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Evaluaciéon de métodos de extraccion de DNA para cultivos in vitro de Phytophthora spp.

Resumen Ejecutivo

Un aspecto importante a considerar en la defensa contra la introduccion de patdgenos regulados y cuarentenados
es su deteccion oportuna; esto requiere desarrollar protocolos de diagndstico rapidos y eficaces. Para hongos
fitopatdgenos, el diagnostico molecular cobra relevancia en la identificacion de parasitos de dificil aislamiento
y especies cripticas. Es necesaria la evaluacién de protocolos de extraccion de DNA que aseguren la obtencion

de acidos nucleicos en la cantidad, pureza e integridad que requiere su diagndstico molecular.

Como parte del desarrollo del protocolo de diagnéstico para la deteccion de Phytophthora spp. en cultivos de
frambuesa (Rubus idaeus L.), zarzamora (Rubus ulmifolius Schott.) y fresa (Fragaria x ananassa (Weston)

Duchesne.); se evaluaron cinco protocolos de extraccion de DNA a partir de cultivos monosporicos in vitro.

Los protocolos evaluados fueron: Cenis, (1992), Wizard® Genomic DNA Isolation Kit de Promega, Plant
DNAzol™ Reagent de Thermo Fisher, DNeasy® Plant Mini Kit de QIAGEN y PureLink™ Microbiome DNA
Purification Kit de Thermo Fisher. De estos, se determiné la concentracion de acidos nucleicos en ng/uL; la
pureza del DNA por espectrofotometria UV/Vis de la relacion de absorbancias 260/280 y 260/230 comparada
con la concentracién de DNA obtenida; la integridad del producto de extraccién en gel de agarosa; y la

amplificacién por PCR punto final de gen enddgeno con los oligos DC6 e ITS4.
De acuerdo a los resultados obtenidos:

Los protocolos Wizard® y DNAzol™ empleados bajo las condiciones de esta evaluacion, no son eficientes en
la recuperacion de DNA a partir de cultivos in vitro de Phytophthora spp.

Se recomienda el uso del protocolo de Cenis, (1992) para la obtencion de DNA a partir de cultivos in vitro de
Phytophthora spp.; siempre y cuando sea verificada la integridad del DNA recuperado.

Se recomienda el uso de los protocolos DNeasy® y PureLink™ para la obtencion de DNA a partir de cultivos

in vitro de Phytophthora spp; esto para muestras mayores a 0.1g.
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I. Objetivo

Evaluar los protocolos Cenis, (1992), Wizard®, DNAzol™, DNeasy® y PureLink™ para la obtencion de
acidos nucleicos a partir de cultivos in vitro de Phytophthora spp.; en términos de recuperacion de DNA,
pureza, integridad y amplificacion de gen endégeno en PCR punto final.

Il. Materiales y métodos
Material biolégico

Como modelo de estudio y representante del genero Phytophthora spp. se emple6 una cepa de Phytophthora
capsici aislada de cultivo de chayote (Sechium edule (Jacg.) Sw.) en el estado de Veracruz, México. Dicho
aislamiento fue donado al Laboratorio de Micologia en enero el 2022 por la Dra. Olga Gomez Rodriguez,

profesora investigadora del Colegio de Postgraduados Campus Montecillo.

Para la obtencion de cultivos in vitro, se inocul6 cajas Petri de 90mm con medio de cultivo PARPH (agar,
harina de maiz, himexazol, pimaricina, ampicilina, rifampicina, pentacloronitrobenceno), colocando al
centro un disco de micelio de 5mm. Estas cajas se incubaron por 7 dias a 24 + 3°C en ausencia de luz (Figura
1).

Figura 1.- Cultivo in vitro de Phytophthora capsici en medio de cultivo PARPH con 7 dias de incubacién a 24 +

3°C en ausencia de luz; A) anverso, B) reverso.
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Extraccion de ADN

Se ejecutaron cinco protocolos para la extraccién de ADN a partir de cultivos in vitro; cuatro protocolos
comerciales que se hicieron de acuerdo a las instrucciones de trabajo proporcionadas por los fabricantes
(Cuadro 1); y un protocolo no comercial disefiado para la obtencién de ADN a partir de hongos filamentosos
(200mM Tris-HCL pH 8.5, 250mM NaCl, 25mM EDTA y 0.5% dodecil sulfato de sodio), siguiendo el

procedimiento descrito en Cenis, (1992).

Para todos los protocolos, incluidos los comerciales se us6 una muestra de 0.01 g de micelio por repeticion.

Se incluyeron seis repeticiones realizadas por tres técnicos (n=18).
Cuadro 1. Protocolos de extraccién comerciales incluidos en la evaluacién.

Nombre Fabricante Catélogo

Wizard® Genomic DNA

) ) Promega Al125
Isolation Kit
Plant DNAzol™ Reagent de Thermo Fisher 10978021
DNeasy® Plant Mini Kit QIAGEN 69204
PureLink™ Microbiome .
Thermo Fisher A29790

DNA Purification Kit

Pureza y cuantificacion del DNA

La concentracion de DNA fue calculada por el espectrofotometro (NanoDrop Thermo Scientific) usando la

Ley de Beer-Lambert a una absorbancia de 260nm.

Se cuantifico la relacion de las absorbancias 260, 280 y 260, 230nm, de una muestra de 2uL de cada
repeticion (n=18), se us6 agua grado biologia molecular como blanco para la calibracion en un
espectrofotometro UV/Vis (NanoDrop Thermo Scientific).
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La relacion 260/280 se us6 como indicador de la pureza del DNA, se tomaron como parametro de pureza
valores de ~1.8. Asi mismo, se determind la relacién 260/230 comparada con la concentracion de DNA de

la muestra (Lucena-Aguilar et al., 2016).
Integridad del DNA

La integridad del DNA se observé en electroforesis de gel de agarosa al 2%, tefiida con 1X de Gel Red
(Biotum Cat. 41003). Se cargaron seis repeticiones del DNA extraido en cada protocolo a una concentracion
de 10ng/pL y un marcador molecular de 100pb (Invitrogen Cat. 10488058) como referencia, pasando a

100V durante 60min. La visualizacién del gel se realiz6 en un fotodocumentador (Gel Doc EZ, BioRAD).

Los resultados se compararon visualmente con la escala gréfica de integridad propuesta por Seeker et al.,
(2016); donde Clase 1 se refiere a DNA integro y Clase 5 a DNA degradado.

Gen enddgeno en PCR punto final

ElI DNA obtenido en cada protocolo se amplificO usando los oligos universales DC6 (5-
GAGGGACTTTTGGGTAATCA-3’) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (Bonants et al.,
1997), el protocolo de amplificacion consistié en 2.5 L de 10x PCR buffer, 0.5 yuL de 0.2mM dNTPs, 0.75
pL de 1.5mM MgCly, 1.25uL de 0.5uM de cada oligo, 0.1uL de Taq DNA polimerasa (5U/uL) (Invitrogen
Cat. 10342053), y 16.9 pL de agua destilada estéril; finalmente se agregaron 2 uL de DNA (10 ng/uL) para
un volumen final de 25 pL.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador T100 (Biorad). El programa térmico consistié en una
desnaturalizacion inicial de 94°C por 3 minutos; 35 ciclos de desnaturalizaciéon a 94°C por 60 segundos,
anillamiento a 55 °C por 60 segundos y extension a 72°C por 60 segundos; y una extension final de 72 °C
por 10 minutos. Como control positivo se empled material genético de Phytophthora capsici clonado con
los oligos DC6 e ITSA4.

Los productos de PCR se cargaron en un gel de agarosa al 2%, tefiida con 1X de Gel Red (Biotum Cat.
41003). Se us6 un marcador molecular de 100pb (Invitrogen Cat. 10488058) como referencia del tamafio
de bandas, el gel se corrié a 100V durante 70min. La visualizacion del gel se realiz6 en un fotodocumentador
(Gel Doc EZ, BioRAD).

Analisis estadistico



SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD,
AGRICULTURA & SENASICA INOCUIDAD Y CALIDAD AGROALIMENTARIA
s DIRECCION GENERAL DE
SANIDAD VEGETAL

Los datos obtenidos de la cuantificacion y relacion de absorbancias 260/280 del DNA se analizaron con un
test de normalidad Shapiro-Wilk (p<0.05). Se aplicd un anélisis de varianza Kruskal-Wallis (p<0.001) para

datos no paramétricos; y una prueba de separacion de medias de Tukey (p<0.05).

La relacidn de absorbancias 260/230 se compard contra la cuantificacion de DNA obtenido, calculando la

tendencia logaritmica de la relacion entre ambas para cada protocolo.

I1l. Resultados

Cuantificacion de DNA

En la Figura 2 se muestran los resultados de la cuantificacion de acidos nucleicos a una absorbancia de
260nm. Se encontrd una correlacion positiva entre el protocolo empleado y la cantidad de DNA obtenido.
Todos los protocolos se llevaron a cabo partiendo de la misma cantidad de muestra (0.01g), para hacer esta

comparacion.

El protocolo de Cenis, (1992) mostrd las mayores lecturas de acidos nucleicos, con un valor medio de 258.45
ng/uL; seguido de DNAzol™ con 60.80 ng/pL, Wizard® con 22.55 ng/uL; y finalmente PureLink™ y

DNeasy®, los cuales presentaron las menores cuantificaciones con 4.25 y 3.2 ng/pL, respectivamente.

No se encontraron diferencias significativas en la cantidad de DNA obtenido entre los protocolos Wizard®
y DNAzol™, asi como tampoco entre PureLink™ y DNeasy®.

Pureza de DNA

La presencia de proteinas y sales actlian como inhibidores en la amplificacion por PCR (Demeke & Jenkins,
2010). La relacion de absorbancias 260/280 y 260/230 se usan como indicadores preliminares para inferir

la contaminacion por dichos componentes.

La relacion de absorbancias 260/280 en valores de ~1.8 indican DNA de pureza aceptable y valores <1.6 la
presencia de contaminantes como proteinas y compuestos fenolicos. Por otro lado, la relacion de absorcion
260/230 en el intervalo de 2.0 a 2.2 indican pureza y lecturas inferiores a estos valores sefialan la presencia

de sales contaminantes (Gallagher, 1998).
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Figura 2. Cuantificacion de acidos nucleicos a 260nm, calculada por Lambert-Beer. Las cajas muestran la
mediana y los percentiles 10, 25 y 75. Letras minudsculas representan diferencias estadisticas entre protocolos
por Tukey (p<0.05).

Las relaciones de absorbancias 260/280 para los protocolos evaluados se muestran en la Figura 3. En
general, no se encontro correlacion entre las absorbancias 260/280 y los protocolos empleados; de acuerdo
al andlisis, solo el kit de PureLink™ mostr6 valores de absorbancia significativamente diferentes respecto

al resto de los protocolos, con una tendencia a valores medios por debajo de 1.6.

En cuanto a la distribucion de lecturas obtenidas, el protocolo DNeasy® mostré una mayor amplitud de
intervalo, con lecturas desde 1.4 a 4.6, mientras que los protocolos Cenis, (1992), Wizard® y DNAzol™

presentaron valores medios de 2.0 en intervalos de 1.7 a 2.4.
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Figura 3. Relacién de absorbancias 260/280. Las cajas muestran la mediana y los percentiles 10, 25y 75. Letras

minusculas representan diferencias estadisticas entre protocolos por Tukey (p<0.05).

Muestras con lecturas de acidos nucleicos cercanas al limite de deteccion del equipo (<5 ng/uL), presentan
variaciones en la relacion de absorcion 260/230, sin que esta esté relacionada directamente con la presencia
de contaminantes (Seeker et al., 2016). Por esta razon, en la Figura 4 se muestra la relacion de absorbancias

260/230 contrastadas con su cuantificacion de acidos nucleicos.

De los protocolos evaluados, solo el protocolo de Cenis, (1992) presento absorbancias 260/230 por encima
de 1.6, en un intervalo de 2.1 a 2.5. Esto puede estar relacionado a la concentracion de acidos nucleicos
presentes en las muestras. En el caso particular de PureLink™ y DNeasy®, se observo una variacion >0.5,

donde las concentraciones de DNA fueron inferiores a 10 ng/pL.
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Figura 4. Relacion de absorbancias 260/230 comparada con la concentracion de acidos nucleicos calculada por
Lambert-Beer a 260nm. Lineas continuas indican la tendencia logaritmica de los datos para cada protocolo.

Integridad del DNA

Los protocolos evaluados mostraron variaciones en la integridad de los acidos nucleicos obtenidos. El gel

de integridad se muestra en la Figura 5.

De acuerdo con la escala de integridad de Seeker et al., (2016), los protocolos DNeasy® y PureLink™,
mostraron un nivel 1 de integridad, con bandas claras y sin sefiales de barrido o desintegracion de DNA. El
protocolo de Cenis, (1992) present6 una integridad nivel 2, con bandas claras pero un ligero barrido de estas.
Por ultimo, Wizard® y DNAzol™ tuvieron una integridad nivel 4 y 5, respectivamente; sin bandas claras y

un barrido de DNA a lo largo de todo gel.
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Figura 5. Integridad de DNA. Muestras de DNA a 10ng/uL en gel de agarosa al 2% tefiida con 1X de Gel Red,
marcador molecular (MM) 100pb.

Gen enddgeno en PCR punto final

La prueba de gen enddgeno, asegura la viabilidad del DNA para ser utilizado en anélisis basados en
amplificacion por PCR. En la Figura 6 se muestra el gel de amplificacion por gen enddgeno con los oligos

DC6 e ITS4, los cuales se usan como gen enddgeno para Oomycetes (Bonants et al., 1997).
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Figura 6. Amplificacion de gen enddgeno con oligos DC6 e ITS4. C+, control positivo Phytophthora capsici; C-,
control negativo. Gel de agarosa al 2% tefiida con 1X de Gel Red, marcador molecular (MM) 100pb.

Las muestras de los protocolos Cenis, (1992) y Wizard® mostraron una amplificacion del 100%, con bandas
homogéneas en intensidad. Por otro lado, DNeasy® y PureLink™ presentaron una amplificacion del 100%
pero con ligeras variaciones en la intensidad de sus bandas. Finalmente, DNAzol™ mostro repeticiones sin

amplificar y una mayor variacion en la intensidad de bandas.
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IVV. Discusion

Los resultados observados para DNAzol™ son congruentes, en el ensayo de amplificacion por gen
enddgeno algunas repeticiones no amplificaron y se observé variacion en la intensidad de las bandas; las
lecturas de absorbancia 260/230 son muy inferiores a las esperadas, indicando la presencia de sales
contaminantes; mientras que el gel de integridad present6 acidos nucleicos degradados, lo cual compromete
los resultados de las pruebas que se lleven a cabo con ellos (Seeker et al., 2016).

Es importante tomar con discrecion los valores de relacion de absorbancias 260/280 y 260/230, ya que estas
pueden variar por factores independientes a la pureza misma del DNA. Por ejemplo, la precision del
espectrofotometro, que lleva a variaciones de +0.4; el tipo de proteinas en la muestra, que a una longitud de
280nm absorben en intervalos de 0.7 a 3.4; el pH en la solucion, con cambios en el orden de + 0.3, donde
soluciones &cidas muestran valores subrepresentados, mientras que soluciones bésicas tienden a
sobrerepresentados; y la composicion de bases nitrogenadas en los &cidos nucleicos, donde el RNA
tipicamente tiene una mayor absorbancia 260/280 debida al uracilo (Hassan et al., 2015; Wilfinger et al.,
1997).

Los protocolos DNeasy® y PureLink™ presentaron una distribucion muy similar en valores de absorcion
260/230; sin embargo, estos no indican necesariamente la presencia de sales contaminantes, estan mas
relacionados a la baja recuperacién de &cidos nucleicos, la cual es muy cercana al limite de deteccion del

espectrofotometro.

Muchos kits comerciales se componen de detergentes, proteinasa K, agentes quelantes, RNAsas, solventes
organicos o cloroformo; los cuales son usados con el fin de obtener extracciones méas puras. Esto involucra
la adicién de un mayor numero de componentes (buffers), el establecimiento de condiciones de incubacion
especificas y la dilucién significativa de la muestra por la repetida centrifugacion y desecho de
sobrenadantes (Demeke & Jenkins, 2010).

La baja recuperacion de acidos nucleicos con DNeasy® y PureLink™ est4 relacionada con la cantidad de
material bioldgico de partida (0.01g) y los multiples enjuagues a la muestra. Para estos protocolos y cuando
la muestra lo permita, es recomendable incrementar la cantidad de material biolégico para extraccion. De
acuerdo a la informacion del fabricante es posible incluir de 0.01 a 0.1 g de material bioldgico por repeticion

sin hacer modificaciones sustanciales al protocolo.
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DNeasy® y PureLink™ mostraron los valores de absorbancia 260/280 y 260/230 méas bajos, como se
menciond anteriormente esto puede estar relacionado a otros factores diferentes a la presencia de proteinas
o0 sales en la muestra. Esto se confirma al observar los resultados de amplificacion con gen enddgeno, donde

ambos protocolos mostraron la correcta y homogénea amplificacién del DNA en todas sus repeticiones.

Protocolos como Cenis, (1992) poseen la caracteristica de emplear agentes surfactantes como el
dodecilsulfato sédico (SDS) en medios salinos creados con NaCl o acetato de sodio. La precipitacién de
proteinas debida a la presencia de estas sales es efectiva en la recuperacion de DNA en diversas muestras
de tejidos (Seeker et al., 2016; Suguna et al., 2014).

En cuanto a pureza determinada por la relacién de absorcién 260/280, los protocolos Cenis, (1992) y
Wizard® obtuvieron los valores mas cercanos a 1.6; sin embargo, ambos mostraron una baja en la integridad
de los 4cidos nucleicos recuperados; esto independientemente a que ambos amplificaron correctamente por

gen endogeno.

De los protocolos no comerciales como Cenis, (1992) se conoce la totalidad de sus componentes, por lo que
es posible estandarizar sus condiciones de operacidn para hacerlos mas eficientes en la recuperacion de
acidos nucleicos; haciendo que el costo de procesamiento por muestra sea hasta dos tercios menor a

protocolos con Kits comerciales.

V. Conclusiones

Los protocolos Wizard® y DNAzol™ empleados bajo las condiciones de esta evaluacidn, no son eficientes

en la recuperacion de DNA a partir de cultivos in vitro de Phytophthora spp.

Se recomienda el uso del protocolo de Cenis, (1992) para la obtencion de DNA a partir de cultivos in vitro

de Phytophthora spp.; siempre y cuando sea verificada la integridad del DNA recuperado.

Se recomienda el uso de los protocolos DNeasy® y PureLink™ para la obtencion de DNA a partir de

cultivos in vitro de Phytophthora spp; esto para muestras mayores a 0.1g.
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