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La extraccion de ADN libre de polisacaridos, polifenoles, proteinas y ARN de plantas constituye

el paso inicial para diversos estudios en Biologia molecular. Existen varios métodos de extraccion

de ADN especificos para cacao (Theobroma cacao L.); sin embargo, consumen mucho tiempo,

utilizan reactivos y equipos costosos. El objetivo del presente estudio fue optimizar y comparar
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dos métodos de extraccidbn de ADN: 2-B-mercaptoetanol (BME) y CTAB modificado en este
estudio (CTAB-Mod), para seleccionar el mas apropiado, rapido y eficiente para aislar ADN en
tejido foliar de cuatro clones de cacao. Se utilizaron técnicas de espectrofotometria, electroforesis
en geles de agarosa y marcadores moleculares para evaluar la concentracion, pureza y
funcionalidad del ADN obtenido mediante los dos métodos. Los valores de las concentraciones
del ADN (absorbancia a Az nm) y pureza (relacion Azso/Azso nm) fueron analizados
estadisticamente, de acuerdo a un disefio completamente al azar, con arreglo de tratamientos
factorial 2x4, el primer factor (método de extraccion) a dos niveles y el segundo factor (clones de
cacao) a cuatro niveles. La concentracion promedio del ADN (Azso nm) en el protocolo optimizado
CTAB-Mod mostré diferencias significativas (p< 0,01) y un rendimiento de 3,93 ng.uL*/mg de
tejido foliar utilizado. La funcionalidad del ADN por amplificacion PCR con marcadores SSR
generd perfiles de bandas con buena resolucion y de fécil interpretacion. Se recomienda el uso
del protocolo optimizado CTAB-Mod para extraer y obtener ADN de alto rendimiento, calidad y

pureza para su aplicacién con marcadores moleculares.

Palabras clave: Método de aislamiento, calidad de ADN, simples secuencias repetidas

ABSTRACT

The DNA extraction free polysaccharides, polyphenols, plant protein and RNA is the initial step
to several studies in molecular biology. There are various methods of extracting specific DNA of
cocoa (Theobroma cacao L.). However, are time consuming, expensive equipment and reagents
used. The aim of this study was to optimize and compare two methods of DNA extraction: 2-§3-
mercaptoetanol (BME) and CTAB modified in this study (CTAB-Mod) to select the most
appropriate, fast and efficient protocol for extracting DNA from leaf tissue of cocoa. Techniques
spectrophotometry, agarose gel electrophoresis and molecular markers to evaluate the
concentration, purity and functionality of DNA obtained. The values of DNA concentrations
(absorbance Az nm) and purity (ratio absorbance Azeo/Azs0 NM) were statistically analyzed,
according to a completely randomized design, with factorial treatment arrangement 2 x 4
treatment arrangement, the first factor (extraction method) at two levels and the second factor
(cocoa clones) at four levels. The concentration DNA (Ao nm) CTAB-Mod optimize protocol
showed significant differences (p< 0.01) and performance of 3.93 ng.uL/mg used leaves tissue.
Functionality DNA by PCR amplification with SSR markers bands sharp profiles generated good
quality and easy to interpret. The use of CTAB-Mod optimize protocol for extracting DNA to obtain

high yields of DNA with quality and purity for applications of molecular markers is recommended.

Keywords: Isolation methods, DNA quality, simple repeat sequences
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INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo importante y la primera planta perenne
domesticada en Mesoamérica. La mayor diversidad y centro de origen se encuentra en la region
del Amazonas (Ecuador, Peru, Brasil, Colombia y Venezuela) (Richardson et al., 2015; De Faria,
2022). La mayoria de los paises que se encuentran en la zona intertropical cultivan las principales

especies para su uso agroindustrial (Zarrillo et al., 2018).

El cacao es diploide (2n= 2X= 20) de reproduccién aldgama, pertenece a la familia Malvaceae,
domesticado y consumido desde el afio 1500 a.C.; de gran importancia y demanda como materia
prima en la industria alimenticia y cosmética; posicionado en el tercer lugar en el mercado
mundial, después de la cafia de azUcar y el café (Ramos y Gomez 2019). La produccién de cacao
a nivel mundial, para la temporada 2022/2023, se proyecta a 4.980 millones de toneladas de
grano (ICCO, 2023).

El mejoramiento genético del cacao mediante el analisis morfolégico, componentes de
rendimiento y de calidad puede llevar mas de diez afios, para lograr un nuevo cultivar. Este
proceso puede acelerarse mediante el uso de técnicas moleculares, las cuales han demostrado
ser una herramienta (til para la seleccion de variedades con caracteristicas cualitativas y
cuantitativas importantes, mediante la aplicacion de la PCR (Tiwari et al., 2013; Guevara &
Salazar, 2015; Ramirez et al., 2018; De Faria, 2022).

El primer paso para la PCR es la extraccién del material genético y se requiere un ADN libre
de proteinas citoplasmaticas y nucleares. La calidad e integridad del ADN obtenido (sin
degradacién) se confirma en gel de agarosa y/o por espectrofotometria (concentracion y pureza).
En los métodos de extraccion pueden existir variantes en los resultados de la pureza, cantidad,
estabilidad del ADN y la presencia de contaminacién residual con sales y solventes
(Bhattacharjee et al., 2004).

Las plantas secretan varios tipos de metabolitos secundarios (flavonoides, terpenos,
polifenoles, quinonas y alcaloides). Por estas caracteristicas, es frecuente realizar
modificaciones en los protocolos de purificacion de ADN, porque no es posible aplicar un método
de extraccion universal (Bermudez-Guzman et al., 2016). El cacao contiene altos niveles de
mucilago, polifenoles, polisacaridos y otros componentes en sus tejidos que pueden interferir con
la calidad de la extraccion, purificacion del ADN y disminuyendo la eficacia de acoplamiento e
inhibicion de la Tag polimerasa en la PCR. Esto depende principalmente de la etapa inicial de

extraccion del ADN, para su liberacion en la fase acuosa, que luego es separada de los restos
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celulares por centrifugacién y de la eliminacién de proteinas, carbohidratos y lipidos que son
removidos de la fase acuosa con solventes organicos, como fenol y/o cloroformo (Osorio-Guarin
et al., 2017; Henao et al., 2018; Ramirez et al., 2018).

Posteriormente, el ADN es limpiado, precipitado con etanol, purificado y suspendido en un
tampdn adecuado. De ahi, la importancia de evaluar protocolos de extraccion de ADN, para
grandes cantidades de individuos, genotipos o muestras, tiempo de optimizacion, de acuerdo con
la fuente de origen del material vegetal y considerar la presencia de residuos organicos durante
el proceso de extraccion (Ramos y Gomez, 2019; Olivares, 2020 y Suazo et al., 2020).

Generalmente, en la extraccion de ADN en cacao suele usarse diferentes matrices vegetales
(tejido foliar, semillas, granos, frutos, tallos, entre otros), que difieren en la complejidad de sus
compuestos quimicos, concentracion, sustancias recalcitrantes y al grupo genético (Criollo,
Trinitario o Forastero), afectando negativamente la calidad y cantidad de ADN, incluso en la
maceracion de las muestras por los compuestos fendlicos (Suazo et al., 2020).

Varios métodos de extraccion han sido propuestos en cacao para aislar ADN a partir de tejido
foliar (Risterucci et al., 2000; Bhattacharjee et al., 2004 y Santos et al., 2014), en los cuales se
utiliza MATAB en el tampoén de extraccion. Otros incluyen algunas soluciones en el tampén de
lisis: Polivinil polipirrolidone (PVP) (Michiels et al., 2003; Chavez et al., 2014) y CTAB (Guiraud
et al., 2018; Henao et al., 2018; Chandrakant et al., 2019; De Faria, 2022). Algunos emplean kits
comerciales como DNeasy Plant kit® (Qiagen, Alemania) (Cadavid et al., 2013; Osorio-Guarin et
al., 2017; Acosta, 2017); Wizard Genomic DNA kit (Viet et al., 2015) y peqGOLD Plant DNA Mini

Kit (Scharf et al., 2020), pero dado su alto costo puede limitar el nimero de muestras.

En la actualidad, algunos laboratorios, que procesan un alto nimero de muestras utilizan el
método Doyle & Doyle (1987), porque permite obtener ADN de alta calidad, eliminar los
inhibidores que afectan la PCR, es econdmico, facil de estandarizar y es efectivo en diversas
especies vegetales (Chandrakant et al., 2019). Otros laboratorios, realizan modificaciones y
obtienen ADN de alto peso molecular utilizando 2-3-Mercaptoetanol (Cornejo et al., 2018). A nivel
experimental, la extraccion de ADN de cacao continua con algunas impurezas, componentes
secundarios que degradan el ADN o inhiben la PCR. Ademas, los protocolos son complejos y
requieren extensos pasos para su realizacion (Santos et al., 2014; Henao et al., 2018; Suazo
et al., 2020).
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El ADN obtenido puede ser amplificado mediante la PCR utilizando marcadores moleculares.
Entre los mas utilizados estan los microsatélites o simples secuencias repetidas (SSR), regiones
hipervariables del genoma que contienen arreglos de secuencias simples que se repiten entre
10 y 100 veces. Su principal ventaja es su herencia codominante, permite visualizar los alelos y
el aporte de ambos progenitores; conocer de forma clara el estado (homocigoto o heterocigoto)
y las regiones especificas dentro de los cromosomas de la especie en estudio. Esta ventaja es
de utilidad a los fitomejoradores, para la seleccién precisa, en menor tiempo de materiales con
potencial genético en sus programas de mejoramiento, estudios de diversidad y estructura
genética de poblaciones (Santos et al., 2015; De Faria, 2022).

En vista que la informacion obtenida mediante marcadores moleculares en cacao esta en
aumento, se requiere procesar un gran niamero de muestras, el presente estudio se planteé el
objetivo de optimizar un protocolo rapido y eficiente para extraer ADN en tejido foliar de cacao
(T. cacao L.), a partir de la metodologia de Risterucci et al. (2000) y comparar los resultados con
el método de Doyle & Doyle (1987) y validar su calidad, mediante su amplificacion PCR-SSR.

MATERIALES Y METODOS

El material vegetal consistié en tejido foliar joven sin areas necroéticas, lesiones, dafios
mecanicos Y libre de enfermedades visibles, de cuatro clones de cacao tipo criollo: Clon 23
Tenancingo, CPS-5 N°22 Tenancingo, Clon 35 Ciudad Delgado y Clon 2A UES Polideportivo, del
Jardin Clonal de la Universidad de El Salvador, El Salvador (13°71’S, 89°20’'W). Las muestras
fueron colectadas, identificadas, colocadas en bolsas de papel absorbente y luego en bolsas
plasticas de cierre hermético, para ser transportadas a bajas temperaturas (4 °C) hasta el
Laboratorio de Biotecnologia Agricola de la Facultad de Ciencias Agronémicas, Universidad de
El Salvador. En el laboratorio, las mismas fueron almacenadas a -20 °C hasta su procesamiento.
Se realizé la extraccion de ADN gendmico mediante dos protocolos: Doyle & Doyle (1987) y
Risterucci et al. (2000) modificado en este trabajo.

En cada protocolo de extraccion se realizaron cuatro repeticiones para cada uno de los cuatro
clones de cacao, para un total de 16 observaciones por método. El procedimiento inicial en
ambos protocolos, el tejido foliar sin nervadura fue pulverizado con nitrégeno liquido en un
mortero, con la ayuda de un mazo, hasta obtener un polvo fino. Posteriormente, se homogenizo
con la solucién de tampén de lisis. A continuacién, se describen los pasos seguidos en

cada protocolo.
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Método Doyle & Doyle (1987)
Es un método estandar de extraccion de ADN basado en CTAB y 2-B-mercaptoetanol (BME).

1. Colocar 200 mg del tejido pulverizado en tubos de microcentrifuga (2,0 mL) y agregar 750
uL del tampdn de extraccion (2% CTAB; 1,4 M NacCl; 2% 2-B-mercaptoetanol, se agrega
justo antes de usar; 20 mM EDTA y 0,1 M Tris-HCl a pH 8,0).

2. Homogenizar la mezcla en vortex durante 10 s e incubar en bafio térmico a 65° C durante
45 min. Mezclar cada 15 min en vortex.

3. Centrifugar los tubos a 12.000 rpm durante 10 min. Trasferir el sobrenadante a un tubo
de microcentrifuga nuevo de 1,5 mL.

4. Agregar 500 uL cloroformo:alcohol isoamilico (24:1 v/v) y mezclar los tubos suavemente
por inversiéon por 1 min. Centrifugar los tubos a 12.000 rpm durante 5 min.

5. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo de microcentrifuga de 1,5 mL y agregar
isopropanol frio (-20 °C) (2/3 del volumen del sobrenadante). Mezclar suavemente por
inversién de los tubos.

Colocar los tubos a -20° C durante 2 h y centrifugar a 12.000 rpm por 5 min.

Lavar el precipitado de ADN dos veces con 1 mL de etanol frio 70 % (v/v), colocar los
tubos invertidos sobre papel absorbente, para retirar el exceso de etanol y secar el ADN
a temperatura ambiente.

8. Agregar 20 yL de agua grado molecular, estéril libre de nucleasas y almacenar los tubos
a-20°C.

Método Risterucci et al. (2000)

1. Colocar 1 g del tejido pulverizado en un tubo de 30 mL; agregar 5 mL del tampén de
extraccion (100 mM Tris-HCI pH 8,0; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 2% MATAB, 1%
polietileno-glicol 6.000 y 0,5% de sulfito de sodio), precalentado a 75 °C y homogenizar
en vortex por 10 s.

2. Colocar los tubos a 75 °C durante 30 min en bafio térmico. Finalizado el tiempo, dejar los
tubos enfriar a temperatura ambiente (20 °C).

3. Agregar a cada tubo 5 mL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1 v/v) y agitar suavemente
por inversion hasta emulsionar.

4. Centrifugar los tubos a 7.000 g durante 30 min; transferir el sobrenadante
cuidadosamente a un tubo nuevo con 5 mL de isopropanol frio (-20 °C) y agitar
suavemente hasta observar la formacién del pellet de ADN. Colocar los tubos un minimo

de 2 h a-20 °C o durante toda una noche.
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5. Transferir el pellet de ADN con la ayuda de una pipeta Pasteur moldeada en su punta, a

un tubo de microcentrifuga de 2,0 mL, agregar 1 mL de tampén TE 1X (50mM Tris-HCI;
0,7M NaCl y 10mM EDTA, pH 7,0), para hidratar el ADN y almacenar los tubos a -20 °C.

El protocolo original utiliza tubos de 30 mL, 1 g de tejido pulverizado y 2% MATAB, para

realizar maxi extraccion de ADN, pero requiere mayor cantidad de reactivos y una centrifuga con

rotor para tubos de 30 mL. En vista de esto, se realizaron las siguientes modificaciones, para

adaptar el procedimiento anterior a una metodologia de extraccién a pequefia escala de ADN,

utilizando tubos de 1,5y 2,0 mL. En el tampdn de extraccion se utilizé CTAB, por ser el detergente

cationico ampliamente empleado en especies vegetales, altamente eficiente para la extraccion

de pequefias muestras de tejido y se ha reportado buenos resultados de calidad en cacao (Henao

et al., 2018). A continuacion, se describen los pasos de las modificaciones:

Método Risterucci et al. (2000) modificado en este estudio (CTAB-Mod)

1.

Colocar el tejido pulverizado (200 mg) en tubos de 2,0 mL e incorporar 750 uL de la
solucion tampén de lisis (100 mM Tris-HCI a pH 8,0; 1.4 mM NaCl; 20 mM EDTA; 2%
CTAB; 1% polietileno-glicol y 0,5% de sulfito de sodio) previamente precalentado a 74 °C.
Homogenizar la mezcla en vortex durante 20 s y colocar los tubos a incubar durante 60
min a 74 °C (aplicar vortex cada 15 min). Finalizado el tiempo de incubacién, dejar los
tubos a temperatura ambiente.

Agregar a cada tubo 500 pL de cloroformo alcohol isoamilico (24:1 v/v) y agitar por
inversion durante 15 min.

Centrifugar los tubos a 12.000 rpm, transferir el sobrenadante a un tubo nuevo de 1,5 mL
con 650 pL de isopropanol frio (-20 °C) mas 65 uL de acetato de sodio (3M pH 5,2) y
mezclar suavemente por inversion hasta observar el ADN.

Colocar los tubos a -20 °C al menos 60 min o durante toda una noche, para luego
centrifugar a 12.000 rpm durante 10 min a 4 °C.

Descartar cuidadosamente el alcohol y lavar el pélet dos veces con 600 pL de etanol frio
70%. Dejar secar los tubos (inclinados e invertidos sobre papel absorbente) a temperatura
ambiente por 60 min, hasta retirar el exceso de etanol.

Agregar 50 yL de tampoén TE 1X (60 mM Tris-HCly 10 mM EDTA, pH 7,0) a cada tubo y
colocarlos en incubacion a 55 °C durante 1 h. Dejar enfriar los tubos a temperatura

ambiente y almacenarlos a -20 °C.
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Determinacién de la integridad, concentracion y pureza del ADN

La integridad del ADN obtenido se determiné por su observacion en geles de agarosa al 0,8%
(p/v) con 1uL DNA GelRed® Nucleic Acid Biotium. Se mezcld 1 pL de ADN con 1 pL de tampon
de carga 6X (10 mM Tris-HCI, pH 7,6; 0,03% azul de bromofenol; 0,03% xylene cyanol; 60%
glicerol y 60 mM EDTA). Las electroforesis se realizaron a 80 V constantes y 25 mA durante 30
min, en tampon TBA 1X (Tris acetate EDTA, de la casa comercial IBI®). Los geles se analizaron
mediante foto documentador digital (DNr Bio-Imaging Systems MiniBis Pro, UK). La
concentracion y pureza del ADN extraido (ng.uL™) fueron estimadas en espectrofotémetro Nano
Drop ND-2000 (Thermo Fisher Scientific, USA), mediante su absorbancia a Ao nm y con la

relacion Azeo/A2s0 NM, respectivamente.
Validacién y funcionalidad del ADN purificado

El ADN genémico fue diluido a 10 ng.uL™* en agua destilada estéril libre de nucleasas, para su
amplificacién PCR-SSR.
Mezcla de reaccién PCR-SSR

La mezcla de 20 pL de reaccién PCR consisti6 en Tampoén 0,5X; 2,5 mM MgCl;; 0,4 mM de
cada dNTP’s; 0,05 mg.mL* BSA; 0,5 uM de cada iniciador directo y reverso; 0,13 U.uL?* Taq
polimerasa y 10 ng.uL* de ADN. Se seleccionaron tres microsatélites del mapa de ligamiento
desarrollado por Pugh et al. (2004) y verificados por De Faria (2022) (Tabla 1).
Tabla 1.
Cebadores utilizados, ubicacion en el genoma, tamafio esperado en pares de bases (pb) y

secuencias (6'—3)

Cebador C Tpb Mrep ToC Secuencia directo (5°— 3")  Secuencia inversa (5'— 3")

mTcCIR 84 1 136 (GA)u1 47,1 CATGGGACGCTGCCT
CTCTTATTAAATTGAATTCTCT

mTcCIR 160 9 288 (GA)s 48,4 GATTGTTGTTTGGTATGC GTGAAGGTGAAGGTGTG

Nota. Ubicacién en el genoma, cromosoma (C); tamafio en pares de bases (Tpb); motivo repetido (MRep);
temperatura de alineacién (T°C)

La amplificacion se realizdé en un termociclador (Eppendorf modelo 6331, Alemania) en las
siguientes condiciones: Desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min; seguida por 35 ciclos de

amplificacién a 94 °C por 30 s; hibridacion (47 - 51 °C) dependiendo de la temperatura de
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alineacién de los cebadores, por 1 min y extension 72 °C por 1 min; seguida por un ciclo final de
extension a 72 °C por 5 min. Los amplicones PCR-SSR fueron separados en geles de agarosa
de alta resolucion al 2% (p/v) con agente intercalante (1uL DNA GelRed® Nucleic Acid Biotium)
afiadido a la mezcla del gel de agarosa. La electroforesis fue durante 1 h a 90 V constantes y los

geles fueron visualizados bajo luz UV y fotografiados como ya se indicé anteriormente.
Disefio y analisis estadistico

Los valores de las concentraciones del ADN (Azso M) y pureza (relacion Azso/Azso nm) fueron
utilizados para determinar sus medias y las desviaciones estandares. Los resultados fueron
analizados estadisticamente, de acuerdo a un disefio completamente al azar y con arreglo de
tratamiento factorial 2x4. El primer factor (método de extraccion) a dos niveles y el segundo factor
(clones de cacao) a cuatro niveles, mediante el programa estadistico Statistix 9.0 (2009). En
aquellos casos, donde el analisis de la varianza detect6 diferencias significativas a valores de p
< 0,05, se efectud la prueba de comparacion entre medias de Tukey. La funcionabilidad del ADN
fue verificada y validada mediante su amplificacion PCR-SSR y sus resultados se presentan
como imagenes en gel de agarosa, para observar la calidad de los amplicones.

RESULTADOS

En ambos métodos de extraccion se observd ADN en todas las repeticiones. En los geles de
agarosa se visualiz6: Integridad de la banda y degradacion (barrido de la banda del gel) (Figura
1).

Figura 1.
Visualizacién de la integridad del ADN extraido de tejido foliar de cacao (Theobroma cacao L.)
en electroforesis de gel de agarosa: (A) método BME (Doyle y Doyle, 1987) y (B) método

Risterucci et al. (2000) modificado (CTAB-Mod). Clones: 23 Tenancingo (1-4); CPS-5 N°22
Tenancingo (5-8), 35 Ciudad Delgado (9-12) y 2A UES Polideportivo (13-16)

9 10 11 12 13 14 15 16

A
.
7 8 9 10 11 12 13 14 15/'f6

L B
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En ambos procedimientos de extraccion se visualizaron bandas nitidas y luminosas en la

mayoria de los casos (integridad), bandas estrechas cercanas al pozo donde fue colocada la

muestra. En otros casos, hubo fragmentacion del ADN (barrido), visualizandose como una banda

menor a un centimetro de ancho y un sendero luminoso en el carril de la muestra, en tres ADN

del protocolo BME y cuatro del CTAB-Mod, es decir 18,75 % y 25 %, respectivamente (Figura 1).

El promedio de la concentracion del ADN obtenido fue mayor por el método CTAB-Mod

(786,93 ng.uL?) que para BME (513,17 ng.uL™?). El valor promedio de la relacién Azso/Azso Nm

(pureza del ADN) fue 1,86 y 1,71; para BME y CTAB-Mod, respectivamente, indicativo de baja

contaminacion de ARN y proteinas (Tabla 2)

Tabla 2.

Comparacion entre los valores promedios y desviacion estandar de la concentracion y pureza de

los métodos BME y CTAB-Mod en tejido foliar de cacao (Theobroma cacao L.) ( X + SD); n=4

Método de extraccion

Clon

Concentraciéon ADN

(ng.uL™)

Relacion Azsol Azso

23 Tenancingo 586,15+267,75 1,55+0,17

CPS-5 N°22 Tenancingo 399,60+179,53 1,89+0,20
BME

35 Ciudad Delgado 617,68+119,04 1,88+0,38

2A UES Polideportivo 449,25+49,65 2,12+0,11

Promedio 513,17 1,86

23 Tenancingo 619,13+266,42 1,85+0,10

CPS-5 N°22 Tenancingo 936,55+172,99 1,62+0,04
CTAB-Mod

35 Ciudad Delgado 831,90+281,34 1,69+0,10

2A UES Polideportivo 760,15+137,08 1,69+0,11

Promedio 786,93 1,71

El valor promedio de la relacion de absorbancias Azeo/Azso del método BME fue 1,86; resultado

similar reportado por Acosta (2017) al obtener un rango entre 1,8-2,0 y 1,87 en promedio,

evidenciandose poca cantidad de proteinas contaminantes en los productos de la extraccion.
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En el andlisis de la varianza se detectaron diferencias (p<0,01) para la concentracion (Azso
nm) y los valores de la pureza (relacion Azeo/Azso) entre los dos métodos de obtencion de ADN

evaluados (Tabla 3).

Tabla 3.
Cuadrados medios del andlisis de la varianza de la concentracion y pureza del ADN obtenido de

tejido foliar de clones de cacao (T. cacao L.) mediante dos protocolos

Cuadrados Medios

Concentracion del ADN

Fuente de variacién g.l. Relacion Azeol/Azso
(ng.uL?)

Repeticion 3 2.431ns 0,12**

Clon 3 9.683"s 0,06*

Método 1 904.008** 0,18**

Método x clon 3 90.856** 0,20**

Método x repeticién 3 3.718m 0,07*

Error 27 7.315 0,02

Total 31

%CV 12,68 6,37

Nota. Grados de libertad (g.l.), porcentaje coeficiente de variacion (%CV), diferencias significativas
(*p<0,05) (**p=<0,01), no significativo (ns).

En la interaccién método de extraccion y clon de cacao se detectaron diferencias altamente
significativas (p<0,01) para la concentracién (Azo hm) y los valores de la pureza (relacion
Azs0/A2s0), 10 cual podria inferirse del posible efecto de las caracteristicas genéticas de cada clon
de cacao. Al aplicar la prueba de comparacion entre medias de Tukey, el método CTAB-Mod fue
el que obtuvo mayores concentraciones de ADN y el método BME fue el de mejor pureza
(Tabla 4).
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Tabla 4.
Prueba de comparacion entre medias para la concentracion del ADN y pureza obtenidos en

dos procedimientos de extraccion de ADN, en tejido foliar de clones de cacao (T. cacao L.)

Método de extraccion Concentracion del ADN Relaciéon
ADN genémico (ng.pL?) Abs260/AbS280
CTAB-Mod 842,432 1,71

BME 506,28° 1, 862

Nota. Medias con superindices diferentes en una misma columna indican diferencias significativas

(**p=<0,01), segun la prueba de Tukey.

En la validacién y funcionalidad del ADN purificado se utiliz6 como ADN molde el Clon 2A
UES Polideportivo, extraido en cada protocolo y repetido dos veces, para verificar su
amplificacibn PCR-SSR (Figura 2).

Figura 2.

Productos de amplificacién PCR-SSR en gel de agarosa de alta resolucion al 2% (p/v) del ADN
Clon de cacao 2A UES Polideportivo, obtenidos con dos métodos de extraccion y validados
mediante tres microsatélites. Repeticiones (R1 y R2), ultimo carril del gel, marcador de tamafio
de 50 pb

mTcCIR 84 mTcCIR 7 mTcCIR 160

re-
‘A

CTAB-Mod BME CTAB-Mod BME CTAB-Mod =113

RiT R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2

-
=

Todos los ADN en ambos procedimientos de extraccion amplificaron para los tres SSR, se
visualizaron amplicones en todos los cebadores utilizados y sus repeticiones con buena

reproducibilidad de las bandas. Esto permitié validar y verificar la funcionalidad del ADN aislado.
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Se observaron pocas diferencias en la intensidad de los amplicones o en la resolucién de los
productos amplificados. En ambas metodologias fue posible minimizar algin efecto inhibidor de

la PCR, como ha sido sefialado por Pérez et al. (2013).

DISCUSION

En el procedimiento CTAB-Mod se observaron mas bandas con mayor intensidad del ADN,
posiblemente, porque en el paso final de las modificaciones incluidas en la extraccion del ADN,
los tubos fueron colocados en incubacion a 55 °C durante 1 h, con agitacion suave, se dejaron
enfriar a temperatura ambiente y se almacenaron a -20 °C. Este paso, posiblemente evitaria la
fragmentacion del ADN, como ha sido sefalado por Alejos et al. (2014). Se utilizé tampon TE (pH
8,0) como solucién amortiguadora, para rehidratar el pellet y almacenarlo. A diferencia, en el
método BME se utilizé agua grado molecular, estéril y libre de nucleasas. Algunos autores
confirman para la resuspension del ADN, se puede realizar con agua grado molecular o una

solucion tampén que prevenga su degradacion (Pérez et al., 2013).

El método Doyle & Doyle (1987) con algunas modificaciones permite remover el exceso de
mucilago pegajoso del sobrenadante y obtener una buena calidad del ADN, libre de ARN y de
proteinas contaminantes (Chandrakant et al., 2019). En el método CTAB modificado en este
estudio, los valores de la relacion de absorbancias Azso/Azso Variaron entre 1,62 y 1,85 con 1,71

en promedio, similar a los obtenidos por Santos et al. (2014) entre 1,7 y 2,0 de pureza.

Una proporcion en la relacion de absorbancia entre 1,8 y 2,0 es aceptada como ADN puro y
es considerada entre buena y excelente, mientras que proporciones menores 0 mayores a ese
rango probablemente, el ADN se encuentra ligeramente contaminado por proteinas y/o fenoles
(Bermudez-Guzman et al., 2016; Acosta, 2017). Ramos y Gémez (2019) ajustaron y modificaron
el método CTAB adicionando 2-B-Mercaptoethanol, eso les permiti6 mejorar el rendimiento, la
calidad, separar bien los residuos celulares del ADN y obtener una concentracién promedio de
309,04 ng.uL* de ADN y 1,54 de pureza.

En contraste a los resultados obtenidos con los reportados por Suazo et al. (2020) en
materiales de cacao acriollados de Nicaragua, utilizando el protocolo Doyle & Doyle (1987),
obtuvieron una pureza promedio de 1,30; posiblemente por la contaminacion en la extraccion de
polisacéridos y polifenoles, los cuales actuaron como inhibidores durante la extraccion y

oxidaron el ADN durante el proceso de lisis. Un protocolo de extraccion de ADN debe presentar
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niveles muy bajos de agentes contaminantes y permitir obtener alrededor de 80 mg de ADN por
cada gramo de tejido foliar utilizado, garantizando sus caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas

aln después de varios meses de almacenamiento (Rocha, 2002).

Es importante destacar que en ambos métodos no se utiliz6 ARNasa (10 mg.mL?), ni la
purificacién con kit comerciales, como es sugerido en la literatura. Esto minimiza los costos y los
pasos adicionales en la extraccion del ADN donde se aplica tratamiento con ARNasa y/o se
procesan muchas muestras (Batista et al., 2016; Osayande et al., 2016).

La principal diferencia entre ambos procedimientos utilizados en este estudio fue la
composicion del tampoén de lisis para disolver las proteinas celulares. En el método BME se
incorporo 2-B-mercaptoetanol como agente antioxidante biolégico y reductor. Su principal ventaja
en el tampdn de lisis es la desnaturalizacion de la estructura terciaria y cuaternaria de algunas
proteinas, las inactiva por reduccion de los puentes de disulfuro y remueve los polifenoles
(Knight, 2004). En el método CTAB-Mod se adicioné polietileno-glicol (PEG) y sulfito de sodio.
Estos componentes tal vez favorecieron el aislamiento de un ADN de mayor peso molecular, por
la disminucién de los polifenoles, al ser oxidados durante la extraccion de los acidos nucleicos.
El sulfito de sodio (Na2SOs) pudo inhibir la oxidacion de los polifenoles, al oxidarse en sulfato de
sodio (Na;S0O.,) y evitar la oxidacién de la muestra. Los resultados obtenidos sugieren que el uso
de PEG permitié obtener una concentracion promedio del ADN en los clones de cacao de 786,93

ng.puL?, como ha sido reportado por Bermidez-Guzman et al. (2016) y Henao et al. (2018).

Posiblemente, la diferencia del rendimiento de ADN obtenido en cada método podria ser
debida a la capacidad de liberarse en la fase acuosa, la mayor cantidad de ADN presente en el
tejido foliar y separar el ADN de los restos celulares, lo cual pudo influir en las diferencias

estadisticas (p<0,07) entre las concentraciones del ADN y su pureza.

Los dos protocolos utilizaron CTAB como detergente cationico que pudo facilitar la inhibicion
de las ADNasas y formar complejos con las proteinas e inactivarlas. Adicionalmente, en el
método CTAB-Mod se incorporé 1% polietileno-glicol y 0,5% de sulfito de sodio, que
posiblemente favorecié la precipitacion de los compuestos fendlicos durante la lisis. En este
método, los tubos fueron incubados a una temperatura mayor (74 °C) para la lisis celular. Estas

condiciones al parecer permitieron extraer mayor cantidad de ADN que en el protocolo BME.

ISSN: 1390-9320, Vol. 10, Num. 4, diciembre 2023 81



Revista Cientifica ECOCIENCIA

En el protocolo propuesto por Bermidez-Guzman et al. (2016) se incorporé proteinasa Ky 2-
B-Mercaptoetanol en el tampdén de lisis. Ademas, acetato de sodio-isopropanol para la
precipitacién del ADN y ARNasa después de la rehidratacion del pélet. Con esas modificaciones,

detectaron diferencias significativas (p<0,05) para la pureza de los ADN obtenidos.

Las modificaciones realizadas en este estudio al protocolo original de Risterucci et al. (2000)
permitieron la obtencion de un ADN de mayor peso molecular y un rendimiento promedio del
ADN de 3,93 ng.uL* por mg de tejido utilizado, si se compara con los resultados del método BME
(2,56 ng.uL*/mg). Ademas, de disminuir los volimenes en la utilizacién de reactivos, gastos en
tubos resistentes a cloroformo de 30 mL, centrifuga con rotor para esas dimensiones y minimizar

el tiempo en la manipulacién, pesado y equilibrado de los tubos.

El protocolo de extraccion de ADN modificado en este estudio puede ser una metodologia
estandar para obtener alto rendimiento y funcionabilidad en la PCR, permitiendo visualizar
amplicones con buena resolucién en el gel de agarosa, criterios que han sido sefalados en la
literatura (Cadavid et al., 2013; Chavez et al., 2014; Viet et al., 2015). La extraccion del ADN debe
permitir ser suficiente para el nUmero de reacciones PCR (Santos et al., 2014). Mediante el
procedimiento CTAB-Mod, en una sola extraccion por material de cacao, se tendria la cantidad
suficiente para todas las reacciones de PCR, una consideracion que ha sido reportada por Henao
et al. (2018). Entre las ventajas del método modificado, si se compara con el protocolo original
estan: La disminucion de los volumenes del tampdn de extraccion, cloroformo: alcohol isoamilico,

alcoholes etanol e isopropanol (en todos se requieren 5 mL) y TE 1X (1 mL).
CONCLUSION

Se logré optimizar un protocolo simple, eficiente y econémico a partir del método de maxi
extracciéon de ADN propuesto en la literatura. El método CTAB-Mod logré aislar ADN de alto peso
molecular y pureza, sin inhibidores de la PCR-SSR, observandose amplicones de alta resolucion
y reproducibilidad, lo que permitiria ser utilizado en diferentes estudios, como: Caracterizacion
molecular, diversidad genética y mejoramiento asistido por marcadores moleculares. La
aplicacién del protocolo modificado facilitd una extraccion con niveles bajos de agentes
contaminantes, lo cual permitiria su almacenamiento durante varios meses a bajas temperaturas
(-20y -80 °C).
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