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ACIDOS NUCLEICOS, NUCLEOTIDOS, NUCLEOSIDOS E

BASES NITROXENADAS

EXISTEN 8 NUCLEOTIDOS, QUE SE DIVIDEN EN DOUS
GRUPOS:

*DESOXIRRIBONUCLEOTIDOS (4): COMPONEN O ADN
*RIBONUCLEOTIDOS (4): COMPONEN O ARN

0S NUCLEOTIDOS ESTAN COMPOTOS POR:

*UNHA PENTOSA: AZUCAR DE TIPO DESOXIRRIBOSA O
RIBOSA

“UNHA BASE NITROXENADA: PURICA (AG) O
PIRIMIDINICA (T, U, C)
‘GRUPO  FOFATO: UNE OS  NUCLEOSIDOS

(PENTOSA+BASE NITROXENADA)
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CROMOSOMAS

1,5% de su longitud son exones codificadores de proteinas.
70% de ADN extragénico

Un 70% son secuencias repetitivas dispersas (la mitad del genoma humano)

30 % de secuencias relacionadas con genes.

95% ADN no codificante: pseudogenes, fragmentos de genes, intrones, secuencias UTR,...
Tradicionalmente consideradas regiones sin funcion, hay datos que demuestran que esas
regiones desarrollan funciones relacionadas con la regulacion de la expresion génica.

Cromosoma Genes  Bases  Forma
1 4222 247199719 metacénirico, grande. » 524 114127950
2 2613 242751149 submetacénirico rande " L 106360585
3 1859 199.446.827 metacéntrico, grande. 1s 1122 100114055 o
4 451191263063 submetacénirico,grande 1 1098
s 617 150837566 submetacénirico,grande " 157 7865
. 2280 17096993 submetacénrico, mediano M 6

7 2758 158821424 submetacénirico, mediano. " 1559

Adaptado de WIKIPEDIA

s 1288 146274826 submetacénirico, mediano. n 1002 6243622

9 1924 140442298 submetacénirico, mediano. n s

0 1793 131624737 submetacénirico, mediano. 2 e

n 449 131130853 submetacénrico, mediano. Cromosoma X 1850 154913754 submetacénico, mediso.
2 1562 132289.534 submetacéntrico, mediano Cromosoma Y 454 57.741.65

i, pseto

Adaptado de WIKIPEDIA|

0,2-20pm

Célula:
Nucleo: 6 pm.

con 20 micras,

El cromosoma 1 humano: 247.199.719 pb, 7,3 cm (46 cromosomas: 2 metros)

En metafase mitética: 0,001 cm (0,01 mm, 10 um)

Cromosoma eucariético duplicado y

condensado (metafase mitética).

(1) Cromatida, cada una de las partes
idénticas de un cromosoma
luego de la duplicacion del ADN
(en la interfase).

(2) Centromero: lugar del cromosoma
en el cual ambas cromatidas se

de 53 pm, dvulos de 150 pm.

tocan.
(3) Brazo corto.
(4) Brazo largo.

Human cell

s e
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Magnification x 100,000,000

ADN MITOCONDRIAL

- En organismos unicelulares pode haber unha soa mitocondria, e nunha células do figado 1.000-
2.000

-2 a 10 copias de ADN en cada mitocondria

-100 a 10.000 copias en cada célula, como excepcion un évulo
contén 100.000 a 1.000.0000 de copias e un esperma 100 a 1.000.
- Nos mamiferos ten unha lonxitude de 15.000 a 17.000 pb.
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EXTRACCION DO ADN

EXTRACCION DO ADN
EXTRACCION “CASEIRA"

1° DISGREGACION DO TEXIDO: En caso de usar texidos duros, como as lentellas: Engadir auga e
usar a batidora.

2°ELIMINACION DOS RESTOS NON DISGREGADOS: Filtrado cun pano (non necesario no caso
da extraccion de cuspe).

2°ROTURA DAS MEMBRANAS CELULARES: Mezclar cun chorrifio de deterxente ou xabrén.
3°FACILITARA AGREGACION DO ADN: Engadir unha pizca de sal para que anule a repulsion
entre hebras de ADN causada pola carga negativa das mesmas.

4°ENGADIR O ALCOHOL: Unha vez a sal esta disolta, depositar con coidado o alcohol polas
paredes do vaso para que se formen duas fases.

5°0BSERVARO ADN: O ADN esta disolto na auga, pero é insoluble no alcohol, polo que as
hebras agréganse frotando nel, arrastradas por pequenas burbullas de gas, semellando “pelusilla”
de algodon.

EXTRACCION DO ADN
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GeneJET™ Genomic DNA Purification Kit

Bind DNA
Load the sample lysate onto GeneJET™ Purification Column
—

5-20 mg 05cm Centrifuge for 1 min at 6000 x g
Grind up, ot or homogenie [ Discar th collection tube containing the flow-through
2 2t \/ Transfer the column into a new collection tube (incuded)
\]
Resuspend in 180 4l —
Digestion Solution =p Wash the column

Centrifuge for 1 min at 8000 x g

g Add 500 ul of Wash Buffer |
Add 20 yl Proteinase K, mix,

Discard the flow-through
incubate at 56°C
1-3h 6h ¥
12 Wash the column
Add 20 il RNase A, mix, Add 500 4 of Wash Buffer Il
incubate 10min Gentrifuge for 3 min at 12000 x g
at room temperature Discard the collection tube containing the flow-through

¥

20041 Lysis Solution, i Elute DNA

Transfer the colurn into a new microcentiuge ube
A 200 ool 50% Add 200 yl of Elution Buffer
Incubate for 2 min
\J Centifuge for 1 min at 8000 x g
Apytocoumn  ——r Collct the flow-hrough

EXTRACCION DO ADN
METODO DO FENOL CLOROFORMO

1. Trocear e introducir no tubo.
2.200 ul de tampon de dixestion: TENS (Tris, EDTA, SDS).
3. 10 ul de Proteinasa K.
4. Incubaciéna 37°C.
5. Un volumen de fenol/cloroformo/isoamilalcohol  (25:24:1).
- Axitar 17,
- Centrifugar.
- Fase acuosa superior: ADN e ARN.
- Interfase: proteinas desnaturalizadas polo fenol e o cloroformo.
- Fase organica inferior: lipidos de membrana.
-0 favorece a on das fases.
6. Recoller a fase superior.
Repetir 3 veces os pasos 5 e 6.
7. Un volumen de etanol 95%=> insolubilizacion do ADN (precipita).
8. Centrifugar.
9. Secar péllet (ADN e ARN).
10. Resuspenderen Tris-HCI ou auga estéril.

EXTRACCION DO ADN
METODO DO FENOL CLOROFORMO
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EXTRACCION DO ADN
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Biotec
Virtual Lab

EXTRACCION VIRTUAL DE ADN DE
CELULAS DABOCA

start lab))

(Abrir con Internet Explorer)

ELECTROFORESE

- Para saber a calidade e cantidade do ADN empregamos un xel de agarosa (ou acrilamida) que,
como un tamiz, separa as moléculas por tamafio, pasando con mais facilidade e rapidez as mais
pequenas.

- O ADN desprazase nun campo eléctrico cara o polo positivo, porque ten unha carga negativa.

- Para ver as bandas dos agregados de cadeas de ADN do mesmo tamaio utilizase a tincion con
bromuro de etidio (ou RedSafe), que se sitlia dentro das dobres hebras e emite unha luz alaranxada
(vedosa) baixo os raios UVA.
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ELECTROFORESE

“The phosphate groups in the DNA backbone carry negatively-charged
Oxygens — giving a DNA molecule an overall negative charge. In an electric
current, the negatively-charged DNA moves toward the positive pole of the
electrophoresis chamber.

PHOSEHATE
GROUP

(Abrir)

EXTRACCION DO ADN

MOSTRAS

1 Carne picada Cerdo+Vaca

2 Bacon

3 Hamburguesa de ternera

4 Palito de cangrejo

5 Gula al ajillo

EXTRACCION DO ADN
PROTOCOLO (A: Tecido animal

0 1) Identificar dous tubos de 1.5 ml escribindo o niimero da mostra.

0 2) Pesar 20 mg da mostra, cortar en anaquiiios, para facilitar a dixestion, e meter no primeiro
tubo:

0 3) Meter no outro tubo un fragmento maior da mostra, e engadir etanol para almacenalo no
conxelador

4) Engadir no primeiro tubo
o 180 pl de Digestion Solution
020 pl de Proteinasa K

o 5) Incubar a 56 C durante 3 horas ou toda a noite. Podese acelerar o proceso remexendo o
contido do tubo (30 minutos).

o 6) Engadir 200 pl de Lysis Solution. M 1 1 co vortex 15 d
o 7) Engadir 400 pl de etanol 50%. Mesturalo como no paso anterior .

0 8) Coller unha columna dentro dun tubo de 2 ml.

0 9) Pipetear todo o contido do tubo de 1.5 ml dentro da columna (~800 pl).

0 10) Centrifugar a 6.000 xg durante 1 minuto (0 ADN queda retido na membrana).

o 11) Poiier a columna nun novo tubo de 2 ml e tirar o vello co filtrado.

EXTRACCION DO ADN

o 12) Pipetear 500 ul de Wash Buffer I na columna.
O (antes de usalo, asegurarse de que o stock xa ten engadido o etanol).
o 13) Centrifugar a 8.000 xg durante 1 minuto (0 ADN permanece retido na membrana).
0 14) Tirar o liquido filtrado ¢ vover a empregar o tubo de 2 ml.
0 15) Pipetear outros 500 pl de Wash Buffer IT na columna.
o 16) Centrifugar a 212.000 xg durante 3 minutos.
0 17) Poiier a columna nun tubo de 1.5 ml e tirar o de 2 ml co filtrado.
o 18) Centrifugar a 212.000 xg durante 1 minuto (eliminamos os restos de etanol).
0 19) Poiier a columna nun novo tubo de 1.5 ml co niimero da mostra, e tirar o que contén os resto
de etanol.
0 20) Pipetear 100 ul de Elution Buffer (Tris-HCI pH 8.0, no que se disolve 0 ADN) (pédese
a conc ion final reducindoo a 50 ul, ainda que se recuperard menos cantidade

total).

0 21) Incubar 2 minutos a temp: a i (podese a idade de ADN
incubdndoo a 60 T e co buffer prequentado).

0 22) Centrifugar a 8.000 xg durante 1 minuto (o ADN atravesa a membrana).

0 23) Tirar a columna. Almacenar (cuantificar, ver a calidade e a integridade, PCR,...) o tubo de 1.5
ul co ADN.

BUFFERES E XELES DE ELECTROFORESE

o 1) Pesar 20 g de Borax deshidratado (Na2B407).

0 2) Diluir enrasando con 11 de auga destilada cun iman.

o 3) Preparar 700 ml de SB 1X: Medir 70 ml de SB 10X e engadirlle 730 ml de auga.

0 4) Preparar o xel de agarosa nun matraz erlenmeyer (maior do dobre do volume a preparar)
GRUPOS 1 ¢ 2: 100 ml de agarosa 1%: Pesar 1g e engadirlle 100 ml de buffer
GRUPOS 3 ¢ 4: 100 ml de agarosa 2%: Pesar 2g e engadirlle 100 ml de buffer
GRUPOS 5 ¢ 6: 100 ml de agarosa 3%: Pesar 3 g e engadirlle 100 ml de buffer

o 5) Quentar o matraz coa agarosa no microondas a unha potencia media-alta un par de minutos,

0 6) Engadir 2 pl de RedSafe por cada 100 ml e remexer suavemente para disolver, tendo coidado
de que non se formen moitas burbullas (demasiado frio).

GRUPOS 1 ¢ 2 (1% para observar o ADN extraido) (os demais grupos gardaran os matraces
tapados con papel de aluminio (ou plastico transparente de cociiia ata o momento do uso):

0 7) Deixar arrefriar un pouco (por enriba dos 65 'C, se poderia tocar o frasco sen que producise
queimaduras). Podese poiier a base do matraz debaixo dunha billa para acelerar o proceso.

0 8) Verter o xel en cadansiia bandexa de electroforesis (co peite para facer os pocifios de carga).
Apartar ou eliminar as burbullas e sucidade cunha punta de pipeta ou papel de aluminio.

09) Deixar arrefriar (podese acelerar meténdoo na neveira).




