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INTRODUCCION

Teniendo en cuenta que en el dltimo siglo se viene presentando un
incremento en el detrimento de la diversidad genética en los cultivos
agricolas y de la biodiversidad de los ecosistemas naturales (Angarita
et al. 2017), se hace necesario concretar esfuerzos para la preser-
vacion de los recursos fitogenéticos de este importante recurso, que
ocupa en Colombia, el tercer lugar con mayor demanda interna y el
séptimo, de mayor produccion (Asohofrucol, 2019).

Buena parte de los protocolos existentes, para aislar y purificar
DNA de buena calidad, se basan en la técnica del bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB), por ser econémico (Sahu e al. 2012).
También existen en el mercado kits comerciales para la extraccion
de ADN, convenientes para obtener ADN de plantas, pero con
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mayores costos economicos (Whitehouse & Hottel, 2007), que se
diferencian en rendimiento de ADN, tipo y cantidad de muestra,
tecnologfa de aislamiento y volumen de elucién; deben ser adecuados
para la extraccion de multiples muestras y producir exiguos residuos
perjudiciales (Pipan ez a/. 2018).

Las hojas de guayaba contienen compuestos polifendlicos, fla-
vonoides (Camarena-Tello e a/. 2018), acidos fendlicos y acidos
hidroxicinamicos (Narvaez-Cuenca ef /. 2020). Los fendlicos y
los polisacaridos, se unen o coprecipitan con los acidos nucleicos
(Azmat e al. 2012), lo cual, puede acarrear al deterioro, a la con-
taminacion y al bajo rendimiento del ADN (Sika e /. 2015). Nerdo
et al. (2004) reportan éxito parcial en dos de los ocho métodos que
utilizaron para extraer el ADN de las hojas jovenes de guayaba, al
igual que Kumari ef a/. (2018) y Kumar ez al. (2020).
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Cuando se trabaja en lugares apartados y no se dispone de lo nec-
esario para congelar las muestras, éstas deben ser deshidratadas,
utilizando gel de silice. ILa obtencién de acidos nucleicos de tejidos
vegetales secos, se suele dificultar, ya que la mayorfa de los protoco-
los estan estandarizados para trabajar con muestras frescas (IKumari
et al. 2018 y Kumar e al. 2020). Ante esto, el presente estudio tuvo
como objetivo la comparacion de dos métodos de extraccion de
ADN, a partir de hojas secas de Psidium gnajava 1..

MATERIALES Y METODOS

Obtencién del material vegetal. Se colectaron hojas en fase ma-
dura de 10 arboles de guayaba, ubicados en el campus central de la
Universidad de Cérdoba (8°47°31.0” Ny 75°51°45.0” W), las cuales,
se colocaron en una bolsa pequena resellable, que tenfa, previamente,
silica gel y, después, almacenadas a temperatura ambiente.

Obtenciéon del ADN. Se evaluaron dos metodologfas de extrac-
cién: el comercial Kit de extraccion Wizard Genomic de Promega®
(USA, Promega A1120) (Kit Promega) y el Mini-prep de Doyle &
Doyle (1987) modificado (MMpD&D). En el primero, se siguieron
las recomendaciones del fabricante y para el segundo método, se
realizaron las siguientes modificaciones: se reemplazé el octanol
por alcohol isoamilico, se redujo la centrifugacion a 13.000 los rpm
y se realizo la precipitacion del ADN, con una solucién de etanol
absoluto + acetato de sodio en reemplazo del isopropanol.

Visualizacion del ADN. Se utiliz6 una electroforesis en gel de aga-
rosa al 1% (p/v), utilizando TBE 1X tediido con Gel-Red 30X, que
se visualizaron en un transiluminador DyNA Light™ UV (Labnet
International Inc.) y documentados, mediante el fotodocumentador
ENDUROTM GDS (Labnet International Inc.).

Cuantificaciéon del ADN. El ADN obtenido fue cuantificado en
un espectrofotometro Colibri Microvolume Spectrometer (Titertek-
Berthold, Berthold Detection Systems GmbH, Bleichstrasse, Pfor-
zheim, Germany), se estimé la pureza del ADN, por medio de la
relacion de absorbancia (A260/A280nm).

Evaluacién de la calidad del ADN. Se realizé mediante los
marcadores #PgCIR03, mPgCIR16, mPgCIR09 y mPgCIR19 (Ris-
terucci ef al. 2005). La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
se desarrollé en un volumen final de 25ul., que contenfan 1U de
de Taq polimerasa (Thermo Scientific, Uklam-USA), 10pM de
cada primer (forward y reverse), 0,2mM de dNTPs, buffer de PCR
1X (GIBCO-BRL, Groningen, Netherlands), 2,5mM de MgClI2,

20ng/ul. de ADN vy agua estéril, hasta alcanzar el volumen final.
El programa empleado es: 95°C, 3min; 95°C, 30s; 45°C, 30s; 72°C,
2min, con repeticion de 40 ciclos del paso 2 al 4 y un paso final de
extension de 72°C, 10min. L.a PCR, se realiz6 en un termociclador
Bioard T100 #1861096 (Los Angeles, USA).

Amplificacion del ADN. Para la verificaciéon de cada producto
PCR obtenido, se prepararon geles de agarosa al 1% (p/v), teflido
con el reactivo GelRedTM, las cuales, se cortieron en una camara de
electroforesis horizontal Mini-Sub® Cell GT Bio-Rad SF1704467
(Los Angeles, USA), a 100 V y 50 mA por 40 minutos. Los geles,
se visualizaron en un Transiluminador DyNA Light UV (Labnet
International Inc., Cary, North Carolina, USA); los registros, se
tomaron en un Fotodocumentador ENDURO™ GDS (Labnet
International Inc., Cary, North Carolina, USA).

Analisis estadistico. Se utiliz6 el software SPSS para Windows,
version 17.0 (SPSS Inc., 2008). Para cada uno de los métodos de
extraccion, se calcularon las medias y las desviaciones estandar (s).
Para identificar el método que presenta diferencias significativas
en la concentracion y calidad de ADN, se utilizaron las pruebas de
Tukey y Dunnet (Miller, 1996). Para el analisis de las amplificaciones
de los marcadores, se comprob6 la proporcion de éxito, mediante
la prueba de Chi-cuadrado (Halos ez al. 2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del presente estudio mostraron la eficacia del
MMpD&D al compararlo con el Kit Promega, en cuanto a la
extraccion, pureza y rendimiento del ADN obtenido y mejora lo
reportado por otros autores para la misma especie, quienes extra-
jeron ADN de hojas frescas de guayaba. Los resultados del analisis
de absorbancia mostraron una concentraciéon promedio de ADN
en las muestras tratadas con el MMpD&D de 9,76ng/uL (s 2,028);
asimismo, para la pureza del ADN, el valor obtenido en la relacion
A260/A280 fue 1,8 (s 0,128), mientras la concentracién promedio
de ADN obtenido con el Kit Promega fue 155,9ng/uL (s 91,8),
mientras para la pureza del ADN el valor obtenido en la relacién
A260/A280 fue 1,12 (s 0,04) (Tabla 1).

Los ADN obtenidos mediante el kit Promega, se mostraron pega-
josos, viscosos, oscuros, lo cual, indicarfa la presencia de polifenoles
de elevada densidad, que se co-purifican con el ADN, afectando la
calidad del acido nucleico obtenido (Deshmukh e# 2/ 2007); ademas,
Rojas ez al. (2011) afirman que el color oscuro del pellet final eviden-
cia la contaminacion. Mediante el MMpD&D, se obtuvo un ADN

Tabla 1. Concentracién y pureza del ADN de hojas secas de Psidium gnajava L. obtenido con los protocolos utilizados.

Concentracion y pureza Kit Promega ‘ M¢étodo Mini-prep
£ . p (%s)
Indice de calidad 260/280
1,12 (0,04) 1,8 (0,128)
ADN (ng/pL) 155,9 (91,8) 9,76 (2,028)
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incoloro, mostrando que se logré separar en el ADN componentes,
como protefnas, polisacaridos y polifenoles. De igual forma, para la
extraccion de ADN, se puede adicionar el acetato de sodio por su
utilidad para separar polisacaridos (Michiels ez a/. 2003).

Si bien las cantidades de ADN obtenidos en los dos métodos
utilizados revel6 una menor concentracion de ADN al utilizar el
MMpD&D respecto al Kit Promega (Tabla 1), estos valores sug-
ieren que durante la extraccién hay pérdida de ADN por factores,
como la maceracién con nitrégeno liquido, ya que al romperse las
membranas los componentes celulares son liberados y la accion de
polifenoles hace que gran parte del ADN se degrade o precipite con
ellos (Cota e al. 2000). Los resultados revelaron que el MMpD&D
present6 un mayor nivel de pureza de 1,8 en comparacion con el
Kit Promega, que mostré valores de 1,12 (Tabla 1). Segun Gerstein
(2001), un ADN puro y de calidad debe estar en un rango de 1,7
a 2,0, para la relacién de absorbancias 260/280; valores mayores a
2,0 indican la presencia de ARN y valores menores a 1,7, contami-
nacion con proteinas.

Al aplicar la prueba de Tukey, los resultados obtenidos en la con-
centracién de ADN en ambos métodos mostraron diferencias

significativas, lo cual, indica que, en ambos casos, no fue posible
obtener buena cantidad de ADN. Al comparar los resultados medi-
ante la prueba de Dunett, se encontraron diferencias significativas y
mayores concentraciones de ADN para el método Kit de Promega
(Tabla 1); se encontraron diferencias en cuanto a la relacion A260/
A280. Es importante tesaltar que la relacion A260/A280 fue de 1,12
(Tabla 1) para el método comercial, sugiriendo la probable presencia
de contaminantes, tales como proteinas (Manning, 1991), mientras
dicha relacion fue de 1,8 para el MMpD&D, obteniéndose asi un
ADN puro y de calidad.

Como se observa en la tabla 2, el mayor porcentaje de éxito en la
amplificacion, se obtuvo con el MMpD&D para los marcadores
mPgCIR16 y mPgCIR19 (100%), seguido por el marcador #PgCIR03
(90%) y el marcador mPgCIR09 (80%). Los resultados obtenidos
con el Kit de Promega, no mostraron amplificaciones, produjo
ADN de mala calidad para obtener productos de PCR, lo cual,
se pudo deber a que el ADN pudiera presentar contaminantes o
bien se ha degradado; resultado similar a lo expresado por Fer-
reira & Grattapaglia (1998), quienes expresaron que la presencia
de metabolitos secundarios en el ADN, inhiben la accién de la
Taq polimerasa.

Tabla 2. Eficiencia de amplificacién de los protocolos de extraccion de ADN evaluados.

Locus Protocolos evaluados Numero de Amplificaciones Porcentaje de Amplificacion
A 0 0%
mPgCIR03
B 9 90%
PoCIR16 A 0 o
mrg B 10 100%
A 0%
mPgCIR09
B 80%
A 0%
mPgCIR19
B 100%

A: Kit de extraccion Wizard de Promega®; B: Mini-prep modificado.

Las modificaciones realizadas al MMpD&D para la extraccién de
DNA de P. gnajava permitieron optimizar un protocolo para obtener
DNA de buena calidad y cantidad, a partir de hojas secas; obtener
mayor calidad en la pureza y la integridad del DNA vy la total am-
plificacién de los marcadores moleculares utilizados.
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