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RESUMEN

En el presente articulo se hace una breve descripcion de los marcadores
moleculares y de las categorias y técnicas basadas en hibridacion y en la
reaccion en cadena de la polimerasa PCR. A continuacion se hace una
esplicacion detallada del método de extraccion de ADN empleado en el labora-
torio de Biologia Molecular de la Universidad Nacional de Colombia, sede
Palmira, para los estudios de diversidad genética, enfatizando en las reaccio-
nes que ocurren a lo largo del proceso de extraccion.

ABSTRACT

In the present article a brief description of molecular markers, the categories
and techniques based on hybridizing and the chain reaction of polymerase
PCR is done. Next it is explained thorough of the ADN extraction method for
the genetic diversity studies employed in the molecular biological laboratory
of the National University, headquarters Palmira, emphasizing in the reactions
that occurs throughout the extraction process.

INTRODUCCION marcadores controlados por genes
asociados a caracteres morfolo-

Los marcadores moleculares o gicos (fenotipos de facil identifica-

marcadores ADN revelan sitios de
variacion naturales a nivel de se-
cuencia de ADN. A diferencia de los
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cion visual), las variaciones en los
marcadores de ADN no se mues-
tran por si mismas en el fenotipo,
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porque pueden ser diferencias en un solo nucledtido
del gen o en un pedazo de ADN repetitivo.

Los marcadores moleculares relacionados a una ca-
racteristica especifica son de particular interés por-
que permiten identificar individuos que contengan
esa caracteristica y diferenciarlos de los que no la
posean, es decir que dan informacion sobre la di-
versidad genética. Esto es un aspecto esencial en el
campo de la biologia tanto aplicada como funda-
mental: Ecologia, Biologia de la Evolucion, Taxo-
nomia, Agronomia, Biotec-nologia, Microbiologia,
Genética, etc (1).

Un gran niimero de técnicas moleculares puede ser utili-
zado para obtener marcadores de diversidad mediante la
deteccion de polimor-fismo a nivel de ADN (2).

La mayoria de los marcadores moleculares se clasifican
en dos categorias de técnicas que se basan en la hibrida-
cion o en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa. PCR:

Marcadores detectados por hibridacion.

Dentro de estos se agrupan las técnicas que emplean
sondas para la deteccion de los marcadores. Las sondas
son fragmentos de ADN o ARN que contienen el codigo
complementario para una secuencia especifica del
genoma. Las técnicas mas usuales son: Polimorfismo
en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP),
Numero variable de repeticiones en tandem (VNTR) y ADN-
Ships (Oligonucleotide arrays) (1).

Marcadores basados en la PCR.

Los marcadores identificados por amplificacion del ADN
estan basados en la reaccion en cadena de la polimerasa.
La introduccion de esta tecnologia permitié nuevas po-
sibilidades para la deteccion del polimorfismo genético
(3). El' polimosrfismo se observa debido a que la varia-
cion en la secuencia del genoma altera los sitios de re-
conocimiento del “primer”. Permite la generacion de
grandes numeros de marcadores, su utilizacion n o es
técnicamente dificil y solo utiliza minimas cantidades de
material genético. Las técnicas basadas en la PCR difie-
ren entre si en la longitud y secuencia de los primers
empleados, condiciones de la PCR y en el método de
separacion y deteccion de los fragmentos. Los marca-
dores de PCR emplean primers de secuencia arbitraria,
semiarbitraria o especifica.

La seleccion de la técnica depende del objetivo trazado.
Las técnicas moleculares brindan informacion a diferen-
tes niveles. Todas tienen sus limitaciones y su aplicacion
se determina en gran medida por la disponibilidad de los
recursos necesarios para ejecutar un sistema de marca-
dores moleculares. Entre los factores mas importantes a
considerar estan el contenido de informacion y el radio
multiple que cada técnica puede brindar. El contenido de
informacion es el niumero de alelos que pueden ser de-
tectados por el marcador en un grupo de individuos. El
radio mdltiple es el nimero de marcadores que pueden
ser generados en una simple reaccion (1).

EXTRACCION DE ADN

La aplicacion de las diferentes técnicas empleadas en
biologia molecular para el analisis del genoma, depen-
de en gran medida de la habilidad para extraer el ADN.
Para lo cual se utilizan diversos métodos de extraccion,
dependiendo del tipo de tejido a emplear. En el presente
trabajo se describira el método de extraccién de ADN de
robles colombianos Dellaporta (4) modificado, el cual
ha dado buenos resultados en los trabajos con plantas
adelantados en el laboratorio de Biologia Molecular de
la Universidad Nacional sede Palmira (5).

Uno de los problemas al trabajar con plantas es la com-
posicion de la pared celular, la cual dificulta el acceso al
interior para la extraccion de todo su contenido, inclu-
yendo el ADN. Dicha pared se debe romper por accion
mecanica, pulverizando el tejido con hielo seco o con
nitrogeno liquido (6).

En seguida, se deben destruir las membranas celulares de
manera que el ADN, acompariado de otros compuestos
(proteinas, enzimas, carbohidratos), quede disponible.

La mezcla de tejido asi obtenida se agrega a una solu-
cién buffer o tampdn de extraccion, en presencia de
agentes quelantes, de soluciones de baja o alta fuerza
ionica (para que sea soluble el ADN) (7) y de altas con-
centraciones de NaCl. Los agentes quelantes (como el
EDTA) se emplean para proteger el ADN de la accion de
enzimas nucleasas; ellos capturan los iones magnesio
y no permiten que actien como cofactores de las
nucleasas. Las altas concentraciones (5 M) de NaCl se
emplean para prevenir la contaminacion de la muestra
con polisacaridos que afectan la pureza del ADN, pu-
diendo inhibir la actividad de algunas enzimas como
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polimerasas, ligasas y endonucleasas de restriccion; la
base para la separacion de los polisacaridos de los aci-
dos nucleicos, es su solubilidad diferencial en presen-
cia de las altas concentraciones de NaCllos polisacéridos
precipitan bajo la accién de fuerzas centrifugas. A la
mezcla anterior se agrega un detergente anidnico como
el SDS (sodio dedecil sulfato), que solubiliza proteinas,
tejidos y membranas, evitando que una cantidad signi-
ficativa de ADN quede atrapada en los desechos o res-
tos celulares. Para prevenir que el ADN extraido presen-
te coloracion gris o parda, la cual se debe a la actividad
de polifenoloxidadas presentes en algunos tejidos, se
incluye en el buffer de extraccion PV.P (polivinil
pirrolidona)(6).

Para separar las proteinas, se lleva la mezcla de tejido
con el tampon a incubacion a 65°C con lo cual se des-
naturalizan las proteinas. Para retirar las proteinas
denaturadas y la mayoria de los polisacéridos, se agre-
ga una sal como el acetato de potasio frio. Por
centrifugacion se separan tejidos, membranas,
polisacaridos y proteinas de los &cidos nucleicos, los
cuales quedan en el sobrenadante.

Finalmente hay que separar el ADN de la fase acuosa,
para lo cual se debe precipitar el mismo, usando un
alcohol como el isopropanol, el cual es selectivo en la
precipitacion del ADN en presencia de ARN. Después
de precipitado el ADN se disuelve en una solucién tam-
pon (TE de pH 8.0) o en agua bidestilada. EI ARN se
remueve adicionando enzima RNAasa a la solucion.

A continuacion se detallan los pasos que se siguieron
en la extraccion de ADN de Heliconias, en el laboratorio
de Biologia Molecular de la Universidad Nacional sede
Palmira.

Preparacion de Soluciones Madre

Se indica para qué se utiliza cada reactivo y la forma de
prepararlo.

TRIS (Hidroximetil amino metano). Es un tampén biolo-
gico, cuya funcion es mantener el pH de la solucion cons-
tante (pH 7.0 — pH 8.0). Se prepara a pH 8.0. El peso
molecular del TRIS es 121.14 gr./ grmol. Se van a prepa-
rar 100 ml de solucion madre de tris de concentracion 1M

Calculos: 100 mix 121.14 gr./ mol x 1 mol/1000 ml =
12.114 gr. de TRIS

Se pesan 12.114 gr. de TRIS y se agregan poco a poco
a 70 ml de agua bidestilada, previamente colocados en
un frasco de autoclavado limpio. Se coloca la solucion
en el pHmetro y se ajusta el pH a 8.0 con HCI. Luego se
completa el volumen a 100 ml. Se autoclava la solucién
y se guarda a 4°C.

EDTA (Acido etilen diamino tetra acético). Es un agente
quelante de iones metalicos como Ga**y Mg*+. Inhibe
la accion de las nucleasas al no haber cofactores libres
para su actividad y asi protege al ADN. Se prepara a pH
8.0. El peso molecular del EDTA es 372.24 gr. / grmol.
Se van a preparar 100 ml de solucion madre de EDTA de
concentracion 0.5 M

Calculos: 100 mlx 372.24 gr./ mol x 0.5 mol/1000 ml
= 18.612 gr. de EDTA

Se pesan 18.612 gr. de EDTA y se agregan poco a poco
a 70 ml de agua bidestilada, previamente colocados en
un frasco autoclavado limpio. Se coloca la solucion en
el pHmetro y se ajusta el pH a 8.0 con perlas de Hidroxi-
do de sodio. Si se pasa el pH se agrega HCl en la camara
de extraccion de gases. Luego se completa el volumen
a 100 ml. Se autoclava la solucion y se guarda a 4°C.

NaCl (Cloruro de sodio). Las sales aumentan el poder
idnico de la solucién y ocasionan la precipitacion del
ADN. El peso molecular del NaCl es 58.44 gr./ mol. Se
van a preparar 100 ml de solucién madre de NaCl de
concentracion 5 M.

Célculos: 100 ml x 58.44 gr. /mol x 5 mol/1000 ml =
29.22 gr. de NaCl

Se pesan 18.612 gr. de NaCl y se agregan poco a poco a
70 ml de agua bidestilada, previamente colocados en un
frasco de autoclavado limpio. Luego se completa el volu-
men a 100 ml. Se autoclava la solucion y se guarda a 4°C

MERCAPTOETANOL Es un antioxidante, escinde enla-
ces disulfuro y forma disulfuros. Se usa para ayudaren la
desnaturalizacion de estructuras ricas en GC. Es general-
mente usado en caso de que |a plantilla tenga largas se-
cuencias de Gy C. Es generalmente usado como un agente
anti-oxidante /reductor y estabiliza las enzimas.

SDS (Dodecil sulfato de sodio) Es un detergente anionico
que actua como agente solubilizante de proteinas y de
componentes de tejidos y membranas
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ACETATO DE POTASIO (C,H,KO,). Precipita proteinas.
El peso molecular es 98 gr. / grmol. Se van a preparar
100 ml de concentracion 5 M

Preparacion del buffer de extraccion.

El buffer de extraccion de heliconias tiene la siguiente
composicion:

TRIS 100 mM
EDTA 50mM

NaCl 500 mM
PVP 1% (p/v)

?-mercapto etanol 2% (v/v)

Se preparan 50 ml de buffer de extraccion a partir de las
soluciones madre. Mezclar las siguientes cantidades para
obtener las concentraciones deseadas:

TRIS 5ml
EDTA 5mi
NaCl 5ml

Calculos: Parar hallar el volumen de solucion madre
que se debe tomar para preparar 50 ml de buffer de
extraccion se parte de la ecuacion:

V.G, =V,0, ———> V,=V.,C, /G,
Para 50 mI TRIS 100 mM v,
=50ml-100 mM/1000 MM = 5ml

Para 50 ml EDTA 50 mM v,

= 50 ml -50 mM/500 mM = 5ml

Para 50 mI NaCl 500 mM V.

2

=50 ml-500 mM/5000 MM = 5ml

Se ajusta el volumen a 50 ml con agua destilada. Se
agregan 0.5 gr. (1% (p/v)) de PVP (Polivinil Pirrolidona)
agitando la solucién con el agitador magnético. En se-
guida se agregan 2 ml de ?mercaptoetanol. De esta
solucidn se utilizan 800 ?I por cada muestra de ADN. Si
se preparan 30 ml de cada una de las soluciones madre
para los reactivos: Tris HCI 1M, EDTA 0.5 My NaCl 5 M,
se pueden realizar 375 extraciones de ADN.

Todas las soluciones se guardan en el refrigerador has-
ta su posterior utilizacion.

Obtencion de muestras

Se coleccionaron muestras de hojas de plantas del or-
den zingiberales, de brotes recientes provenientes de la
reserva natural NIRVANA y de la coleccion que se posee
en el Invernadero de la Universidad Nacional sede Palmira

Extraccion

La extraccion de ADN se baso en la metodologia
estandarizada para la extraccion de ADN de robles co-
lombianos DELLAPORTA maodificado:

1. Preparar un bafio a 65°C y colocar el buffer de
extraccion

2. Marcar los tubos ependorf de 1.5 ml (dos juegos
iguales)

3. Macerar de 20 a 30 mg de tejido foliar joven pero
maduo en Nitrégeno Liquido

4. Transferir el tejido a un tubo de 1.5 ml usando una
espatula limpia y bafada en etanol

5. Adicionar 800 ?I de buffer de extraccion y 55 ?l de
SDS al 20%

6. Mezclar bien el tejido con el buffer usando vortex
0 una punta limpia

7. Incubar a 65°C por 20 minutos, invirtiendo los
tubos periédicamente

8.  Adicionar250 7l de acetato de potasio 5 Mfrio y mezclar

9. Incubar en hielo 20 min. en agitacion

10. Centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos

11. Transferir 800 ?I del sobrenadante a un tubo nue-
vo marcado

12. Adicionar 640 ?I de isopropanol frio y mezclar 8-
10 veces

13. Incubar a—20 °C por 2 horas

14. Centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos

15.  Remover el isopropanol y secar las gotas con toalla

16. Adicionar 500 ?I de T,.E, e incubar a 65°C por 15
minutos, mezclar

17. Adicionar 400 ?I deisopropanol y mezclar 8-10 veces

18. Incubar a—20°C por 2 horas

19. Centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos

20. Remover el isopropanol

21. Dejar secar 1 hora sobre unatoalla. Secar las gotas
con toalla

22. Resuspenderen80 ?1de T
1 mM)

23. Adicionar 1 ?I de RNAsa (10 mg/ml), hacer un
corto spin 12000 rpm 1 minuto

24. Guardara4°C

E, (Tris 10 mM, EDTA

101
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