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1. TITULO PRACTICA DE LABORATORIO:
EXTRACCION DE ADN GENOMICO - METODO: KIT COMERCIAL (NucleoSpin® Blood)

Integrantes: Caodigo:

2. OBJETIVOS

General:

e Comprender los principios fisico-quimicos que permiten la extraccién y purificaciéon de ADN
gendmico de células humanas.

Especificos:

e Entender el fundamento tedrico del proceso de extracciéon del ADN gendmico a partir de
muestras de sangre humana.

e Extraery purificar ADN gendémico a partir de muestras de sangre humana.

e Conocer y utilizar equipos y reactivos basicos empleados en Biologia Molecular.

3. REFERENTES CONCEPTUALES

Actualmente el aislamiento de ADN es un paso esencial para muchos experimentos y gracias a las
diferentes técnicas del ADN recombinante que se han desarrollado, hoy en dia es posible aislar,
secuenciar y manipular genes individuales derivados de cualquier tipo celular. Aunque los
métodos son muy sencillos, los procedimientos deben ser adaptados al organismo del cual se
obtendra el ADN debido a que la estructura y composicion de los organismos varia. Las diferencias
entre las técnicas han de tener en cuenta la organizacion, la cantidad y la pureza del ADN que se
requiere para posteriores andlisis (cantidad de contaminantes como polisacaridos, acidos
nucleicos y nucleasas).

El procedimiento basico para la extraccién de ADN se puede dividir en varios pasos, algunos de los
cuales se realizan simultaneamente, dependiendo del protocolo a usar, finalizando con la
cuantificaciéon y verificaciéon de la calidad del ADN obtenido. Los pasos comunes a todos los
métodos de extraccion de ADN son:

e Lisis celular: Los métodos mas usados se basan en el uso de detergentes anidnicos, enzimas,
agentes desnaturalizantes o la combinacion de éstos, que permiten la ruptura de las
membranas celulares.

o Eliminacién de proteinas: Se lleva a cabo mediante el uso de enzimas proteoliticas tales como
la proteinasa K. Algunos protocolos de extraccidn realizan lisis con detergentes como el SDS
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en presencia de la proteinasa K en un solo paso. Adicionalmente, la digestién se acompafia del
uso de la sal sodica del acido etilen-diamino-tetra-acético (EDTA) para inhibir la accion de las
ADNasas.

e Eliminacion de ARN: Se realiza mediante la digestion del ARN con ARNasas como la
ribonucleasa A pancreatica bovina. Este paso en algunos protocolos se lleva acabo después de
la extraccién de ADN.

e Purificacion: se lleva a cabo con solventes organicos tales como el fenol y el cloroformo, los
cuales tienen la propiedad de desnaturalizar las proteinas. El cloroformo suele acompafiarse
de alcohol isoamilico en proporcién 24:1 volumen a volumen (v:v) para facilitar la separaciéon
de las fases acuosas y organicas. Estos solventes se utilizan en una relacion de 1:1 (v:v) de la
muestra que se pretende limpiar, quedando las proteinas desnaturalizadas en la interfase de
la solucién, mientras el ADN queda en la fase acuosa.

e Precipitacion del ADN: Se logra mediante la precipitacion con etanol en presencia de cationes
monovalentes a concentraciéon de 0,1 a 0,5M. El etanol en presencia de estos cationes induce
un cambio estructural en el ADN que causa la agregacion y precipitacion del mismo.
Adicionalmente, con este tratamiento se remueven los residuos de fenol y cloroformo.

Existen diferentes estuches (o Kkits) comerciales que permiten la extracciéon del ADN, en esta
practica se empleara un kit comercial que puede ser empleado para la extraccién de ADN
gendmico a partir de diferentes tipos de muestras tales como sangre total, células eucariotas en
cultivo, suero, plasma u otros fluidos biolégicos. El método se basa en la obtencidn de un lisado
inicial de la muestra que sera posteriormente pasado a través de una columna con membrana de
silica, a la cual se unira el ADN. Posteriormente el ADN se lava y se eluye desde la membrana para
asi recuperarlo en un microtubo, listo para observarlo en gel de agarosa que nos permite
determinar la integridad del ADN y si es adecuado para usarlo en otras reacciones como clonacion,
amplificacion por PCR o secuenciacion.

4. ACTIVIDADES PREVIAS (revise al final de la guia el formato para el desarrollo de estas
actividades en el informe de la practica)

4.1. Mencione los diferentes tipos de células que componen la sangre. ;Qué significa una muestra
de sangre total?

4.2. Indique que composicion suelen tener los tampones (o buffer) de lisis y analice cual es el
efecto de cada uno de sus componentes sobre las células. Analice porque se debe adicionar
proteinasa K en el procedimiento.

4.3. Analice por qué se debe realizar una incubacién a temperatura alta (70°C).

4.4. Analice por qué se debe realizar lavado de las columnas luego de la lisis e indique que
componentes suelen tener los tampones de lavado.

4.5. Investigue como estan disefiadas las columnas de los kits de extraccion de acidos nucleicos y

analice como funcionan estas como para permitir la extraccion y purificaciéon de ADN.

5. MATERIALES Y REACTIVOS

MATERIALES REQUERIDOS POR PRACTICA
Micropipetas 20uL, 50uL, 200puL y 1mL 3 juegos
Puntas para micropipeta de 1000pL 2 cajas
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Puntas para micropipeta de 200uL 2 cajas
Puntas para micropipeta de 10uL 2 cajas
Gradilla para tubos de 10 mL 1
MATERIALES REQUERIDOS POR GRUPO DE TRABAJO
Microtubos tipo eppendorf (1,5 mL) 3
Gradilla para microtubos 1
Columnas kit comercial 1
Tubos colectores del kit comercial 2

REACTIVOS REQUERIDOS

Etanol 96-100% 5 mL

Muestra de sangre en EDTA 5 mL

Kit Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification:
Proteinasa K 25 uL por grupo
Tampdn de lisis B3 200 uL por grupo
Tampédn de lavado BW1 500 pL por grupo
Tampén de lavado BW5 600 uL por grupo
Tampédn de eluciéon 100 uL por grupo
EQUIPOS REQUERIDOS

Bafio maria 70°C 1

Vortex 1
microcentrifuga 1

MATERIALES QUE DEBEN TRAER EL ESTUDIANTE

Toallas de papel secante

Marcadores para plastico o vidrio

Elementos de bio-proteccion (gafas, cofia, tapabocas, guantes, bata,
zapatos cerrados)

6. PROCEDIMIENTO
Para el desarrollo de esta practica se utilizara el kit comercial denominado NucleoSpin® Blood
(Macherrey- Nagel™. Las figuras provienen de la guia del fabricante.

6.1. Preparacion de la muestra

e A partir de una muestra de sangre total tomada con anticoagulante Plasma
EDTA, tome 500 ml y coléquelos en un microtubo de 1,5 ml. (S0t fttatooe)
Centrifuge y extraiga el buffy coat (unos 200uL) en otro microtubo By Cont e
de 1.5 ml. Si es sangre humana omita este paso, una gran cantidad (<1% oftotal bood)
de leucocitos puede tapar la columna. o o)

Figura 1. A la derecha se observa un esquema de las fracciones de una
muestra de sangre total una vez centrifugado.
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6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

Manejo de residuos: los residuos deben descartarse en caneca verde (organico), gris (reciclable)

Lisis de la muestra

A los 200ul de buffy coat (o sangre completa en su
defecto) adicione 25uL de proteinasa Ky 200uL de buffer
de lisis B3.

Mezcle por vértex.

Ponga a 70°C en bafio maria por 15minutos.

Ajuste de las condiciones de union del DNA

Adicione 210ul etanol (96-100%).

Mezcle por vortex.

Union de DNA a la columna

Ponga en contenido en la columna y centrifugar a
11,000xg por 1 minuto.

Deseche el contenido del tubo colector.

Lavados

Ponga 500ul de buffer de lavado BW (1) en la columna
que tiene el DNA adherido.

Centrifugue a 11,000xg por 1 minuto.

Deseche el contenido del tubo colector.

Ponga 600ul de buffer de lavado B5 (2) en la columna que
tiene el DNA adherido.

Centrifugue a 11,000xg por 1 minuto.

Deseche el contenido del tubo colector.

Para eliminar el etanol restante, centrifugue nuevamente
a 11,000xg por 1 minuto.

Deseche el contenido y el tubo colector.

. Elucion

Ponga un tubo colector nuevo, en la columna y poner
100uL de buffer de elucion precalentado a 70°C (Si desea
que el DNA quede mas concentrado ponga entre 50 y
75uL de buffer de elucidn).

Incube 1minuto a temperatura ambiente.

Centrifugue a 11,000xg por 1 minuto.

El DNA quedara en el tubo colector, paselo a un tubo
eppendorf con tapa y rotule.

1 Lyse blood 200 L blood
samples 25 . Pro
200 pl B3
Mix
oG
10=15 min
2 Adjwst DNA 210 L ethanc
binding
conditions
3 Bind DNA E Lo all

1 min

‘:: 11,000 x g

4 Wash silica
mesmb rane

. &S SouLEw
T vl 10,000 % g

1 min

¥ wash ¢ souLes
10,000 % g
1 min

5 Dry silica 11,000 x @
membrane g 1 min

& Ehsie highhy 100 uL BE
pure DHA (70 ")
HT
1 min

c’ 11,000 x g

1 min

Figura 2. En la figura se observa el
esquema del procedimiento del kit
comercial a realizar en la practica

y roja (peligroso). Residuos de sustancias quimicas deben ir en recipientes especializados.

7. BIBLIOGRAFIA

Jhonson T. Case, C. Laboratory experiments in microbiology. 6a. Edicién. San Francisco

(California USA). Ed. Addison Wesley Logman, Inc.; 2001.

INFORMACION DEL PRODUCTO: NucleoSpin® Blood (Macherrey- Nagel™).

https://www.mnnet.com/Portals/8/attachments/Redakteure Bio/Protocols/Genomic%20DNA/UM gDNAB

lood.pdf



https://www.mnnet.com/Portals/8/attachments/Redakteure_Bio/Protocols/Genomic%20DNA/UM_gDNABlood.pdf
https://www.mnnet.com/Portals/8/attachments/Redakteure_Bio/Protocols/Genomic%20DNA/UM_gDNABlood.pdf
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8. GUIA PARA LA REALIZACION DEL INFORME DE LABORATORIO

Para el informe de la practica se presentara uno por grupo de trabajo (maximo 4 integrantes).
El dia de la practica se debe entregar este informe de laboratorio.

A continuacidn, encontrara el formato para realizar el informe.
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INFORME DE PRACTICA DE LABORATORIO

1. TITULO PRACTICA DE LABORATORIO:
EXTRACCION DE ADN GENOMICO - METODO: KIT COMERCIAL NucleoSpin® Blood

Integrantes: Codigo:

1. FLUJOGRAMA (valor 0,5)
Realice un flujograma del procedimiento a seguir para desarrollar el protocolo de purificaciéon de
ADN de células sanguineas, descrito en esta practica.

2. RECOPILACION DE DATOS EXPERIMENTALES
Coloque la evidencia del proceso experimental

3. DISCUSION DE RESULTADOS (valor 3,0)
Desarrolle aqui las preguntas del numeral 4 de la guia (actividades previas).

4. CONCLUSIONES (valor 1,0)
Redacte una conclusién que resuelva la siguiente pregunta: en medicina ;qué utilidad puede tener
el conocer el procedimiento realizado en esta practica?

5. BIBLIOGRAFIA (valor 0,5)
Ingrese la lista de referencias utilizadas para la resolucion del informe. Cite de acuerdo con la
norma Vancuover.



