37. Purificacion de acidos nucleicos

Ma José Prieto Alamo, Juan Lopez Barea, Carmen Pueyo de la
Cuesta

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Campus Universitario de Rabanales,
Edificio Severo Ochoa, 14071-Cérdoba

RESUMEN

La purificacibn de DNA es un paso clave en la experimentacion en
Biologia Molecular. Los métodos de purificacion de DNA se clasifican en
dos grandes categorias, segun pretendan purificar DNA cromosdmico o
DNA plasmidico. La purificacion de DNA plasmidico es la base de
cualquier experimento de clonacion molecular. El problema principal que
hay que resolver es la separacion del DNA plasmidico y DNA
cromosomico. En esta practica hemos elegido el método de “lisis
alcalina”, por su simplicidad, bajo coste y reproducibilidad. La
purificacion de RNA es otro paso clave en la experimentacion en Biologia
Molecular. Cuando se trabaja con células de mamifero existen dos
posibilidades: purificar RNA total o mRNA (en base a la cola de poliA). La
purificacion de RNA es la base de la cuantificacion de transcritos en
estudios de expresion génica. En esta practica purificaremos RNA
mediante el método “TRI-REAGENT™”. El DNA plasmidico se purificara a
partir de bacterias portadoras y el RNA a partir de células humanas
cultivadas en el laboratorio. Los &cidos nucleicos se separaran por
tamafo mediante electroforesis en geles de agarosa y se visualizaran por
irradiacion con luz UV en presencia de bromuro de etidio.

Palabras claves: plasmido, RNA, lisis alcalina, bacterias, células eucariotas,
electroforesis.

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS
1.1. Introduccién
1.1.1 Purificacion de DNA plasmidico

El genoma bacteriano se organiza en un Unico cromosoma circular con un
sélo origen de replicacidn. Las bacterias pueden contener informacién genética
adicional en forma de plasmidos. Los plasmidos son moléculas circulares de
DNA extracromosémico que se replican de forma auténoma, a partir de su
propio origen de replicacidon. La informacion genética que portan los plasmidos
no es generalmente vital para la supervivencia celular. No obstante, dicha
informacion puede resultar imprescindible en determinadas circunstancias
ambientales, e.g. plasmidos portadores de genes de resistencia a antibidticos.
Las bacterias pueden llegar a tener un gran numero de copias de un mismo
plasmido (plasmidos multicopia), facilitando enormemente su purificacion.



Hay distintos procedimientos para la purificacion de DNA plasmidico, aunque
todos incluyen los tres pasos siguientes: (i) Crecimiento de las bacterias en un
medio selectivo de aquellas que llevan el plasmido. (ii) Lisis de las bacterias
para la liberacion del plasmido. (iii) Purificacion del DNA plasmidico.

El problema principal que hay que resolver es la separacion del DNA
plasmidico y DNA cromosOmico. En esta practica hemos elegido el método de
“lisis alcalina”, por su simplicidad, bajo coste y reproducibilidad.

Lisis alcalina: Este método explota las diferencias en las propiedades de
desnaturalizaciéon y renaturalizacion entre el DNA plasmidico (pequefios
circulos de DNA cerrados covalentemente) y el DNA cromosémico
(fragmentado). La alcalinizacion con NaOH en presencia de un detergente
fuertemente anidénico (SDS), provoca la lisis celular, la desnaturalizacion del
DNA cromosomico y de las proteinas, y la liberacion de los plasmidos. Los
plasmidos se ven menos afectados por su pequefio tamafio y estructura
superenrollada. La neutralizacion del medio en presencia de una concentracion
alta de sal (acetato potasico), provoca la precipitacion de las proteinas (por el
tratamiento con el detergente y la insolubilidad de la sal potasica del dodecil
sulfato) y la del DNA cromosomico (por reasociaciones aleatorias
intracatenarias). Los agregados insolubles de proteinas y DNA cromosomico se
separan por centrifugaciéon del DNA plasmidico que queda en el sobrenadante
y conserva mayoritariamente su estructura nativa.

1.1.2 Purificacion de RNA

La clave de la purificacion de RNA radica en evitar su degradacion por
accion de las ribonucleasas. De manera que todos los protocolos existentes se
basan en la rdpida inactivacién de dichas enzimas. En esta practica hemos
elegido el método “TRI-REAGENT™” (Sigma) que optimiza el método de paso
Unico (single-step method), desarrollado por Chomczynski & Sacchi en 1987.
Dicho método purifica RNA total: rRNAs (~80-85%), tRNAs (~10%) y mRNAs
(~1-5%).

TRI-REAGENT™: Este producto es una mezcla de tiocianato de guanidinio
(potente agente caotrépico, desnaturalizante) y fenol. En su presencia, las
células se lisan rapidamente, se solubilizan sus componentes y se inactivan las
ribonucleasas. La adicidon posterior de cloroformo genera una fase acuosa (con
el RNA) y una fase orgénica (con proteinas desnaturalizadas); el DNA queda
en la interfase.

1.1.3 Electroforesis en gel de agarosa

La calidad de las purificaciones de &cidos nucleicos se comprueba
rutinariamente mediante electroforesis en geles de agarosa.

Cuando se aplica un campo eléctrico a una solucién de moléculas, éstas se
separan de acuerdo con su tamafio y carga neta. Los &cidos nucleicos son
polianiones que se mueven hacia el polo positivo. Las moléculas y fragmentos
de moléculas de acidos nucleicos se separan de acuerdo con su tamafio y
conformacion, mediante electroforesis en geles de agarosa. La agarosa es un



polimero de residuos alternos de D-galactosa y 3,6-anhidro-L-galactosa unidos
por enlaces glicosidicos, que forma geles con poros de gran tamafio.

Los acidos nucleicos que emigran a mayor velocidad en los geles de
agarosa son los que encuentran menos resistencia en su avance (los de menor
tamafio y de conformacion mas compacta).

Al gel de agarosa se le afiade bromuro de etidio, un compuesto que se une a
los &cidos nucleicos y que fluoresce cuando se ilumina con luz UV

1.2. Objetivos

Familiarizarse con protocolos de purificacion de distintos tipos de acidos
nucleicos: DNA plasmidico a partir de bacterias portadoras y RNA a partir de
células humanas cultivadas en el laboratorio. Separacion por tamafio mediante
electroforesis en geles de agarosa y visualizacién por irradiacion con luz UV en
presencia de bromuro de etidio.

1.3. Instrucciones

Los alumnos se organizaran en 6 grupos. Los alumnos de los grupos 1, 2, 3
y 4 aislaran DNA plasmidico y los alumnos de los grupos 5y 6 RNA. A cada
grupo se le suministrara el material adecuado al tipo de acido nucleico que
vaya a purificar. Dicho material se devolvera al término de la practica. Se hara
una discusion conjunta de los dos tipos de purificacion.

2. LISTADO DEL MATERIAL NECESARIO
Todo el material fungible para la purificacion de RNA se esteriliza dos veces.

Incubador orbital.
Micropipetas automaticas.
Microfuga.

Microfuga refrigerada.
Cubetas de elecroforesis horizontal.
Fuente de alimentacion.
Bafio termostatizado.
Agitador vortex.
Transiluminador UV.

Tubos de ensayo estériles.
Tubos Eppendorf de 1,5 ml.
Hielo picado.

Guantes.

Rotuladores permanentes.

3. PROTOCOLO A REALIZAR

3.1. Purificacion de DNA plasmidico



Recoleccidn de las bacterias

1.

Se cogen 1,5 mL (2 x 750 pl) de un cultivo estacionario de una bacteria
portadora de un plasmido con un gen de resistencia a un antibiotico. Este
cultivo se crecid6 durante toda la noche a 37°C en medio con el
antibiotico.

Se dispensan en un tubo eppendorf (previamente marcado) y se
centrifuga a temperatura ambiente, durante 3 min a 12.000 g.

Se retira el sobrenadante (2 x 750 ul) con mucho cuidado (punta azul
dentro de punta amarilla) y SE TIRA.

Se da un pulso de centrifuga, se retira cuidadosamente el sobrenadante
que aun quede (punta amarilla dentro de punta blanca) y se tira. Nos
guedamos con el precipitado de las bacterias.

Lisis alcalina

5.

Se resuspende (agitando vigorosamente) el sedimento de bacterias en
100 ul de una solucién isoténica (GTE: Glucosa, Tris y EDTA) a 4°C. Se
deja a temperatura ambiente durante 5 min.

Se afiaden al mismo tubo, 200 pul de la solucién de lisis (NaOH, SDS) que
estd a temperatura ambiente y recién preparada. Se agita suavemente
con la mano por inversion del tubo (unas 10 veces). Se incuba 5 min a
4°C.

Neutralizacion

7.

Se afiaden al mismo tubo, 150 pl de la solucidbn de neutralizacion
(acetato potasico 3M, pH 4,8). Se agita con la mano por inversion del
tubo (unas 10 veces). Se incuba 5 min a 4°C.

Aislamiento de los pldsmidos

8.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Los agregados macromoleculares se precipitan por centrifugacion (15
min a 12.000 g y 4°C), formandose un sedimento blanco de aspecto
lechoso. El tubo se traslada con cuidado a la mesa de trabajo.

Se retira (2 x 200 pl) con cuidado el sobrenadante con el DNA plasmidico
y se dispensa en un tubo limpio (previamente marcado).

Se afiade 1 ml de etanol absoluto (4°C) al tubo en el que hemos puesto
la solucion con el DNA plasmidico. Se mezcla con la mano por inversion
del tubo (unas 10 veces). Se incuba 15 min a 4°C.

Se precipitan los plasmidos por centrifugacion (15 min a 12.000 g y 4°C),
se retira (2 x 750 pl) cuidadosamente el sobrenadante (punta azul dentro
de punta amarilla) y se tira.

Se afiaden al mismo tubo, 900 pl de etanol al 70% (4°C). Se mezcla
suavemente con la mano por inversion del tubo (unas 10 veces).

Se vuelven a precipitar los plasmidos por centrifugacion (10 min a 12.000
gy 4°C), se retira cuidadosamente el sobrenadante (punta azul dentro de
punta amarilla) y se tira.

Se da un pulso de centrifuga, se retira cuidadosamente el sobrenadante
gue aun quede (punta amarilla dentro de punta blanca) y se tira. Nos
guedamos con el precipitado de los plasmidos.

Se disuelve el precipitado de los plasmidos (aspirando y soltando el
liquido varias veces con ayuda de la micropipeta) en 50 ul de tampén TE
(pH 8,0), con ribonucleasa A.

Se incuba a temperatura ambiente 5 min. Mantener la muestra a 4°C



3.2. Purificacion de RNA

1.

Se homogeniza la muestra (~5 millones de células humanas) en 500 pl
de TRI-REAGENT, aspirando y soltando el liquido varias veces con
ayuda de la micropipeta. Se afiaden 500 pl mas de TRI-REAGENT y se
vuelve a mezclar todo con ayuda de la micropipeta. Se incuba 5 min a
temperatura ambiente.

Se afiaden 200 pl de cloroformo (frio). Se cierra bien el tubo y se agita
vigorosamente a mano su contenido (~30 s). Se incuba 5 min a
temperatura ambiente.

Se separan las dos fases por centrifugacion (15 min a 12.000 g y 4°C).

Se retira (3 x 175 pl) con sumo cuidado (sin tocar la interfase) la fase
superior acuosa (incolora) y se dispensa en un tubo eppendorf limpio
(previamente marcado).

Se afiaden al mismo tubo, 500 pl de isopropanol para precipitar el RNA 'y
se agita vigorosamente a mano su contenido (~30 s). Se incuba 10 min a
temperatura ambiente. Se centrifuga (15 min a 12.000 g y 4°C).

Se retira el sobrenadante (punta azul dentro de punta amarilla) con
sumo cuidado, evitando tocar el precipitado, y se tira.

Se da un pulso de centrifuga, se retira cuidadosamente el sobrenadante
gue aun quede (punta amarilla dentro de punta blanca) y se tira.

Se disuelve el precipitado con el RNA en 75 pl de agua, aspirando y
soltando el liquido varias veces con ayuda de la micropipeta. Se calienta
10 min a 55-60°C, se enfria rapidamente y se da un pulso de centrifuga.
Mantener la muestra a 4°C.

3.3. Electroforesis en gel de agarosa

Preparacion de las muestras de DNA (grupos 1-4):

1.

En un tubo eppendorf, se dispensan 10 pl de la muestra de DNA
plasmidico y 1 pl del tampdn de carga (glicerol y naranja G).

Preparacion de las muestras de RNA (grupos 5-6):

1.

En un tubo eppendorf, se dispensan 4 ul de la muestra de RNA y 6 pl del
tampén de carga (sacarosa, formamida y azul de bromofenol). La
formamida dificulta las reasociaciones intracatenarias del RNA que dan
lugar a agregados que emigran anomalamente. Se calienta la muestra 3
min a 55-60°C. A continuacién se enfria rapidamente y se da un pulso de
centrifuga.

Electroforesis

2.

Se cargan las muestra de DNA y RNA en geles de agarosa al 1%
preparados con anterioridad.

Se cargara también una muestra de referencia.

Se tapa la cubeta de electroforesis y se conectan los electrodos a la
fuente de alimentacion (rojo para el polo positivo).

Se programa la fuente a 70 voltios y se deja funcionar la electroforesis
durante ~ 45 min.



Visualizacion de los acidos nucleicos

6. Acabada la electroforesis, se pone el gel en un transiluminador y se
irradia con luz UV. Los alumnos haran un esquema de la imagen
resultante, indicando el grosor aproximado de las bandas que aparezcan
con mayor nitidez y su posicion en el gel.

ADVERTENCIAS:
(a) Se usaradn guantes durante toda la practica para evitar el contacto con
productos téxicos y la degradacion de las muestras.

(b) Cada punta de micropipeta se usard una sola vez, para evitar la
contaminacion de las muestras.

(c) Los alumnos que purifiguen RNA utilizardn un material especialmente
tratado para evitar la presencia de ribonucleasas.

(d) El TRI-REAGENT™, el cloroformo y el bromuro de etidio son compuestos
muy toxicos que bajo ningun concepto se deben tocar y/o inhalar.

(e) La luz UV puede dafar los ojos. Antes de conectar la ldmpara de luz UV
hay que poner una pantalla protectora.

En caso de dudas, antes de actuar, preguntar a los profesores

4. RESULTADOS ESPERADOS

Purificacién de DNA plasmidico

DNA-cromos6mico

Dimeros
oC

CCC — — — — e e e —

RNA fragmentado

OC: plasmidos en estructura relajada (Open Circular plasmids)
CCC: plasmidos en estructura nativa (Covalently Closed Circular plasmids)



Purificacion de RNA

€ RNAr 28 s
€ RNAr18s

€ RNAr 5s
RNArS5,5s
RNAt

* Preparacion RNA degradado

5. DISCUSION Y COMENTARIOS

Los resultados obtenidos por los distintos grupos se discuten conjuntamente,
interpretandose las distintas bandas que se visualicen en los geles y ofreciendo
una explicacion de las posibles incidencias.
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PREGUNTAS

1. ¢Qué finalidad tiene la neutralizacion en el método de “lisis alcalina™?

2. ¢Por qué la alcalinizacion en presencia de SDS afecta menos a los
plasmidos que al DNA cromosémico?

3. ¢Qué finalidad tiene el paso de incubacion con ribonucleasa A en la
purificacion de DNA plasmidico?
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4. ¢Qué tipo(s) de RNA se purifica(n) mediante el método “TRI-
REAGENT"?

5. ¢Por qué el protocolo de purificacion de RNA tiene al final un paso de
calentamiento seguido por un enfriamiento rapido?

6. ¢Es indiferente que los pocillos en los que se han cargado las muestras
se sitten préximos al polo positivo o al polo negativo?

7. ¢Qué papel juega el naranja de acridina en el tampén de carga de la
muestra de DNA plasmidico?

8. ¢Qué papel juega la formamida en el tampdn de carga de la muestra de
RNA?

9. ¢Migra con idéntica velocidad un plasmido con estructura nativa
superenrollada que un plasmido con roturas?

10. ¢ Por qué se irradian los geles con luz UV?

ANEXO 1: LISTADO DE MEDIOS, SOLUCIONES Y MATERIAL BIOLOGICO
EMPLEADO

Medio LB:
10 g Bactotriptona, 5 g extracto de levadura, 5 g de NaCl, 1 L de agua.
Disolver y autoclavar.
Ampicilina 50 mg/mL.
EMEM suplementado con suero fetal bobino 10%, glutamina 2 mM, y NEA.
Solucion isotonica GTE:
Glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8,0, EDTA 10 mM pH 8,0.
Solucion de lisis:
0,2 N NaOH, 1% SDS, preparar fresca antes de cada extraccion de DNA
plamidico.
Solucién de neutralizacion:
Acetato potésico 3M, pH 4,8.
Etanol absoluto
Etanol 70%
TE pH 8,0 con Ribonucleasa A:
Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1mM pH 8,0, Ribonucleasa A 0,5 pg/uL.
TRI-REAGENT
Cloroformo
Isopropanol
Agua tratada con dietilpirocarbonato.
TAE:
Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM.
Tampon de carga DNA:
Glicerol 30%, Naranja G 0,35%, TAE 10x.
Tampon de carga RNA:
Sacarosa 10%, formamida desionizada 90%, azul de bromofenol 0,05%.
Material biolégico:
Bacterias DH5a/pC7 y células HepG2.
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