INDICACIONES GENERALES

1) El laboratorio de PCR y RFLPs tiene una duración aproximada de 4 a 5 horas. La reacción de PCR se realiza en un tiempo de 2: 25 min. El RFLP (Digestión enzimática) en un tiempo de  1 hora.

2) La primera parte consiste en realizar una amplificación específica de un gen (CYP17)  para lo cual se le entregarán todos los reactivos preparados. Luego Usted realizará una digestión con la enzima MspA1 para generar un patrón de restricción.

3) El grupo trabajará con una sola muestra de DNA problema la cual estará  (numerada de  1 al 6). 

4) Para ahorrar tiempo, al finalizar la reacción de PCR usted guardará un volumen de 2-4 ul para verificar el producto de amplificación. El volumen restante (10-12 ul) lo digerirá inmediatamente con la enzima MspA1 (según protocolo) y lo dejará a 37º C durante 1 hora.
5) Al finalizar la digestión enzimática, usted cargará  en el mismo gel (2%) su producto de amplificación (2-4 ul) y en el pocillo contiguo el producto de restricción (10-12 ul).

NOTA: Durante el tiempo en que se produce la reacción de PCR (2 hrs: 25 min), se realizará una demostración de extracción de DNA (Protocolo básico). Para ello se dispone de 2 muestras de sangre que serán utilizadas en cada práctico (martes 20 de septiembre y martes 27 de septiembre, respectivamente).  La o las personas  que realicen esta manipulación deben trabajar durante todo el proceso con guantes
CYP 17: Condiciones PCR-RFLP

Condiciones de Reacción

	Reactivo
	Concentración inicial
	Concentración Final
	Volumen (ul)

	Buffer
	10 X
	1 X
	2

	dNTP
	2 mM
	0,28 mM
	2,8

	MgCl2
	50 mM
	1,5 mM
	0,6

	Cyp 17-A
	20 uM
	0,12
	0,12

	Cyp 17-B
	20 uM
	0,12
	0,12

	Taq
	5 U
	1 U
	0,2

	Muestra
	100 ug/ml
	0,2 ug
	2

	Agua
	
	
	7,84

	Vol Total
	
	
	15,68


Digestión

	
	C inicial
	C final
	Volumen (ul)

	MSPA I
	10000 U/ml
	10 U/mL
	0,2

	NE buffer 4
	10 X
	1 X
	2,5

	BSA
	10 mg/mL
	1 mg/mL
	2,5

	Producto PCR
	
	
	10

	Vol Total
	
	
	15,2


Digestión A  37 ºC x 1- 2 horas

Chequeo Amplificación

2-4 ul de producto PCR + buffer carga en 2 % agarosa c/ BrEt, x 50-60 min/60 volt (banda 459 pb)

Chequeo digestión

10-12  ul de producto + buffer carga c/ 2 % agarosa c/ BrEt   x  50-60 min/60 volt.
Resultados  esperados
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