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Extracción de DNA genómico de kiwi

La extracción del ADN celular es una etapa clave en muchos procedimientos de biología molecular y aplicaciones de ingeniería genética. El método varía dependiendo de la célula o tejido desde donde se necesita extraer el DNA, sin embargo, cualquier protocolo tiene las siguientes etapas básicas. Primero las células deben ser lisadas (rotas)  para liberar el núcleo (si está presente). El núcleo también debe ser roto para liberar el DNA. En este punto el DNA debe ser protegido de enzimas que podrían degradarlo (nucleasas). Una vez que el DNA es liberado. Debe ser precipitado con alcohol (etanol) para purificarlo y concentrarlo. Dependiendo de las aplicaciones posteriores, puede ser necesario someter el DNA a etapas de purificación adicionales. Usualmente el DNA extraído se analiza mediante electroforesis en geles de agarosa y/o espectrometría UV.  

I. Materiales:

1 kiwi picado en trozos

1 Vaso precipitado de 50 ml

1 Tubo de ensayo 

2 Pipetas de vidrio de 10 ml

1 Propipeta

1 Tubo de centrífuga de 40 ml

1 varilla de vidrio

1 centrífuga

1 bolsa ziploc

1 trozo de gasa

II. Soluciones y reactivos

1. Solución de extracción, que contiene:

· Tris HCl 100 mM pH 8,

· Etilendiamino tetracetic acid (EDTA) 50 mM

· Dodecilsulfato de sodio (SDS) 10 %

· NaCl 15 g/L

2. Solución de resuspensión de DNA

· Tris 10 mM pH 8

· EDTA 1 mM 

3. Etanol absoluto frío

 III. Procedimiento

1. Introducir los trozos de kiwi en la bolsa ziploc

2. Agregar 20 ml de la solución de extracción a la bolsa. Se debe asegurar que la bolsa quede bien cerrada sin aire en su interior. 
3. Moler la fruta lo mejor posible durante 5 minutos, con ayuda de una botella. Cuide de no romper la bolsa. Luego, enfriar la bolsa en hielo por 1 minuto y repetir el ciclo de molienda-enfriamiento cuatro veces mas. 
4. Filtrar el contenido de la bolsa a través de una gasa, colectando el filtrado en un vaso de precipitado. El material que queda retenido en la gasa se elimina. 
5. Transferir 10 ml de este filtrado a un tubo de centrífuga y centrifugar por 10 min a 10.000 rpm (revoluciones por minuto).

6. Transferir 6 ml del sobrenadante de la centrifugación a un tubo de ensayo y agregar LENTAMENTE POR LA PARED INTERIOR DEL TUBO, 6 ml de etanol absoluto frío, de manera que se formen dos fases. Es MUY IMPORTANTE NO MOVER LA MEZCLA EN ESTA ETAPA. 

7. Esperar 2 a 3 minutos. La adición de etanol causa la precipitación del ADN, que adopta la consistencia de un fóculo blanco-transparente.   

8. Con ayuda de una varilla de vidrio, levantar el DNA fuera del tubo y transferirlo a un tubo de 1,5 ml con 1 ml de solución de resuspensión. Resuspender con cuidado el DNA. Después de esta etapa se realizará una demostración de un procedimiento de análisis del DNA mediante electroforesis en un gel de agarosa. 
IV. Cuestionario
Responda este cuestionario con su grupo y entréguelo como informe del laboratorio.
1. ¿Cual es la función de cada uno de los componentes de la solución de extracción?
2. ¿A qué material corresponde lo que queda retenido en la gasa al filtrar el lisado? ¿Y qué es lo que hay en el filtrado?
3. En algunos protocolos se agrega proteinasa K en la solución de extracción, ¿Cuál cree usted que sería el fin de agregar esta enzima?  

4. ¿Cual es el mecanismo por el cual el etanol produce la precipitación de DNA?
5. ¿Cómo podría asegurarse que el material que ha purificado realmente es DNA?
6. ¿Por qué la lisis debe alternarse con etapas de enfriamiento de la mezcla?.¿Qué consecuencias podría traer para el rendimiento del procedimiento la omisión de esta etapa?.
7. ¿Cual podría ser la diferencia entre protocolos usados para extraer DNA de bacterias, levaduras y células de plantas?

8. ¿Cómo podría cuantificar la concentración de ADN en la solución final?

9. ¿Cómo podría saber si hay proteínas contaminando su preparación de DNA?
10. Describa una forma de calcular el rendimiento teórico (g de DNA/célula) de un procedimiento de extracción de DNA genómico desde un cultivo de la bacteria E. coli.

