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INTRODUCCION

Para cualquier tipo de analisis molecular por PCR (Polymerase Chain Reaction) se requiere un buen meétodo de
extraccion de ADN, que permita obtener tanto una cantidad significativa como una alta calidad del mismo. En base
a referencias bibliograficas, el méetodo que emplea CTAB (Bromuro de cetil - trimetil amonio) como agente extractivo es
el mas utilizado en muestras verdes de alfalfa.

El principio de extraccion consiste en que el CTAB produce la disgregacion de las membranas celulares, dando
origen a la ruptura celular. El buffer de extraccion, ademas de contener CTAB, cuenta con polivinilpirrolidona (PVP)
que elimina los polifenoles y B - mercaproetanol que desnaturaliza proteinas. Este metodo no solo facilita la
extraccion, sino también permite obtener una mejor limpieza del ADN, eliminando compuestos secundarios o
polisacaridos que puedan interferir luego con su amplificacion.

El objetivo del siguiente trabajo consistio en poner a punto el método de extraccion con CTAB para la obtencion de
ADN a partir de hojas de alfalfa maceradas en nitrogeno liquido o liofilizadas.

METODOLOGIA

Se pesaron 0.03 gr de la muestra en un eppendorf de 1.5 ml y se agregaron 500 pl de la solucion buffer de
extraccion [1% de CTAB, 1% de B - mercaproetanol y 2% de PVP]. Se incubaron los tubos a 60°C durante 50’ en
bano termostatico con agitacion constante, luego se los retiro y se les agrego 250 pl de una solucion de
cloroformo:octanol en proporcion 24:1. Se invirtieron suavemente varias veces hasta homogeneizar la mezcla y
centrifugaron a 4000 rpm por 10’. Se trasvaso el sobrenadante limpido a tubos nuevos (con una recuperacion de
aproximadamente 450 ul) y se les agrego el mismo volumen de isopropanol frio. Se invirtieron suavemente unas 10
veces y se dejaron reposar a temperatura ambiente unos minutos para facilitar la precipitacion. Luego se
centrifugaron los tubos a 10.000 rpm por 10" a 4°C y se descartd el sobrenadante de cada uno, lavando
posteriormente el pellet con un volumen de etanol al 70% de aproximadamente 450 ul. Se centrifugd con la misma
velocidad y tiempo, se descarto el sobrenadante y se efectud un segundo lavado con etanol al 70%.
Posteriormente, se elimind el sobrenadante y se dejo secar los pellets a 60°C por 10’. Por ultimo, se los resuspendio
en 100 pl de agua bidestilada estéril.

Para el tratamiento con ARNasa se agregaron 2 ul de la enzima a cada muestra con una incubacion de una hora en
bano termostatico a 37°C.

Para chequear la calidad del ADN se realizo un gel de agarosa al 0.8% y se lo cuantificd por fluorometria con el
equipo Versafluor de BioRad.

RESULTADOS

El gel de agarosa mostro una buena resolucion de las bandas. Esto indico una calidad aceptable en la extraccion por
dicho metodo, dado que no se observaron zonas de degradacion del ADN ni extensiones terminales de las bandas
que podrian indicar presencia de contaminantes o fragmentacion del genoma.

La cuantificacion revelo valores de entre 30 - 50 ng de ADN por muestra, lo cual permitid realizar diluciones a
valores menores para obtener soluciones stock de entre 15 - 30 ng que seran utilizadas en distintos analisis
geneticos como SSR (Single Sequence Repeats), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms), RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), etc.
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Los resultados obtenldf)s a partir del ggll de agarosa y de .Ia. cuantificacion, T T L L

demostraron que el metodo de extraccion con CTAB es eficiente

para la obtencion de ADN para su posterior utilizacion en analisis por PCR.
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