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Metodologias para la extraccion de DNA total

Generalidades

Las técnicas moleculares son fundamentales en el diagnosti-
co de bacterias fitopatdgenas, por lo que la obtencion del
acido desoxirribonucleico (DNA) integro y puro es funda-
mental para tener resultados confiables y reproducibles.

La extraccion de DNA total consiste en el aislamiento y puri-
ficacion de la molécula, tomando en cuenta sus caracteristi-
cas fisicoquimicas. En general, los protocolos de extraccion
consisten de cinco etapas principales: homogeneizacion de la
muestra, lisis celular, separacion de proteinas y lipidos, preci-
pitacion e hidratacion del DNA (Alejos et al., 2014).

Método de extraccion de DNA total con CTAB 2 %

A) La extraccion del DNA total se debe realizar a partir de
material vegetal que presente sintomas caracteristicos. En
caso de no observar sintomas, tomar la muestra aleatoriamen-
te de las zonas del material vegetal que pudiera contener una
infeccion latente (semillas, brotes, bulbos, cormo, estolon,
fruto, nervadura, peciolo, pedunculo, rizoma, tallo).

Nota: pesar en una balanza analitica de 300 a 500 mg de
tejido vegetal.

Colocar la muestra (item) en un mortero estéril y macerar con
nitrégeno liquido hasta obtener un polvo. En caso de no con-
tar con nitrogeno liquido, la muestra puede ser congelada a -
80 °C y posteriormente macerar.

B) Para la extraccion de DNA total a partir de insectos vecto-
res (caso Xylella fastidiosa), tomar la cabeza de insecto y
remover los ojos para evitar inhibicién en la reaccion de
PCR.

C) En caso de trabajar a partir de una cepa bacteriana, utilizar
la cepa pura. Tomar tres porciones del cultivo puro con un
asa bacteriologica y mezclar con 1.5 mL de agua grado biolo-
gia molecular estéril. Trabajar en condiciones de asepsia.

Nota: se sugiere emplear también las metodologias propues-
tas en los protocolos de diagndstico especificos de bacterias
fitopatogenas de la IPPC (International Plant Protection
Convention, por sus siglas en inglés) y EPPO (European and
Mediterranean Plant Protection Organization) que se en-
cuentran en las referencias.

Procedimiento

1. Depositar la muestra (material vegetal, insecto o cepa bac-
teriana) en un tubo estéril de 2 mL y agregar 1.5 mL de buf-
fer CTAB 2 % (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio) previa-
mente calentado a 80 °C y 100 pL de SDS (Dodecilsulfato
sodico) al 10 %.

2. Incubar en bafio Maria a 80 °C por 30 minutos.

3. Dejar enfriar los tubos a temperatura ambiente. Posterior-
mente, centrifugar 5 minutos a 16 000 x g.

4. Transferir 1 mL del sobrenadante a un tubo estéril de 2 mL
y agregar 1 mL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y 30
pL de acetato de sodio 3 M. Mezclar por inversion.

5. Centrifugar a 16 000 x g durante 10 minutos.

6. Transferir 850 uL del sobrenadante a un tubo estéril de 2
mL, agregar 500 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1)
y mezclar por inversion.

7. Centrifugar a 16 000 x g durante 10 minutos.

8. Transferir 850 pL del sobrenadante a un tubo estéril de 1.5
mL. Agregar 500 pL etanol absoluto o 2-propanol y mezclar
por inversion (dejar toda la noche a 4 °C o 20 min a -20 °C).

9. Centrifugar a 16 000 x g por 10 minutos.

10. Decantar el sobrenadante, procurando no tirar la pastilla y
lavarla con 1 mL de etanol al 70 %

11. Centrifugar a 16 000 x g por 10 minutos.

12. Decantar el sobrenadante, procurando no tirar la pastilla y
dejarla secar.

13. Resuspender en 100 a 150 puL de agua grado biologia
molecular.

Cuantificacién del DNA total por espectrofotometria

Cuantificar 1 pL del DNA total extraido mediante espectro-
fotometria para conocer su concentracion en ng/pL. Utilizar
un espectrofotometro NanoDrop 2000c de Thermo Scienti-
fic™ (seguir las instrucciones del manual del fabricante para
su uso) u otro equipo con la misma funcionalidad.

Realizar las diluciones correspondientes del DNA para traba-
jar con concentraciones entre 20 y 30 ng/uL.

La pureza del DNA total extraido, debera presentar valores
de absorbancia (A) entre 1.7 y 2.0 para la relacion Ajg/Asgo.
Una relacion menor indica impurezas proteicas o fendlicas.

Nota: en caso de que las muestras no cumplan con el rango
optimo de pureza, se recomienda realizar una nueva extrac-
cién de DNA o comprobar mediante amplificacion de algian
gen endogeno que el DNA es amplificable.

Verificacion de la integridad del DNA total en gel de aga-
rosa

Verificar la integridad del DNA en un gel de agarosa al 1.5
% tenido con GelRed, sumergido en buffer TAE 1X.

Cargar en el gel 5 pL de DNA mezclado con 3 pL de buffer
de carga (naranja G 6X).

Correr la electroforesis por 30 minutos a 95 V y observar el
gelen luz UV.

Deben observarse bandas definidas, sin impurezas ni degra-
dacién (barrido), de lo contrario, se recomienda realizar una
nueva extraccion de DNA o comprobar mediante amplifica-
cion de algin gen enddgeno que el DNA es amplificable.

Preparacion de soluciones
Buffer CTAB 2 %

Mezclar los reactivos en un matraz Erlenmeyer y agregar
lentamente 750 mL de agua destilada. Si permanecen gru-
mos, calentar en microondas o en parrilla, hasta ebullicion y
seguir agitando. Aforar a un litro y esterilizar en autoclave
durante 20 minutos a 115 Ib/in*.
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Buffer CTAB 2 %

Reactivo
CTAB
NaCl
Tris base

EDTA
Agua destilada

Cantidad
200¢g

82.0g
242¢

146 g
1 000 mL

Acetato de sodio 3M

Cantidad
180.55¢g

Reactivo

Acetato de
sodio

Acido acético
glacial

Agua destilada

45.7mL

1000 mL

Disolver el acetato de sodio en 500 mL de agua y posterior-
mente agregar lentamente el acido acético glacial. Ajustar el
pHa52yaforaral L.

Buffer de carga naranja G 6X

Cantidad
60 mg
18 mL
40 mL

Reactivo
Naranja G
Glicerol
Agua

Aforar la mezcla a 50 mL y almacenar a 4 °C.
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