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INTRODUCCION: La extraccion de ADN tiene como objetivo principal obtener la
mayor cantidad posible del ADN de alto peso molecular, libre de proteinas,
carbohidratos y otros inhibidores de enzima. Los acidos nucleicos son la molécula
que guarda el codigo genético de todas las células. Sin importar que el organismo
sea multicelular o unicelular, eucariota o procariota, todos tienen el DNA como
vehiculo de su codigo genético. El estudio de la genética ha permitido que la raza
humana indague en profundidad estructura y caracteristicas del ADN; en ese
sentido el proceso de extraccién del ADN geondémico sigue ciertas pautas para su
correcta purificacion que son muy diferentes a los empleados en la purificacién de
proteinas, lo que refleja las diferencias basicas en la estructura de estos dos tipos
de macromoléculas. El primer paso en la purificacion del ADN por lo general
consiste en homogeneizar las células y aisla los nucleos de los cuales se extrae el
ADN. El medio de extraccion ordinario contiene un detergente (SDS); a
continuaciones le agrega solucion de TE para resuspender el ADN, luego los
acidos nucleicos se precipitan afiadiendo etanol .Para concluir el andlisis de la
extraccion del ADN hay que resaltar que en este proceso ocurre una lisis celular lo
cual significa que el ADN queda libre por consiguiente hay que protegerlo de las
enzimas porque estas podrian degradarlo. Existen métodos y tecnologias
diferentes para el aislamiento de ADN gendémico. En general todos estos métodos
involucran la destruccion y lisis del material celular, seguido de una precipitacion
de proteinas tipicamente obtenida por digestion con proteinasa K, y la extracciéon
del ADN usando el método de fenol: cloroformo, usualmente el material genético
es recuperado por precipitacion usando etanol o isopropanol. La eleccién de cada
método dependerd de muchos factores como: la cantidad requerida de ADN, la
pureza y aplicacion del mismo.

El objetivo para la purificacion y extraccion de ADN por el método fenol:
cloroformo, consiste en desnaturalizar las proteinas que enrollan al ADN como las
histonas y permitir la cuantificacion de un ADN libre de péptidos o proteinas. Asi
mismo el uso de cloroformo permite que todo el fenol sea lavado y se halle libre de
proteinas.

Palabras claves: ADN, fenol: cloroformo, Nanodrop.
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MATERIALES Y METODOS

Para realizar la practica
correspondiente a la extraccion de
acidos nucleicos por solubilidad en
fases inmiscibles fue necesario el uso
de materiales como: Nanodrop, tubos
eppendorf de 1.5 mL, centrifuga
refrigerada, vortex, proteinasa K,
micropipetas, buffer de extraccion
(Tris-HCL, EDTA 1mM, SDS 0.5%),
fenol cloroformo, Acetato de potasio
5M, Isopropanol 100%, Etanol 70%
(VIV) y material para descartar.
Inicialmente se deposito 250 uL de
sangre en un tubo de 15 ml
previamente esterilizado, luego se
adicion6 al tubo de eppendorf 250 uL
de buffer de lisis y se incubé en hielo
por 5 min, luego se centrifugd a
12000rom por 10 min y se lavo el
pellet nuevamente.

Después se adicioné al pellet 245 uL
del buffer de lisis y 5 uL de proteinasa
k y se homogenizé, luego se agregoé
25 uL de acetato de potasio y se
incubo en hielo por 10 min, luego se
centrifugé a 12000 rpm durante 10
min en un centrifuga refrigerada,
luego evitando tocar el fondo del vial
con la punta de la pipeta se extrajo el
sobrenadante y se transfirié a un tubo
de eppendorf limpio y se descart6 el
resto del precipitado.

Luego se adicioné a cada tubo de
eppendorf 100 uL de fenol equilibrado
y 100 uL de cloroformo y se mezclé
usando el vortex, después se
centrifug6 las muestras a 12000 rpm
durante 1 min. Luego sin tocar la fase
organica se transfirié el sobrenadante
a otro vial y se agregé 100 uL de
cloroformo, asi mismo se mezcld
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usando el vortex y nuevamente se
centrifugd a 12000 rpm por 1 min.
Posteriormente se transfirio  del
sobrenadante la cantidad que se
pudo arrastrar y se le adiciond el
doble del volumen de isopropanol
100% frio. Después se dejo
incubando las muestras a -20 °C,
luego de transcurrido ese tiempo se
centrifugd a 12000 rpm por 10 min a
4°C y se vertio el isopropanol y se
enjuagd el pellet con etanol 70%.
Después se centrifug6 a 12000 rpm a
4°C, seqguido se descartd el etanol y
se secaron las muestras a 551C por
30 min.

Luego se resuspendio el ADN en 5 uL
de buffer TE y se llevé al Nanodrop
donde se cuantificé el ADN extraido y
finalmente se almacend las muestras
a—20°C.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la
practica fueron los siguientes:

Imagen 1: Muestra de ADN apta para
cuantificacion.
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Imagen 2: valores de ADN extraidos
mediante el fenol: cloroformo
cuantificado en el Nanodrop.

CONCENTRA | RELACION | RELACION
CION 1g/ul 260/280 260/230
1129.8 ng/ uL 0.97 0,67

Tabla 1- valores aceptables para ADN
extraidos por fenol: cloroformo.

ANALISIS DE RESULTADOS

En la realizacion de la practica, se
obtuvo DNA gendmico puro de una
muestra de sangre venosa mediante
el método fenol: cloroformo. En la
cual luego de la lisis celular a través
de los detergentes, la
desproteinizacion se logra en general
agitando la mezcla con un volumen
de fenol. El fenol (o alternativamente
cloroformo) es un desnaturalizador
activo de proteinas que suprime la
solubilidad de las proteinas en la
preparacion y las precipita. Puesto
que el fenol y la solucién salina
amortiguadora no se mezclan, solo se
requiere centrifugar la suspension
para separar las bases,
permaneciendo el DNA (y el RNA) en
la solucién dentro de la fase acuosa
de arriba y la proteina presente como

Laboratorio de Genética

Préctica # 4

un precipitado concentrado en la
interfase. La fase acuosa se retira del
tubo y se somete a ciclos repetidos
de agitacion con fenol y
centrifugacion hasta agotar toda la
proteina de la solucion. Afadiendo
etanol frio. El etanol frio forma una
capa arriba de la solucién acuosa del
DNA, el cual, se enrolla sobre una
varilla de vidrio conforme sale de la
solucién. En la interfase el RNA sale
de la solucién salina.

La viabilidad para cuantificar este
ADN, es muy confiable, puesto que
provee un ADN de muy buena calidad
libre de proteina, dado que los
péptidos son extraidos en fase
organica a traves del fenol y la
digestién se logra a por medio de la
enzima proteinasa K.

Este método de extraccion de ADN a
través de fenol: cloroformo se
caracteriza por la utilizacion de
reactivos altamente toxico, al igual
que pérdidas significativas de acidos
nucleicos.

CONCLUSION

» El cloroformo permite que todo
el fenol sea lavado; es decir
libre de proteinas.

» La extraccibon de acidos
nucleicos por solubilidad en
fases inmiscibles, proporciona
un ADN de mejor calidad.
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