en els
fragments d’ADN amplificats en funcié que la mostra provingui d’individus XX (dona) o
individus XY (home).

Per a cada mostra durem a terme 1 reaccié d’amplificacid del locus de
I’'amelogenina.
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PROTOCOL DE LABORATORI 2

1. En un tub esteril especial per a PCR (tubs de 0,2 ml) afegir els seglients components

en l'ordre indicat:

1tub Mix
x1 x 20
PCRmix 2x 12,5 ul
(conté Taq, dNTPs i tampd)
Primers Amelog99 (10 uM) 1 pl+1 pl
DNA 1
Aigua MQ 9,5 ul
Volum total 25 ul

2. Procedir a la reacciéo d’amplificacié en termociclador d’acord amb el seglient

programa:
949x5"

949x1" ]

57ex1° b x 40 cicles
722x1°20" )
7292x10°

3. Un vegada finalitzada I'amplificacié les mostres es guardaran a -202C per ser
analitzades mitjancant gel d’agarosa en la quarta sessio.
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PCR PER LOCUS VNTR-DRD4

Es denomina loci VNTR (de I'anglés "Variable Number of Tandem repeats") les
repeticions en tandem de nombre variable. Una repeticié en tandem és una seqiiéncia
curta d’ADN que es repeteix consecutivament. Aquestes repeticions es troben
repartides pel genoma i un mateix tipus de repeticid es pot trobar en un unic
lloc (locus unic) o en multiples llocs. El nombre d’unitats que es repeteixen dins d’un
VNTR variara entre individus. Aquest fet ens permet caracteritzar un individu en funcié
del nombre de repeticions que tinga a un determinat locus VNTR en el seu ADN. La
possibilitat que 2 individus tinguin el mateix perfil (el mateix nombre de repeticions)
per a un mateix locus (depén del nombre d’al-lels i la seva freqiliéncia) és relativament
alta, pero aquesta probabilitat va disminuint a mesura que s’augmenta el nombre
de loci VNTR analitzats. Quan s’usen els perfils d’ADN amb fins medicolegals,
s’analitzen de 4 a 6 Jloci VNTR diferents, cosa que ens déna una possibilitat
extremadament baixa de trobar un mateix perfil per a tots els loci analitzats. Cal tenir
en compte que aquest tipus de marcadors han estat desplagats pels marcadors STR
(Short Tandem Repeats), encara que el seu tractament i amplificacié sén similars.

VNTR — :
- |
Padre : N® de Repeticiones
6 o
—--—-——— |
Madre [ 3 WYariables alélicas
— - --— —
O , O

@ oL thd

[Z -]

6,4 6,5 54 4,3 6,3 5,3

Variables alélicas en la descendencia
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En aquest cas anem a estudiar el perfil per al polimorfisme VNTR del gen DRD4
(Receptor D4 de la dopamina). Fem servir aquest en concret ja que presenta un
polimorfisme (variabilitat entre individus) relativament alt i els seus diferents al-lels es
poden distingir facilment en gels d’agarosa.

Les seves caracteristiques i possibles resultats son:

e Repeticions de 48 Nucleotids (ACCCGCGCCCCGCCTCCCCCAGGACCCCTGC
GGCCCCGACTGTGCGCC)

e Cada al-lel es caracteritza per un nombre de repeticions, cosa que identifica la
seva grandaria.

e Grandaria de fragments amplificats: 374 pb + VNTR:
2 rep: 470 pb 3 rep: 518 pb 4 rep: 566 pb
5rep: 614 pb 6 rep: 662 pb 7 rep: 710 pb
8 rep: 759 pb 9 rep: 806 pb 10 rep: 854 pb.

Alelo 7 repeticiones

1000pb

500pb

Alelo 2 repeticiones Alelo 4 repeticiones Alelo 3 repeticiones
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PROTOCOL DE LABORATORI 3

1. En un tub esteril, especial per PCR afegir els seglients components en I'ordre indicat:

1tub Mix
x1 x 20
PCRmix 2x 12,5 ul
(conté Taqg, dNTPs i tampd)
DMSO 50% 5ul
Primers DRD4 (10 uM) 1 pl+1 pl
DNA 1
Aigua MQ 4,5 ul
Volum total 25 pul

2. Agitar els tubs perque es barregin els reactius i procedir a la reaccié d’amplificacio
d’acord amb el seglient programa:

949x1°

94230 )

642x1 ¢tx35cicles
72ex1 )

72ex7"

3. Una vegada finalitzada I'amplificacio les mostres es guardaran a -202C per ser
analitzades mitjangant gel d’agarosa en la quarta sessio.

17



DETERMINACIO DE GRUP SANGUINI ABO

La sang de cada persona presenta caracteristiques particulars que pot servir
com un mitja d’identificacid gairebé tan precis com les empremtes dactilars. Com
passa amb I’ADN, només els bessons identics tenen caracteristiques sanguinies
iguals. En I'actualitat hi ha descrit o un gran nombre de grups sanguinis diferents, com
ara el sistema ABO, el Rhesus (Rh), el MN o el Ss, entre d’altres. La identificacié dels
grups sanguinis ha estat de gran rellevancia no només per a la determinacié de la
compatibilitat en les transfusions sanguinies siné en els estudis genétics en poblacions
humanes.

El sistema més conegut és el ABO, ja que té una gran importancia en la
determinacié d’incompatibilitats entre la sang de diferents individus. Aixo es basa en
una reaccio de caracter immunologic altament especifica que consisteixen en la unié
d’antigens estranys (antigens A o B, en funcié del donant) continguts en els eritrocits
del donant i els anticossos especifics presents en el plasma sanguini del receptor.

El grup sanguini ABO el determina un locus situat en el cromosoma 9. Hi ha tres
al-lels diferents per a aquest locus:

| ", déna lloc a la produccié d’antigens A.

1 8, déna lloc a la produccié d’antigens B.
i, que determina la no produccié d’antigens.

Els al-lels 1" i 1? sén codominants, i I'al-lel i és recessiu davant I"i I° . Aquestes
caracteristiques determinen I'existencia de quatre fenotips possibles:

Fenotips Genotips Antigens Anticossos

A R Rar Y ey A anti-B

B 1818018 B anti-A

0 ii cap anti-A i anti-B
AB 1418 AiB cap

Les persones que tenen en els seus eritrocits un tipus d’antigen, no tenen
I'anticos respectiu, perd aquest ultim és present en el séerum de les persones que no
tenen aquest antigen. Per tant, en una transfusié es produira reaccié d’aglutinacié
antigen-anticos o no segons els casos.
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La determinacié del grup sanguini del sistema ABO s’efectua enfrontant els
hematies problema amb antiserums d’especificitat coneguda: anti-A i anti-B.
L’aglutinacié o no aglutinacié dels hematies assajats davant cada un dels antiserums és
indicativa de la presencia o absencia dels corresponents antigens. A la figura es poden
observar els resultats esperats per a cada combinacié d’anticos-grup sanguini

Antibody anti-A anti-B anti-A anti-B

)

Blood type O

.) C ®  Bioodtype A
= = /

Blood type B Blood type AB

Biochemistry and Molecular Biology Education
Volume 36, Issue 5, pages 347-353, 18 SEP 2008 DOI: 10.1002/bmb.20218
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/bmb.20218/full#fig2

PROTOCOL DE LABORATORI 4

Per determinar el grup seguirem els seglients passos:
1. Enunade les plaques de pouet multiple, retolar 2 pouets amb anti-A i anti-B.

2. Amb una llanceta estéril realitzar una puncio en un dels laterals del dit index d’una
ma, préviament esterilitzat amb un coté amarat en etanol.

3. Dipositar en cada pouet una petita gota de sang.

4. Afegir rapidament 20 pl de cada antiserum en el seu respectiu pouet (en un dels
costats).

5. Amb un furgadents, barrejar bé la sang amb I'antiséerum. Emprar un furgadents
diferent per a cada pouet.

6. Mantenir la placa a temperatura ambient durant 1-2 minuts. Transcorregut aguest
temps, observar la presencia o abséncia d’aglutinacio.
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SESSIO 4: Determinacio del perfil genétic (part 3) i analisi dels
resultats
Activitats
e Separacio de fragments d’ADN en gels d’agarosa per a la
identificacio dels cromosomes sexuals
e Separacio de fragments d’ADN en gels d’agarosa per a la
determinacié dels polimorfismes VNTR-DRD4
e Determinar a qui correspon la mostra problema

SEPARACIO DE FRAGMENTS D’ADN EN GELS D’AGAROSA PER A LA IDENTIFICACIO
DELS CROMOSOMES SEXUALS

CONTINUACIO DEL PROTOCOL DE LABORATORI 2

5. Preparar un gel d’agarosa a I’1% (p/v). Deixar gelificar uns 20-30 minuts.

6. Carregar, al gel, 10 ul de la reaccié de PCR a la qual s’afegeixen 2 ul de tampé
de carrega. Utilitzar un marcador de pes molecular (afegir 6 ul per carrera).

7. Correr el gel a 90 V durant 1 hora en tampd TBE 0.5X amb bromur d’etidi a una
concentracié de 0,5 mg/ml.

8. Fotografiar el gel i analitzar els resultats.

Resultats esperats:
Sexe XX: obtindrem una banda de 977 bp.
Sexe XY: obtindrem dues bandes, una de 977 bp i altra de 788 bp.

Biochemistry and Molecular Biology Education
Volume 36, Issue 5, pages 347-353, 18 SEP 2008 DOI: 10.1002/bmb.20218
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/bmb.20218/full#fig4
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SEPARACIO DE FRAGMENTS DE DNA EN GELS D’AGAROSA PER A LA DETERMINACIO
DELS POLIMORFISMES VNTR-DRD4

CONTINUACIO DEL PROTOCOL DE LABORATORI 3

5. Preparar un gel d’agarosa al 2% (p / v). Deixar gelificar uns 20-30 minuts.

6. Carregar, al gel, 10 ul de la reaccié de PCR a la qual s’afegeixen 2 pl de tampd
de carrega. Utilitzar un marcador de pes molecular (afegir 6 ul per carrera).

7. Correr el gel a 90V durant 2 hores en tampd TBE 0.5X amb bromur d’etidi a una
concentracié de 0,5 mg/ml.

8. Fotografiar el gel i analitzar els resultats.

Resultats esperats:
e Grandaria amplificats: 374 pb + VNTR:

2rep: 470 pb 3rep: 518 pb 4 rep: 566 pb
5rep: 614 pb 6 rep: 662 pb 7 rep: 710 pb
8 rep: 759 pb 9 rep: 806 pb 10 rep: 854 pb.

e Les combinacions més freqiients en la poblacié sén: 4,4; 2,4;4,7i2,7

Mi 1 2 3 4 5 M2 6 7 8 9 10 11 12 13 U

Biochemistry and Molecular Biology Education
Volume 36, Issue 5, pages 347-353, 18 SEP 2008 DOI: 10.1002/bmb.20218
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/bmb.20218/full#fig4
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DETERMINAR A QUI CORRESPON LA MOSTRA PROBLEMA

Alumne i mostra

Grup
sanguini

Cromosomes
sexuals

Marcadors
VNTR (DRD4)

Mostra problema
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