Laboratorio 4: RT-PCR y análisis de productos amplificados 

1. Síntesis de cDNA


Un DNA complementario (cDNA) puede ser sintetizado in vitro a partir de mRNA o de RNA total utilizando la enzima transcriptasa reversa (RT), la cual es una DNA polimerasa dependiente de RNA, que utiliza como partidor un oligonucleotido poly(dT)12-18. Luego de desnaturar el RNA, mediante calor, el oligonucleotido poly(dT) es alineado con el extremo poly(dA) de éste y actúa como partidor para la síntesis 5`(3` de una molécula complementaria al RNA, la cual es un cDNA de hebra simple. El cDNA obtenido corresponde a la totalidad de la población de RNA presente al inicio de la síntesis.

Materiales:



RNA total (obtenido el practico anterior)


M-MLV Reverse Transcriptase PROMEGA(


Oligo(dT)



dNTPs



H2O RNAsa free.

Protocolo:

Para obtener cDNA es necesario partir de 2 µg de RNA, por lo tanto, debe calcular el volumen de muestra necesario para obtener 2 µg finales de RNA en la mezcla de reacción.

Agregue al tubo con la muestra de RNA el oligo dT, y agua RNAsa free:

RNA

   x µl

oligo dT 
1,0 µl

dH20

   y µl



--------



15,0 µl total

( Coloque el tubo 5 minutos a 70ºC y luego directamente en hielo.

Ahora, agregue al tubo los siguientes reactivos:

Buffer enzima 
5    µl

dNTPs

1,5 µl

dH2O


2,5 µl

Enzima M-MLVRT
1,0 µl



         ----------




25,0 µl totales

Mezclar en vortex suavemente, centrifugar (spin) por un corto periodo de tiempo para depositar la mezcla y los componentes de la reacción en el fondo del tubo.

( Incube la mezcla a 42ºC por una hora. 

· Cuantifique el cDNA obtenido midiendo su absorbancia a 260 nm como aprendió en el práctico 2 y exprese los datos en μg totales. Compare la cantidad obtenida con los μg totales de RNA, ¿existe diferencia?, si es así explique a qué se debe.

· Fraccione 0,5 μg del cDNA obtenido en un gel de agarosa 1% en buffer TAE 1X, observe el gel en el transiluminador y registre la imagen con una foto. Indique el rango de tamaños de moléculas de cDNA que obtuvo. Si su muestra de cDNA no presenta especies de tamaños mayores a 2 kb, discuta a qué se debe este resultado, indique cuál fue el posible problema que impidió la obtención de cDNAs de mayor tamaño.  
2. RT-PCR y análisis de productos de amplificación


El cDNA será amplificado mediante PCR, utilizando partidores específicos. Debido a que el cDNA es de hebra simple, los ciclos iniciales de PCR corresponden a una amplificación lineal ya que este cDNA puede actuar como templado sólo para uno de los partidores. La amplificación exponencial a partir de ambos partidores solamente ocurre cuando se ha acumulado suficiente número de copias de la hebra complementaria.


A cada grupo le será asignada una pareja diferente de partidores y se le entregará la secuencia nucleotídica de cada gen, en la cual se ha indicado la posición de los partidores. 

Materiales

Gradillas de tubos de 0,2 ml

Tubos para PCR de 0,2 ml

dNTPs mix (10 mM)

dH20 DNAsa free

Primers (50 uM)

Buffer Taq 10x

Taq polimerasa
Protocolo
Para realizar este PCR, utilice tubos de 0,2 ml, uno por cada pareja de partidores, etiquételos y agregue los reactivos a cada uno de los tubos en el siguiente orden:



Concentración inicial
 Volumen  (µl)

Buffer                        10x 



5

MgCl


50mM


         1.7
dH20


  -----


          35.8




cDNA


 1 ug/µl


2



dNTPs

10 mM


1



Primer 1

10 pM



2
Primer 2

10 pM



2
Enzima

  5U/µl 


0.5






------------------






Volumen      50 µl


Asegúrese de calcular la concentración final de cada componente de la mezcla. Debe además armar una reacción control que no contiene el cDNA, en ella el volumen de cDNA es reemplazado por agua.

Cuando los volúmenes de reactivos son muy pequeños, es recomendable agregar la alícuota directamente en la pared del tubo de tal forma de observar y estar seguro de que el reactivo será incluido en la mezcla de reacción. 

Finalmente, mezcle en vórtex suavemente, centrifugue (spin) por un corto periodo de tiempo para depositar la mezcla y los componentes de la reacción en el fondo del tubo.


Coloque los tubos en el termociclador y proceda con el programa que se le indique (anote en su cuaderno el programa realizado y su configuración).


De acuerdo con la secuencia de cada gen y la posición de los respectivos partidores, calcule el tamaño esperado de los productos de amplificación.


Para realizar el análisis de los productos amplificados por el PCR utilice un gel al 1% agarosa en buffer TAE 1x, cargue en él una alícuota de 1 µl del marcador de peso molecular (anote en su cuaderno qué marcador utilizó); y una alícuota  de 9 µl de cada reacción, cada una con su respectivo volumen de buffer de carga 6x. Proceda a identificar los tamaños de sus productos por comparación de tamaños con el marcador de peso molecular. 
Responda a las siguientes preguntas:

1) ¿Cuál era el tamaño esperado de los productos de amplificación?.

2) ¿Cuántos productos obtuvo?. Si obtuvo más de un producto por reacción, explique por qué. 
