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EXTRACCION DE ADN

Este protocolo ha sido elaborado durante el desarrollo del Proyecto de Innovacién, “La fina hebra
que nos une’,en el I.LE.S Juan Carlos | y coordinado por José Maria Espinosa Bernal. La
financiacion corri6 a cargo del Centro de Profesores y Recursos, C.P.R. de la Consejeria de
Educacion y Cultura de Murcia.

This protocol has been designed during the development of our Innovation Project "The fine thread
that connects us" in our Secondary School, Juan Carlos |. Funding was provided by the Center for
Teachers and Resources of the Ministry of Education and Culture of Murcia.
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El contenido esta disponible bajo la Licencia Internacional Reconocimiento-No Comercial-Sin
Derivados de Creative Commons. Contacta con (josemaria.espinosa@murciaeduca.es) si quieres
realizar adaptaciones para su distribucion fuera del aula.

Content is made available under the Creative Commons Attribution-NonCommercial-No Derivatives
International License. Contact (josemaria.espinosa@murciaeduca.es) if you would like to make
adaptations for distribution beyond the classroom.

Fundamento

Extraccion con suspension de silice

Puesto que los acidos nucleicos tienen un tamafio y una naturaleza quimica muy diferente
al resto de la biomoléculas, son en general faciles de separar del resto de componentes
celulares.

Lo primero que tenemos que hacer en cualquier proceso, es disgregar las células para que
el ADN esté disponible. En estas condiciones el ADN esta rodeado de una capa hidratante.
Al agregar a esa dispersion una sustancia caotropica, como la guanidina se destruye esta
estructura de moléculas de agua de la capa hidratante, por lo que las sales caotropicas
crean un entorno hidrofébico alrededor del DNA. Ahora, las moléculas de ADN son capaces
de unirse a una membrana de silice, mientras que las proteinas, los metabolitos y otros
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contaminantes no se unen vy, por lo tanto, son eliminadas de la muestra durante los pasos
de lavado.

Este procedimiento se utiliza en numerosos

kits comerciales, y es lo que vamos a suprimir o =
utilizando una suspensién de silice, obtenida LA ]
de o6xido de silice como reactivo comercial. 2 aF =2

En lugar de quedar el ADN retenido en una o ATl

columna, por la que pasaremos los sucesivos A

tampones de lavado, nuestro ADN estara :' :' z' :'

pegado a los trocitos de silice y en cada N/
centrifugacion (lisis, limpieza, etc),

eliminaremos el sobrenadante. Al final

afiadiremos un tampdn con muy bajo contenido en sales y al centrifugar, el ADN estara
disponible en el sobrenadante.

La Proteinasa K, que se afiade junto a la guanidina, va a degradar las proteinas y por tanto
nos ayuda a clarificar la disolucion y separar mejor el ADN.

¢ Qué ocurre en cada paso de la purificacion?

Una vez que anadimos estos dos ingredientes, calentamos a 56 ° C en un bafio o bloque
termostatico. Después de una centrifugacién, donde eliminamos las proteinas y todos los
restos celulares, en el sobrenadante del punto 6, tendremos todo el ADN. En esas
condiciones, al agregar la suspensién de silice e incubar, dicho ADN quedara unido a las
particulas de la suspension. Por esa razén, al centrifugar ahora (punto 9), lo que tenemos
qgue eliminar es el sobrenadante. En el precipitado tendremos el ADN junto a la silice.

El siguiente paso es el lavado (del 10 al 14). Utilizamos para ello una disolucién que
contiene etanol y NaCl, que nos asegura que el ADN va a seguir unido a la silice.
Repetimos el paso dos veces. Puesto que el etanol puede interferir en la PCR vy la
secuenciaciéon, antes de agregar el tampon TE, vamos a dejar que los restos de etanol se
evaporen.

Una vez que tenemos el precipitado seco, agregamos tampén TE. Este tampon tiene un
contenido muy bajo en sales, por lo que el ADN recupera su capa de hidratacién y se
separa de la matriz de silice. Al centrifugar, obtendremos el ADN purificado en el
sobrenadante.

La pregunta que podemos hacernos ahora seria ;No estamos analizando ADNmt? ;En qué
momento lo hemos separado del resto del ADN? En realidad, no necesitamos extraer
especificamente el ADNmt. Al final del proceso de purificacién, lo que vamos a obtener es
todo el ADN de la muestra. Sera en el siguiente paso, donde, al utilizar oligos especificos,
amplifiquemos exclusivamente el fragmento de ADNmt de nuestro interés.
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Extraccion con Instagene

El reactivo Instagene es un reactivo comercial, y una muy buena opcién para extraer ADN
de una forma sencilla y barata. Contiene una resina al 6% , denominada Chelex, y se anade
a una muestra de nuestras células. Basta con calentar a 100 °C unos minutos de manera
que las células se rompen. La resina se une a los productos de lisis que inhiben la PCR, por
lo que al centrifugar tenemos en el sobrenadante nuestra muestra de ADN lista para utilizar.
Es decir, en este caso el reactivo que agregamos no se une al ADN, si no que actua
absorbiendo todo lo demas.

Equipamiento

Este es el listado del equipamiento necesario. Ofrecemos en algunos casos, la alternativa
DIYBio. Comprueba si lo tienes todo.

NOMBRE FUNCION 4

Bloque termostatico convencional Mantener los microtubos a una
temperatura determinada

Bloque termostatico DIYBio. Mantener los microtubos a una
Runer de cocina. temperatura determinada
Centrifuga para microtubos convencional Centrifugar los microtubos a

velocidades de hasta 14.000 r.p.m

DremelFuge Centrifugar los microtubos a
velocidades de hasta 14.000 r.p.m

Vortex Mezclar el contenido de un microtubo

Micropipetas de diferentes volumenes.




Cultura

Reactivos

Regidn de Murcia
Consejeria de Educacion y

CPR

Centro de Profesores y Recursos
Region de Murcia

Para la extraccion con suspensioén de silice.

Unién Europea

NOMBRE FUNCION PREPARACION
Suero salino Solucién isotdnica para | Comercial.
(NaCl al 0,9 %) resuspender las células

de nuestra boca.
Proteinasa K Va a degradar las [ Comercial

proteinas y por tanto nos
ayuda a clarificar la
disolucién 'y separar
mejor el ADN.

Disoluciéon
guanidina HCI 6
M, 100 mL
(aT?amb.,6
meses)

Disolucién caotropica
que fuerza al ADN a
unirse a las particulas de
silice.

Disolver 57.32 g de guanidina
(m.w. = 95.53) en 50 m de agua
desionizada.

Anadir agua hasta un volumen de
100 mL

Suspension de
silice, 50 mL
(conservar a4 °c)

Suspensioén de
particulas de silice a la
que se va a unir nuestro
ADN

Disolver 25 g de dioxido de silicio
en 35 mL de agua desionizada.
ARadir agua hasta un volumen de
50 ml

Tampon de
lavado, 500 mL
(conservar a
-20°C
indefinidamente)

Tampon para lavar las
particulas de
silice,eliminando asi
contaminantes y
permitiendo que el ADN
quede unido

Agua destilada 234 mL.

10 mL de Tris 1 M pH 7.4.
5mL NaCl 5 M.

1 mL de EDTA 0,5 M pH 8,0.
100% Ethanol, 250 mL.

Tampoén TE (Tris
10 mM J/EDTA
1imM) 100 mL
(temperatura
ambiente
indefinidamente)

Tampon de bajo
contenido en sales que
nos va a permitir
recuperar nuestro ADN

1 mL de Tris 1 M pH 8,0.
200 pL de EDTA 0,5 M.
Mezclar bien y enrasar.
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Disoluciones y reactivos necesarios para preparar los anteriores.

FUNCION

PREPARACION

NOMBRE

EDTA 0.5 M, pH
8,0, 100 mL
(temperatura
ambiente

indefinidamente)

Necesario para preparar
el tampon de lavado vy el
T.E.

Agregar 18,8 d de EDTA (sal
disddica dihidratada, M.m 372,24)
a 80 mL de agua desionizada.
Ajustar el pH anadiendo 2,2 g
aproximadamente de NOH
controlando el pH con el
pHmetro, hasta que la disolucion
llegue a pH 8,0.

Agitar con un agitador magnético.
ARadir agua hasta un volumen de
100 mL.

Autoclavar durante 15 minutos a
121 °C.

Enfriar la disolucion.

Cloruro de sodio
5 M, 100 mL,
(temperatura
ambiente
indefinidamente)

Necesario para preparar
el tampon de lavado vy el
T.E.

Disolver 29,22 gramos de NaCl
(M.m: 58,44) en unos 60 mL de
agua destilada, en un vaso de
precipitados.

Pasar a un matraz de 100 mL y
enrasar

Tris-HCI 1 M, pH
8, 100 mL,
(temperatura
ambiente
indefinidamente)

Necesario para preparar
el tampdn de lavado y el
T.E.

Disolver 12,1 gramos de Tris
base (M.m: 121,10) en unos 70
mL de agua destilada, en un vaso
de precipitados.

Ajustar el pH afnadiendo con
cuidado HCI concentrado.
Monitorizar el pH con un
pHmetro.

Pasar a un matraz y afiadir agua
hasta 100 mL.

Autoclavar 15 minutos a 121 °C.
Dejar enfriar
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NOMBRE FUNCION PREPARACION "4
Suero salino Solucién isotdnica para | Comercial.
(NacCl al 0,9 %) resuspender las células
de nuestra boca.
Instagene Atrapar los productos de | Comercial
lisis celular que inhiben
la PCR

Material de plastico.

MATERIAL

Hisopos estériles.

Microtubos de 2, 1,5, y 0,5 mL.

Gradillas para microtubos

Puntas de 1000, 100, 20 y 10 microL
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Procedimiento.

Con suspension de silice

[J 1. Raspar el interior de la mejilla con un hisopo varias veces, para garantizar que

arrastramos células del interior.
[ 2. Enjuagar el hisopo en un microtubo que contenga 300 uL de suero salino.

[J 3. Aiadir 300 L de disolucion de guanidina'y 20 pL de Proteinasa K.

[J 4. Incubar a 56 °C durante 10 minutos, agitando ocasionalmente con el vortex, hasta

qgue las células estén lisadas.
[ 5. Centrifugar 1 minuto a maxima velocidad.
[J 6. Transferir 150 yL a un tubo limpio.
[J 7. Aiadir 30 yL de suspension de silice y mezclar bien.
[J 8. Incubar 5 minutos a 56° C.
[J 9. Centrifugar 1 minuto a maxima velocidad y eliminar el sobrenadante.
[J 10. Afadir 500 uL de tampoén de lavado frio y resuspender el precipitado.
[J 11. Centrifugar 1 minuto a maxima velocidad y eliminar el sobrenadante.
[J 12. AAadir otros 500 uL de tampodn de lavado frio y resuspender el precipitado.

[J 13. Centrifugar 1 minuto a maxima velocidad y eliminar el sobrenadante.

[J 14. Centrifugar de nuevo 1 minuto a maxima velocidad y eliminar el resto del

sobrenadante con una micropipeta. Antes de pasar al siguiente paso, dejar que el

etanol se evapore.
[J 15. AAadir 50 uL de tampodn T.E, mezclar bien e incubar 5 minutos a 56 °C.
[ 16. Centrifugar 1 minuto a maxima velocidad.

[J 17. Transferir 25 uL de sobrenadante a otro tubo limpio y congelar hasta su uso.
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Con Instagene

[J 1. Raspar el interior de la mejilla con un hisopo varias veces, para garantizar que

arrastramos células del interior.
[J 2. Enjuagar el hisopo en un microtubo que contenga 300 uL de suero salino.
[J 3 Centrifugamos la muestra durante 5 minutos a 8.000 r.p.m.
[J 4. Decantamos el sobrenadante, evitando que se distorsione el precipitado celular.
[J 5. Transferimos 70 yL de Instagene al microtubo.
[J 6. Resuspendemos las células con la micropipeta hasta que no queden grumos.
[J 7. Incubamos la muestra a 100 °C durante 10 minutos.
[ 8. Dejamos enfriar dos minutos a temperatura ambiente.
[J 9. Centrifugamos 30 segundos a 13.000 r.p.m.
[J 10. Transferimos cuidadosamente 10 uL de sobrenadante a un microtubo.

[J 11. Guardamos la muestra en hielo o en el congelador hasta el siguiente paso.



