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Extraccion de acidos nucleicos

Consideraciones para la extraccion de acidos nucleicos

La molécula de ADN con independencia de la estabilidad quimica dada por su estructura
helicoidal, es fisicamente fragil, por ser larga, tortuosa y con un peso molecular alto, lo que

provoca que se someta a fuerzas hidrodindmicas que la disgregan.
Eleccion del método de extraccion

La extraccion de &cidos nucleicos es el primer paso para la mayoria de los estudios en

biologia molecular y para las técnicas del ADN recombinante.

Tipo de acido nucleico que se va a extraer: ADN de cadena sencilla (ADNss), DNAds, ARN
total, ARN mensajero (ARNm) o ARN ribosomal (ARNT).

Fuente del acido nucleico

En teoria el ADN/ARN puede obtenerse de cualquier célula/virus que lo contenga;

solamente los eritrocitos no se consideran una fuente de ADN/ARN, ya que son anucleados.
Extraccién de ADN
Extraccion de ADN por la técnica fenol-cloroformo

Esta técnica se fundamenta en la lisis total de las células y sus estructuras subcelulares
mediante el empleo de detergentes con la posterior eliminacion de las proteinas mediante

su extraccion y la de componentes lipidicos con solventes organicos
Lisis de las células y liberacion del ADN

El primer paso en la extraccion es la homogeneizacion del tejido y la lisis con detergentes
(Triton o docedil sulfato sédico, SDS) capaces de romper las membranas celular y nuclear,

y liberar el acido nucleico de las células de donde se extraera el ADN

Extraccion de proteinas y lipidos con solventes organicos



Al concluir la lisis celular y la inactivacion de nucleasas, se retiran los restos celulares,
proceso conocido como purificaciéon. Los métodos de purificacion de acidos nucleicos
combinan estrategias tan diversas como la extraccion/precipitacion, la cromatografia, la

centrifugacion, la electroforesis y la separacion por afinidad
Precipitacién de ADN

El ADN disuelto en la solucién acuosa se precipita afiadiendo alcohol absoluto (isopropanol

o etilico), ya que los acidos nucleicos son insolubles en soluciones alcohdlicas.
Lavado del ADN

El botén de ADN obtenido en la precipitacion se lava con etanol al 70% por, al menos, dos
ocasiones. El contenido de alcohol de esta solucién (70%) mantiene al ADN precipitado, y

el H20 (30%) permite la disolucién de las sales presentes.
Disolucién del ADN y adicion de ARNsa

Inmediatamente después de la evaporacion del alcohol, el botén de ADN se disuelve en
soluciones que aseguren su preservacion, como agua estéril y libore de ADNsas, o bien
soluciones amortiguadoras, como el buffer Tris EDTA (TE).

Cuantificacion de los acidos nucleicos

Existen diversos métodos de cuantificacion de acidos nucleicos; los mas usados son la

espectrofotometria y la fluorometria
Espectrofotometria

El fundamento de la espectrofotometria es que cualquier solucién que contenga moléculas
suspendidas permite el paso de un haz de luz a través de ella en proporcion inversa a la

cantidad de moléculas que contiene.

Dilucién: como se requieren volimenes relativamente grandes de solucion para cubrir la
capacidad de las celdas de los espectrofotometros, suelen manejarse diluciones 1:100 a
1:1000 del stock de ADN, en una solucién en fosfato de sodio dibasico, 1.5 uM a pH 5.2

(Na2HPO4), que permite leer los nucledétidos sin interferencia



Constante: proveniente del valor tedrico de OD para cada acido nucleico: a) 50 para el
ADN(dSs; b) 40 para ARN; c) 33 para oligonucleétidos, y d) 37 para ADNSss.

Valoracién de la pureza del acido nucleico extraido

A pesar de que la técnica de extraccibn de acidos nucleicos esté bien realizada, es
practicamente imposible eliminar la totalidad de las proteinas celulares que acompafian al
ADN, asi como solventes u otros componentes organicos empleados en la extraccion, los
cuales se presentan como contaminantes de la solucién de acido nucleico, lo que puede

repercutir en las técnicas en que se pretenda emplear el &cido nucleico.

Contaminacion con proteinas: indice 260+280 Dado que las proteinas (en particular los
aminoacidos aroméaticos) absorben luz a una longitud de onda de 280 nm, por lo comun el
indice de absorcion 260+280 nm se utiliza para valorar la pureza de los acidos nucleicos

con respecto a la contaminacién con proteinas.

Contaminacion con fenol y sales: indice 260+230 La absorcién de luz UV a una longitud de
onda de 230 nm significa que la muestra estd contaminada con iones fenolatos o

tiocianatos, péptidos, compuestos aromaticos u otras sustancias
Fluorometria

La cuantificacion de ADN o ARN por fluorometria es 1000 veces mas sensible que la
espectrofotométrica, y menos susceptible a las interferencias por proteinas y contaminantes
presentes en la solucién. Esta metodologia se basa en la unién especifica de colorantes fl
uorescentes al acido nucleico, que absorbe luz de una determinada longitud de onda y

emite luz de una longitud de onda superior (de menor energia).
Preservacion del ADN

El &cido nucleico se mantiene en congelacion (—80°C es la temperatura recomendada)

hasta su empleo
Extraccion de ADN

por la técnica de salting OUT Si bien muchos pasos y soluciones son comunes al método

de extraccion por fenol-cloroformo, la principal diferencia en esta metodologia radica en el



empleo de una solucién concentrada de sales en lugar de solventes organicos para la lisis

celular y la extraccion de proteinas.
Extraccion de ARN

La extraccion de ARN de células eucariotas se lleva a cabo para desarrollar estudios de
expresion génica (analisis de los niveles de ARNm), para el diagnéstico de enfermedades
ocasionadas por virus de ARN o, en el caso de bacterias, para analisis de expresion de
genes o validar la clonacion del ADN complementario (ADNc) en un vector.

Consideraciones especiales al trabajar con ARN La molécula de ARN es sumamente labil,
por lo que la clave en la extraccion es evitar su degradacion por accion de ribonucleasas

propias de la célula
Técnica de isotiocianato de guanidina/fenol-cloroformo para extraccion de ARN total

El isotiocianato de guanidinay el fenol se utilizan como componentes de la solucion de lisis.
El isotiocianato de guanidina es un potente desnaturalizante de proteinas con capacidad de

inhibir ARNsas, por lo que es ampliamente utilizado en la extraccion de ARN.
Otros métodos de extraccion

Los métodos comerciales para la extraccion de acidos nucleicos suelen basarse en

cromatografia de intercambio aniénico, y emplean algun tipo de columna
Gradiente con cloruro de cesio

La centrifugacion en gradientes de CsCl sirve para la purificacion de ambos acidos

nucleicos, aunque su uso principal es el aislamiento del ADN gendémico y plasmidico
Cromatografia por exclusién de tamafio

Esta técnica se fundamenta en la separacion de &cidos nucleicos de acuerdo con su peso
molecular, empleando una columna empaquetada con una matriz de gel conformada por
particulas poliméricas organicas o de silice; ambos materiales, mecénica y quimicamente
estables y con un contenido bajo en grupos iénicos, originan una red de poros hidrofilicos

uniformes



Cromatografia de intercambio iénico

Empleada por lo comdn para separar proteinas, se ha convertido en un método alternativo
gue permite la concentracion y la purificacion de ADN de calidad, de manera rapida y con

la misma eficacia que la extraccion por gradientes de CsCI.
Cromatografia de absorcion

Los acidos nucleicos en solucion se fijan de forma selectiva en silice o vidrio, en presencia
de sales caotropicas, mientras que proteinas, metabolitos y otros contaminantes se

eliminan mediante lavados.

Preguntas finales del cap. 11

1. Calcular la concentracion de ARN en pg/ul obtenida de una muestra diluida 1:25 que
arroj6é una absorbancia de 0.185 leida a 260 nm.

Se puede realizar a travez de una Espectrofotometria o Fluorometria, Los nucleétidos de
ADN y ARN presentan la absorcion maxima a una longitud de onda de 260 nm, una OD
de 1 a 260 nm equivale a 50 ug/ml de ADNds, 37 ug/ml de ADNss, 40 ug/ ml de ARN o 33
pg/ml de oligonucledtidos los espectrofotdmetros, suelen manejarse diluciones 1:100 a
1:1000 del stock de ADN, en una solucion en fosfato de sodio dibasico, 1.5 uyM a pH 5.2
(Na2HPO4

2. Valorar la pureza de la preparacion de &cidos nucleicos obtenida de una muestra cuya
absorbancia a 260 nm fue de 0.57; mientras que a 280 nm fue de 0.31. Segun el indice
260+280, ¢ qué pureza tiene la muestra? Explique la interpretacion del resultado.

El indice de absorcion 260+280 nm se utiliza para valorar la pureza de los acidos
nucleicos con respecto a la contaminacién con proteinas. Cuando éste se encuentra entre
1.8y 2.0, se considera optimo, disminuir hasta 0.2 a 0.3 unidades el indice, mientras que
la basicidad puede aumentar la absorcién de luz de estas moléculas es caracteristico, la
absorcion en otras longitudes de onda de la muestra de acidos nucleicos se compara con
la absorcion a 260 nm, con el fi n de valorar la pureza del 4&cido nucleico extraidos



3. Calcule la cantidad de ADN por gramo de tejido si la concentracion de ADN fue de 350
ng/ul, partiendo de 100 mg de muestra.

la doble cadena de ADN en regiones ricas en AT, que se excita en el espectro UV (350
nm) en 100mg

4. espectro de luz infrarrojo, visible y ultravioleta e indique en su esquema en qué longitud
absorben los &cidos nucleicos y las proteinas; ademas, explique por qué estas moléculas,
a esos nandmetros, presentan un maximo de absorcion.

Espectro visible por el hombre (Luz)
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La absorbancia de una solucion es directamente proporcional a su concentracion —a
mayor nimero de moléculas mayor interaccion de la luz con ellas-; también depende de la
distancia que recorre la luz por la solucién —a igual concentracién, cuanto mayor distancia
recorre la luz por la muestra mas moléculas se encontrara ...

5. ¢ Qué funcidn tiene el detergente SDS frente a las membranas y las proteinas de la
célula en la técnica de extraccion de acidos nucleicos?

Este detergente rompe los conglomerados de proteinas para promover la actividad
enzimatica. Dodecil Sulfato De Sodio (SDS): es un detergente idnico utilizado para
desnaturalizar proteinas en hibridacién, purificacion de acidos nucleicos y sistemas de
buffer de electroforesis.

6. Investigue y explique cuales propiedades tiene el fenol que favorecen que los acidos
nucleicos se queden en la fase acuosa y no en la fenélica

Se debe a su PH ya que para la purificacién de ADN el fenol debe tener un pH=7-8.
Posteriormente se precipita el ADN de la fase acuosa con isopropanol o etanol absoluto y
se lava con etanol al 70% para eliminar sales y pequefias moléculas organicas que
podrian aun estar presentes en la muestra
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