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@ Resumen:

Método universal de extraccién de ADN de alta calidad.
El aislamiento y purificacién de ADN es el paso inicial para
la mayoria de los protocolos empleados en biologia mo-
lecular por lo que resulta esencial disponer de métodos
sencillos y rapidos para su realizacion. La presente me-
todologia permite la purificacion rapida y econémica de
ADN gendmico a partir de células procariotas (bacterias)
y eucariotas (humanos, animales: a partir de muestras de
sangre, plasma, saliva, semen, liquido amniético, vellosi-
dades coriales, células en cultivo, y de plantas: a partir
de tallos, hojas, flores, frutos y raices frescas), asi como
a partir de preparados como harinas o congelados. Tam-
bién permite purificar ADN extraido de geles de agarosa.
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DESCRIPCION

Método universal de extraccién de ADN de
alta calidad.
Objeto de la invencién

La presente invencion se refiere a un tinico mé-
todo de extraccién universal de ADN, a partir de
cualquier tipo de muestra biolégica.
Antecedentes de la invencién

Los kits de extracciéon de ADN gendémico de
alta calidad, para amplificacién por PCR, mas
utilizados y de mayor calidad entre los existentes
en el mercado (Wizard”M Plus?romega Corporation
Dneasy Tissue System@?9¢” GFX Genomic
Blood DNA Purification KitAmersham—Pharmacia

Agarose Gel DNA Extraction Kit?“*) sélo son
utilizables para extraer ADN a partir de una fuen-
te determinada (animal o vegetal; sangre, tejidos,
agarosa). El que se presenta puede utilizarse pa-
ra extraer ADN genomico bicatenario a partir de
cualquiera de estas fuentes indistintamente. Los
kits mencionados y el resto de los existentes en
el mercado exceden en tiempo de realizaciéon al
presente ya que todos necesitan de tiempos de
centrifugacién de 1 a 2 minutos (el presente 30
segundos en cada paso), lisis inicial y centrifu-
gado para obtener pellets celulares con posterior
lisis y lavados (el presente sélo una lisis inicial),
tiempos de incubacién de 3-5 minutos (el presente
1 minuto de incubacién en buffer de lisis), incuba-
ciones posteriores con tampones de neutralizacién
(pasos eliminados en el presente kit).

La presente innovacién resuelve un problema
técnico importante, dado que segun el tipo de
muestra biolégica de la que se quiere extraer
ADN, es precisa una metodologia diferente.

Este método es el mds rdpido de los existentes
en la actualidad y el mds universal (aplicable a
humanos, animales y plantas sin cambios en su
procedimiento). No requiere de reactivos ni de
equipamiento especial por lo que resulta aplicable
en cualquier laboratorio bajo cualquier condicién.
A pesar de que la metodologia aqui presentada
puede comercializarse como kit industrial, la sen-
cillez en la elaboracién, tanto de sus componen-
tes como de los tampones necesarios para aislar
el ADN, hace posible que sea manufacturado to-
talmente por el manipulador sin repercutir en la
rapidez ni en la complejidad del proceso total.
La presente metodologia puede ser empleada por
cualquier individuo, independientemente de sus
conocimientos y experiencia, lo que la hace apta
incluso para personal no cualificado.

En su proceder se elimina la necesidad de
desproteinizar (tratamiento con proteinasa K) o
cualquier otra incubacién. Esta diferencia respec-
to a los métodos existentes le confieren rapidez en
su realizacion convirtiéndolo en el método de ex-
traccién idéneo a la hora de obtener ADN para
analisis por PCR a partir de material tanto fres-
co como congelado. En el caso de que la fuente
de obtencion de ADN sea material congelado el
rendimiento en la cantidad y la calidad del ADN
obtenido no se ve afectada con la antigiedad de
dicho material, algo que si afecta el rendimiento
al aplicar los otros métodos existentes.

El ADN obtenido es estable a 4° C por lo me-
nos durante 1 ano y congelado (-20°C) por mds
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de 3 anos.

De lo mencionado se deduce que la metodo-
logia que se presenta tiene por objeto resolver el
problema técnico consistente en disponer de un
procedimiento de calidad (obtencién de ADN de
doble cadena integro y limpio) de una forma sen-
cilla (sélo consta de 3 pasos béasicos: lisis, lavado,
precipitacién), econdmica y rdpida (duracién de
cada paso de 0,5 a 1 minuto), pilares esenciales
a considerar de acuerdo al ritmo alcanzado en la
actualidad en los procedimientos que utilizan téc-
nicas de Biologia Molecular.

Descripcion de la invencién

La presente invencidn tiene como objeto la pu-
rificacién répida y econémica de ADN gendémico
de humanos, animales (a partir de muestras de
sangre, plasma, saliva, semen, liquido amnidtico,
vellosidades coriales, células en cultivo), plantas
(a partir de tallos, hojas, flores, frutos y raices
frescas y a partir de preparados como harinas o
congelados) y a partir de fragmentos bicatenarios
obtenidos de geles de agarosa.

El método consiste en los siguientes pasos: li-
sis de la muestra durante cinco minutos, aplica-
ci6én de la muestra en una columna y fijacién del
ADN en la matriz sélida de la columna median-
te centrifugacion, tres lavados mediante centrifu-
gacién de 30 segundos y elucién del ADN total
de la muestra también mediante centrifugacién
en un volumen suficiente para realizar entre 10 y
50 determinaciones diferentes en dependencia del
volumen necesario para cada andlisis. Se obtienen
160 pl de ADN genémico en solucién acuosa de en
tan sélo 15 minutos. Es el método mas rapido de
los existentes en la actualidad y el mas universal
(aplicable a humanos, animales y plantas sin cam-
bios en su procedimiento). No requiere de reacti-
vos ni de equipamiento especial por lo que resulta
aplicable en cualquier laboratorio bajo cualquier
condicién. En su proceder se elimina la necesidad
de desproteinizar (tratamiento con proteinasa K)
o cualquier otra incubacién. Esta diferencia res-
pecto a los métodos existentes le confieren rapidez
en su realizacién convirtiéndolo en el método de
extraccién idéneo a la hora de obtener ADN para
analisis por PCR a partir de material tanto fres-
co como congelado. En el caso de que la fuente
de obtencién de ADN sea material congelado el
rendimiento en la cantidad y la calidad del ADN
obtenido no se ve afectada con la antigliedad de
dicho material algo que si afecta el rendimiento
al aplicar los otros métodos existentes.

El ADN obtenido es estable a 4°C por lo me-
nos durante 1 afio y congelado (-20°C) por més
de 3 anos.

El método es aplicable en el sector del diag-
ndstico genético tanto a nivel prenatal (a partir
de liquido amniético, vellosidades coriales o san-
gre fetal obtenida por cordocentesis) como a nivel
postnatal.

La facilidad con que se obtiene ADN a par-
tir de material fresco, congelado o procesado pro-
cedente de plantas y animales lo convierten en
un método idéneo a la hora de obtener material
genético para andlisis de transgénicos y denomi-
naciones de origen. Aplicacién que resultard de
utilidad a la industria de alimentos a la hora de
analizar sus productos para cumplir con la nor-
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mativa europea de etiquetado de productos ma-
nipulados genéticamente.

También es aplicable a la hora de obtener ma-
terial genético con calidad y cantidad suficiente
para andlisis por PCR con fines de investigacion
bdsica y en medicina forense durante investiga-
ciones de criminalistica.

Descripcion de la Figura

Para completar la descripcion que se estd rea-
lizando y con objeto de ayudar a una mejor
comprensién de las caracteristicas del invento, se
acompana a la presente memoria descriptiva, co-
mo parte integral de la misma, una figura en la
que, con caracter ilustrativo y no limitativo, se re-
presenta una muestra de ADN genémico extraido
a partir de muestras de 200 pl de sangre venosa
total en EDTA que se habia conservado durante
1 ano a -20°C.

Modos de realizacién de la invencién
Ejemplo 1

(A partir de sangre venosa total)

Tomamos 200 pl de sangre total a partir de
una muestra contenida en tubos con EDTA (aun-
que no es desdenable la contenida en tubos con
heparina de litio) y la trasvasamos a un micro-
tubo de 1.5 ml. Afiadimos 300 pl del tampén
de lisis 1 y seguidamente 200 pl del tampoén de
lisis 2. Agitamos manualmente y la dejamos re-
posar el tiempo que nos lleve colocar la columna
filtrante (microtubo de 1.5 ml decapitado al que
le hacemos un agujero de 0.5 mm de didmetro en
su vértice donde colocamos un embudo confeccio-
nado con 1/4 de filtro de microfibras de vidrio
Whatman GF-C) dentro del tubo colector (mi-
crotubo de 2 ml) en una centrifuga de mesa.

Anadimos la sangre en solucién de lisis a la co-
lumna filtrante y centrifugamos al maximo de re-
voluciones (preferiblemente por encima de 10000
rpm) durante 30 segundos. Desechamos el filtra-
do y volvemos a colocar la columna filtrante y
la colectora segun lo descrito pasando a anadir
200 pl del tampoén de lavado. Centrifugamos 30
segundos y anadimos 200 ul mas del tampén de
lavado volviendo a centrifugar otros 30 segundos.
Desechamos el microtubo colector con su conte-
nido y lo sustituimos por otro igual pero limpio.
Mantenemos el microtubo con filtro al que colo-
caremos dentro de este nuevo microtubo colec-
tor en la centrifuga. Anadimos 200 ul del tam-
pon de lavado y centrifugamos otros 30 segun-
dos al maximo de revoluciones. Afiadimos 20 ul
de agua bidestilada desionizada estéril (agua para
PCR) y centrifugamos otros 30 segundos. Reti-
ramos el microtubo inferior manteniendo el supe-
rior (filtrante) al que colocaremos en otro micro-
tubo de 1.5 ml estéril en el rotor de la centrifuga.
Afiadimos 60 pl de agua desionizada estéril (agua
para PCR) y centrifugamos al mdximo de revolu-
ciones posible durante 30 segundos. Repetimos
este ultimo paso una vez mé&s. Al final, dese-
chamos el microtubo con filtro y conservamos el
microtubo inferior en el que tendremos ADN ge-
némico en soluciéon acuosa listo para emplear en
cualquier reaccién de amplificaciéon por PCR.

Podemos realizar la comprobacién de la pre-
sencia de ADN en nuestra solucién tomando 6 pl
de dicha solucién previamente mezclada con 4 ul
de tampdn de carga al que aplicamos en un gel de
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agarosa al 1 % y lo corremos en una electroforesis
a 150 voltios.

Visualizaremos nuestro ADN genémico como
una banda tnica y limpia de méas de 1500 pares de
base al poner el gel de agarosa teiido con bromuro
de etidio en un transiluminador UV.

Ejemplo 2

(A partir de vellosidades coridnicas)

Auxilidndonos de una punta de micropipeta
estéril tomamos varias muestras solidas del ma-
terial colectado y lo trasvasamos a un microtubo
de 1.5 ml.

Anadimos 300 ul del tampén de lisis 1 agitan-
do vigorosamente (sin emplear vértex mecanico)
y seguidamente agregamos 200 pl del tampén de
lisis 2. Agitamos manualmente con vigor y lo de-
jamos reposar el tiempo que nos lleve colocar la
columna filtrante (microtubo de 1.5 ml decapi-
tado al que le hacemos un agujero de 0.5 mm de
didmetro en su vértice donde colocarnos un em-
budo confeccionado con 1/4 de filtro de microfi-
bras de vidrio Whatman GF-C) dentro del tubo
colector (microtubo de 1.5 ml) en una centrifuga
de mesa.

Anadimos la mezcla a la columna filtrante y
centrifugamos al mdximo de revoluciones (prefe-
riblemente por encima de 10000 rpm) durante 30
segundos. Desechamos el filtrado y volvemos a co-
locar la columna filtrante y la colectora segun lo
descrito pasando a anadir 200 ul del tampén de
lavado. Centrifugamos 30 segundos y anadimos
200 pl mas del tampén de lavado volviendo a cen-
trifugar otros 30 segundos. Desechamos el micro-
tubo colector con su contenido y lo sustituimos
por otro igual pero limpio. Mantenemos el mi-
crotubo con filtro al que colocaremos dentro de
este nuevo microtubo colector en la centrifuga.
Anadimos 200 pl del tampén de lavado y cen-
trifugamos otros 30 segundos al maximo de re-
voluciones. Anadimos 20 ul de agua bidestilada
desionizada estéril (agua para PCR) y centrifuga-
mos otros 30 segundos. Retiramos el microtubo
inferior manteniendo el superior (filtrante) al que
colocaremos en otro microtubo de 1.5 ml estéril
en el rotor de la centrifuga. Anadimos 60 ul de
agua desionizada estéril (agua para PCR) y cen-
trifugamos al maximo de revoluciones posible du-
rante 30 segundos. Repetimos este ultimo paso
una vez mas. Al final, desechamos el microtu-
bo con filtro y conservarnos el microtubo inferior
en el que tendremos ADN genémico en solucién
acuosa listo para emplear en cualquier reaccién
de amplificacién por PCR.

Podemos realizar la comprobacién de la pre-
sencia de ADN en nuestra solucién tomando 6 pl
de dicha solucién previamente mezclada con 4 ul
de tampdn de carga al que aplicamos en un gel de
agarosa al 1% y lo corremos en una electroforesis
a 150 voltios.

Visualizaremos nuestro ADN genémico como
una banda tnica y limpia de méas de 1500 pares de
base al poner el gel de agarosa tenido con bromuro
de etidio en un transiluminador UV.

Ejemplo 3

(A partir de ADN bicatenario separado por
electroforesis en geles de agarosa)

Preparamos el gel de agarosa a la concen-
tracién apropiada segin el tamano del fragmento
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de interés utilizando tampones estériles y en las
condiciones de mayor esterilidad posible. A par-
tir de una solucién stock de bromuro de etidio a
10 mg/ml lo utilizamos en gel al 0,01 %.

La muestra a someter a electroforesis debe ser
preparada de la siguiente forma: 12 pul de la so-
lucién de ADN (ya sea gendémico total o producto
amplificado) al que anadimos 4 ul de tampdn
de carga (confeccionado con materiales estériles.
Este tampdn serd utilizado s6lo para estos fines).

Corremos la electroforesis al voltaje apropiado
y una vez terminada la misma (tiempo progra-
mado de acuerdo al fragmento a analizar).

Empleando guantes y gafas protectoras co-
locamos el gel en un transiluminador UV que
previamente hemos de limpiar con agua bides-
tilada y etanol absoluto y lo visualizamos uti-
lizando la menor potencia de iluminacién posi-
ble. Auxilidndonos de una punta de micropipeta
estéril, al que ampliamos el vértice mediante un
corte con un bisturi estéril, tomarnos varias mues-
tras del fragmento de interés y lo trasvasamos a
un microtubo de 1.5 ml.

Anadimos 300 pl del tampén de lisis 1 agi-
tando vigorosamente (sin emplear vértex mecéni-
co) y seguidamente agregarnos 200 pl del tampdn
de lisis 2. Agitamos manualmente con vigor y
lo dejamos reposar durante 1 minuto. Mientras,
colocamos la columna filtrante (microtubo de 2
ml decapitado al que le hacemos un agujero de
0.5 mm de didmetro en su vértice donde coloca-
mos un embudo confeccionado con 1/4 de filtro
de microfibras de vidrio Whatman GF-C) dentro
del tubo colector (microtubo de 1.5 ml) en una
centrifuga de mesa.

Anadimos la mezcla a la columna filtrante y
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centrifugamos al maximo de revoluciones (prefe-
riblemente por encima de 10000 rpm) durante 30
segundos. Desechamos el filtrado y volvemos a co-
locar la columna filtrante y la colectora segun lo
descrito pasando a anadir 200 ul del tampén de la-
vado. Centrifugamos 30 segundos y anadimos 200
pl mas del tampon de lavado volviendo a centrifu-
gar otros 30 segundos. Desechamos el microtubo
colector con su contenido y lo sustituimos por otro
igual pero limpio. Mantenemos el microtubo con
filtro al que colocaremos dentro de este nuevo mi-
crotubo colector en la centrifuga. Anadimos 10 pul
de agua bidestilada desionizada estéril (agua para
PCR) y centrifugamos otros 30 segundos. Reti-
ramos el microtubo inferior manteniendo el supe-
rior (filtrante) al que colocaremos en otro micro-
tubo de 1.5 ml estéril en el rotor de la centrifuga.
Afiadimos 30 pl de agua desionizada estéril (agua
para PCR) y centrifugamos al mdximo de revolu-
ciones posible durante 1 minuto. Repetimos este
dltimo paso una vez méas. Al final, desechamos el
microtubo con filtro y conservarnos el microtubo
inferior en el que tendremos ADN genémico en
solucién acuosa listo para emplear en cualquier
reaccién de amplificacion por PCR.

Podemos realizar la comprobacién de la pre-
sencia de ADN en nuestra solucién tomando 6 pl
de dicha solucién previamente mezclada con 4 ul
de tampdn de carga al que aplicamos en un gel de
agarosa al 1% y lo corremos en una electroforesis
a 150 voltios.

Visualizaremos nuestro ADN genémico como
una banda tnica y limpia de mas de 1500 pares de
base al poner el gel de agarosa tenido con bromuro
de etidio en un transiluminador UV.
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REIVINDICACIONES

1. Método universal de extraccién de ADN
de alta calidad, caracterizado por la utilizacién
de una matriz sélida (embudo de microfibras de
vidrio) en el interior de un microtubo.

2. Método universal de extraccién de ADN
de alta calidad, segtn reivindicacién primera, sin
necesidad de emplear resinas especiales para cada
tipo de muestra.

3. Método universal de extraccién de ADN de
alta calidad, segin reivindicaciones primera y se-
gunda, que se puede utilizar tomando como fuen-
te cualquier muestra biolégica, tanto en estado
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liquido (sangre, semen, orina, liquido amnidtico,
células en cultivo y otros), como sélido (vellosida-
des coridnicas, partes de vegetales, células disgre-
gadas, sangre desecada en papel de filtro, sudor en
papel, muestras sobre tejidos textiles y otras) vy,
tanto en muestras frescas como conservadas (con-
gelacion, parafina y otras), independientemente
del tipo de muestra o tiempo de conservacién.

4. Método universal de extraccion de ADN
de alta calidad, segin reivindicaciones primera,
segunda y tercera, que permite obtener ADN ge-
némico total en solucién acuosa, listo para su em-
pleo en reacciones de PCR.
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Figura 1
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