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GLOSARIO
Acido nucleico: Biomoléculas que contienen la informacion genética de los seres vivos.

Incluyen el ADN (4cido desoxirribonucleico) y el ARN (é&cido ribonucleico).

Biologia molecular: Area de la biologia que estudia los procesos moleculares que tienen
lugar en las células vivas, como la replicacion, transcripcion y traduccion del material

genético.

Buffer o tampén: Solucién que mantiene un pH relativamente constante, aun cuando se le

agreguen pequefias cantidades de 4acido o base.

Eficiencia: Capacidad de realizar una funciéon con el minimo de recursos posibles. En un
proceso biologico, se refiere a obtener el mayor rendimiento con la menor cantidad de

1INSumMos.

Electroforesis: Técnica que separa moléculas, como proteinas o acidos nucleicos, en

funcion de su tamafo y carga eléctrica al aplicar un campo eléctrico.

Espectrofotometria: Técnica analitica que mide la cantidad de luz absorbida o transmitida

por una muestra a diferentes longitudes de onda del espectro electromagnético.
Extraccion de ADN: Proceso para aislar y purificar el ADN de una célula u organismo.

Integridad: Estado en el que se preserva la estructura y composicion original de una

molécula, como el ADN.
Lisis: Proceso de ruptura de la membrana celular y liberacion del contenido de la célula.

Microalga: Organismos microscopicos fotosintéticos, como las diatomeas, cianobacterias y

microalgas verdes.

Pellet: Precipitado compacto que se forma cuando se centrifuga una suspension.



Polifenoles: Compuestos organicos que contienen multiples grupos fenol en su estructura,

con propiedades antioxidantes.

Polisacaridos: Macromoléculas formadas por la uniéon de varias unidades de

monosacaridos.

Pureza: Grado de ausencia de contaminantes o impurezas en una sustancia.

Solvente organico: Compuesto quimico de origen no mineral, capaz de disolver otras

sustancias.



ABREVIATURAS
ADN: Acido desoxirribonucleico
ARN: Acido ribonucleico
NaOH: Hidréxido de sodio
IQR: indice intercuartilico
IECT: Indice de eficiencia costo — tiempo
RPM: Revoluciones por minuto
AcNa: Acetato de sodio
NaCl: Cloruro de sodio
CTAB: Bromuro de cetiltrimetilamonio
SDS: Dodecil sulfato de sodio
Tris: Trisaminometano
EDTA: acido etilendiaminotetraacético
Me: mediana aritmética
Prot_NaCl: Protocolo salino
Prot_ CTAB: Protocolo basado en CTAB
Prot_SDS-PK: Protocolo basado en SDS y proteinasa K
S: Biomasa seca

H: Biomasa humeda



RESUMEN

La extracciéon de ADN constituye una etapa fundamental para la aplicacion de técnicas
moleculares. Sin embargo, los protocolos existentes no son universales ya que cada
organismo plantea desafios Uinicos. En particular, las diatomeas tienen una pared rigida de
silice y una gran variedad de metabolitos, lo cuales dificultan la obtencion de material
genético de calidad. La presente investigacion se realizo en las instalaciones del Centro de
Investigaciones Biotecnoldgicas de la UPSE y tiene como objetivo evaluar tres protocolos
de extraccion de ADN total en Nitzschia sp. y Cymbella sp. para la seleccion de un método
eficiente. El primer protocolo se baso6 en la sal NaCl, el segundo en CTAB y el tercero en
SDS - Proteinasa K. Cada uno de estos protocolos se aplicé a la biomasa seca y humeda de
las dos especies ya mencionadas. Los parametros analizados incluyeron la concentracion,
pureza e integridad del ADN, ademads se consideraron los costos y el tiempo empleado por

cada protocolo. La mayor concentracion de ADN se obtuvo de la biomasa seca con los

protocolos NaCl (Mecy,: 2083.45 % y Meyit,:433.05 nu—f y CTAB

(Mecym:923.40% y Meyit,: 317.65 %) para ambas especies. Por otro lado, en pureza

Nitzschia sp. no presentd diferencias significativas en la relacion A260/280, pero Cymbella
sp. si presentd diferencias, destacando el protocolo CTAB con una mediana de 2.02.
Respecto a la relacion tiempo y costo, el protocolo menos eficiente fue el SDS-PK. Por lo
tanto, se concluye que el protocolo mas eficiente es el CTAB, seguido de NaCl y por tltimo

SDS-PK.

Palabras clave: Extraccion de ADN, Diatomeas, Pureza, Concentracion, Integridad.



ABSTRACT
DNA extraction constitutes a fundamental step for the application of molecular techniques.
However, the existing protocols are not universal, as each organism poses unique challenges.
In particular, diatoms have a rigid silica cell wall and a wide variety of metabolites, which
make it difficult to obtain high-quality genetic material. The present investigation was
carried out at the Biotechnological Research Center of UPSE and aims to evaluate three
protocols for extracting total DNA from Nitzschia sp. and Cymbella sp. to select an efficient
method. The first protocol was based on NaCl, the second on CTAB, and the third on SDS-
Proteinase K. Each protocol was applied to the dry and wet biomass of the two species
above. The parameters analyzed included DNA concentration, purity, and integrity, in

addition to the costs and time required for each protocol. The highest DNA concentration

was obtained from dry biomass using the NaCl (Mec,,,,: 2083.45 nu_i; y Mepit,:433.05 %

and CTAB (Mecym:923.40% y Meyit,: 317.65 %) protocols for both species. On the

other hand, in terms of purity, Nitzschia sp. did not show significant differences in the
A260/280 ratio, but Cymbella sp. did, with the CTAB protocol standing out with a median
of 2.02. Regarding the time-cost relationship, the SDS-PK protocol was the least efficient.
Therefore, it is concluded that the most efficient protocol is CTAB, followed by NaCl, and

lastly SDS-PK.

Keywords: DNA Extraction, Diatoms, Purity, Concentration, Integrity



1. Introduccion

Las diatomeas son un grupo de microrganismos fotosintéticos unicelulares
conocidos por su estructura celular Unica, ya que estan envueltas por una pared de silice
llamada frustula que le confiere una apariencia en forma de caja (Round, Crawford y Mann,
1990). Las especies Nitzschia sp. 'y Cymbella sp. pertenecen a la clase de diatomeas
pennadas, las cuales se caracterizan por su simetria bilateral, estos géneros estan
ampliamente distribuidos en diferentes ecosistemas acudticos y tienen un papel ecoldgico
importante (Okolodkov y Huerta-Quintanilla, 2018 y Martinez, 2020). En los ultimos afios,
este grupo de microalgas han sido objeto de interés para estudios a nivel molecular
principalmente ayudando en la identificacion de especies de forma unitaria o en muestras
ambientales (Falciatore, Jaubert, Bouly, Bailleul y Mock, 2020). Dado que el
reconocimiento taxondémico basado en la observacion de las valvas puede resultar muy
tedioso incluso para expertos en el tema, se opta por complementar las investigaciones con
analisis moleculares que pueden proporcionar datos mas precisos y detallados de un

organismo (Mora et al., 2019).

El primer paso para el inicio de pruebas moleculares es la extraccion de ADN, esta
molécula nos proporciona informacion sobre la identidad, biologia y evolucion de cada
especie. Sin embargo, actualmente no existe un procedimiento Unico que pueda ser efectivo
en todos los ambitos de investigacion, especialmente por sus limitaciones a la hora de
obtener calidad y comodidad de uso 6ptimas (Dairawan y Shetty, 2020). Por tal razén es
importante realizar un analisis comparativo de los diversos protocolos que existen en la
literatura a fin de encontrar el que se adecue a las necesidades de cada especie y estado de

la muestra.

Permiso MAATE -DBI-CM-2022-0264.



Elegir un correcto protocolo para la extraccion de ADN total en diatomeas es un
desafio debido a la pared rigida de silice que posee, lo cual dificulta la liberacion del ADN.
Vasselon, Domaizon, Rimet, Kahlert y Bouchez (2017) mencionan que es probable que los
protocolos afecten de manera diferente a cada especie de diatomea debido a caracteristicas

estructurales y composicion quimica unica.

Los maltiples procedimientos que existen actualmente para la extraccion de ADN se
basan en una variedad de agentes quimicos que desempefian diferentes funciones en el
proceso de extraccion tales como: sales, detergentes, surfactantes, alcoholes, enzimas etc.
(Dairawan y Shetty, 2020). Algunos protocolos pueden demorar mas 0 ser mas costosos,
pero esto no implica nos brinden una buena calidad de ADN. Por tal razén es importante
realizar una evaluacién comparativa teniendo cuenta la cantidad y calidad de los resultados,
pero sin dejar de lado costos y el tiempo implicado. De esta forma los investigadores podran
elegir con la informacién disponible que protocolo utilizar, a fin de optimizar los recursos y

promover la investigacion molecular en el Ecuador.

Estudios previos abordan este mismo enfoque, evaluado el desempefio de los
distintos métodos existentes. Mufioz-Colmenero, Sanchez, Correa, Figueiras, Garrido y
Sotelo (2020), analizan y comparan cinco protocolos de aislamiento de ADN (tres Kits
comerciales y uno basado en sales) utilizando muestras de distintas especies de fitoplancton,
encontrando que los kits proporcionaban un mejor rendimiento. Por otro lado, Nguyen,
Berzano, Gualerzi y Spurio (2011), evalla seis kits comerciales y una basado en CTAB, con
muestras de diatomeas, concluyendo que los rendimientos de la PCR son mejores cuando
no se utilizan kits. Estos estudios previos demuestran la relevancia de realizar estudios

comparativos con las especies de interés.
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En la presente investigacion se ha escogido tres protocolos de extraccion de ADN
que destacan en investigaciones sobre diatomeas, el primero basado en la sal NaCl seglin
(Edwards, Johnstone y Thompson, 1991 modificado por Castillejo, Ballesteros, Rios,
Cabrera, Heinrich y Lobo, 2022), el segundo basado en CTAB (Doyle y Doyle, 1987) y el
tercero denominado SDS-Proteinasa K (Jacobs et al., 1992). Estos protocolos se aplicaron
tanto en muestra seca como hiimeda para las dos especies mencionadas anteriormente.
Posteriormente se analizo la concentracion, pureza e integridad de cada muestra por medio
de espectrofotometria en Nanodrop y electroforesis en gel de agarosa. Adicionalmente se

realizd un andlisis del tiempo y costo para cada protocolo de extraccion.

El objetivo principal de este trabajo es evaluar tres protocolos de extraccion de ADN
total en Nitzschia sp. y Cymbella sp. mediante un andlisis comparativo de la calidad y
cantidad del material genético, para la seleccion de un método eficiente. Lo cual
proporcionard una base solida para futuros estudios genéticos y contribuira al conocimiento

de la biologia molecular de estas especies de diatomeas.
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2. Problematica

Desde el auge de la investigacion genética, en todo el mundo se han creado
numerosos protocolos de extraccion de ADN, cada uno con sus propias ventajas y
desventajas. Sin embargo, no todos son igualmente adecuados, reproducibles o eficientes
para las diferentes muestras de interés, principalmente por las caracteristicas quimicas y
morfoldgicas de cada célula. Nitzschia sp. y Cymbella sp. son organismos unicelulares
microscopicos que pertenecen al grupo de las diatomeas, las cuales han resultado ser un
problema en investigaciones relacionadas a la identificacion molecular, esto debido a que
poseen una pared celular rigida de silice dificil de romper lo que dificulta la extraccion de

acidos nucleicos e incrementa los costos del proceso de extraccion de ADN.

Sumado a ello, la informacion cientifica demuestra que no es posible establecer un
protocolo general para todas las diatomeas puesto que la resistencia mecanica de las frastulas
depende de la especie muestreada, e intervienen factores como la forma, porosidad, espesor,
tamafio y proporcion de silice, ademas los metabolitos presentes en cada especie varian en
funcion del ambiente en el que se encuentran. Como consecuencia la pureza, integridad y
concentracion del ADN extraido disminuye afectando negativamente a la cantidad y calidad

del material genético.

En Ecuador, los estudios a nivel molecular sobre Nitzschia sp. y Cymbella sp. son
escasos. De acuerdo con una revision exhaustiva en los repositorios de las universidades del
pais, la mayoria de las investigaciones sobre estas especies siliceas se basan en la abundancia
y diversidad, en el cultivo para produccion y en su capacidad como bioindicadores de calidad
de agua. Existen tan solo tres tesis de grado relacionados a la extraccion de ADN, en el que

se utiliza el protocolo convencional basado en sales y se aplica en diatomeas epiliticas.
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La falta de estudios comparativos de protocolos de extraccion de ADN en especies
de diatomeas marinas nativas de la Peninsula de Santa Elena, genera inconvenientes al
momento de realizar investigaciones de indole molecular, debido a la falta de optimizacion
y sesgos o errores en la interpretacion por una deficiente calidad de ADN. En base a lo antes
mencionado surge la siguiente inquietud ;Cual es el método més eficiente para la extraccion

de ADN en Nitzschia sp. y Cymbella sp.?
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3. Justificacion

La extraccion de ADN es un proceso fundamental en la investigacion cientifica, ya
que tiene una amplia gama de aplicaciones, tales como, la identificacion de especies, la
filogenia, la comprension de los mecanismos de herencia e incluso la modificacion genética.
Sin embargo, para que esto se lleve a cabo es necesario utilizar un protocolo de extraccion
efectivo que se adecue al objetivo de cada investigacion y que a la vez supere los obstaculos

que conlleva trabajar con cada tipo de organismo.

En esta investigacion se aplicaron tres diferentes protocolos de extraccion de ADN
en Nitzschia sp. y Cymbella sp., diatomeas que han recibido una particular atencion debido
a que pueden ser tolerantes a la contaminacion y bioindicadores de la calidad de un cuerpo
de agua. Ademas, varios estudios destacan la necesidad de adoptar un enfoque de
investigacion gendmica en este grupo de seres vivos para complementar la identificacion

morfoldgica clésica.

Estudios a nivel molecular en microalgas que incluyen a las diatomeas han reportado
la aplicacion de distintos protocolos de extraccion de ADN, de entre los que han logrado
destacarse se encuentran: Protocolo basado en la sal NaCl, protocolo basado en CTAB y
protocolo SDS-Proteinasa K, estos han logrado obtener mejor resultado en cuanto a cantidad
y calidad de ADN en comparacion con diversos kits comerciales. Con el protocolo basado
en CTAB se ha evidenciado que puede extraer alrededor de 699.83 nug/ml, SDS-Proteinasa

K alrededor de 200 pg/ml y el protocolo NaCl demostrd en electroforesis ser efectivo.

Al evaluar la integridad, pureza y concentracion del ADN se asegura que los

resultados de las pruebas posteriores sean precisos y confiables. Ademas, varios autores
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concuerdan en que el costo y el tiempo que implica realizar estos procesos también son
factores importantes a considerar en la investigacion, ya que el uso de técnicas mas
avanzadas y costosas puede no ser viable en investigaciones con presupuestos limitados y al
tener una comprension clara de los recursos y el tiempo involucrado, los investigadores
podran tomar decisiones informadas de forma estratégica para garantizar el uso eficiente de

recursos y la optimizacion de procesos.

En conclusion, la evaluacion de tres protocolos de extraccion de ADN en Nitzschia
sp. y Cymbella sp. es esencial para avanzar en la investigacion cientifica de diatomeas
costeras en el Ecuador, ya que al mejorar la calidad de los datos genéticos se podran generar
conocimientos valiosos y aplicaciones practicas en multiples disciplinas, impulsando asi la

investigacion genética en el pais y beneficiando a la comunidad cientifica en general.
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4.1.

4. Objetivos

Objetivo General

Evaluar tres protocolos de extraccion de ADN total en Nitzschia sp. y Cymbella sp.

mediante un analisis comparativo de la calidad y cantidad del material genético, para la

seleccion de un método eficiente.

4.2.

Objetivos Especificos

Obtener ADN total de Nitzschia sp. y Cymbella sp. a partir de muestras secas
y humedas aplicando tres protocolos de extraccion.

Comparar la pureza e integridad del ADN aislado mediante
espectrofotometria y electroforesis en gel de agarosa.

Analizar la eficiencia de los protocolos de la extraccion de ADN en base a la

relacion costos - tiempo y calidad.

5. Hipotesis

H1: El protocolo de extraccion basado en CTAB es eficiente para obtener ADN de 6ptima

calidad en Nitzschia sp. y Cymbella sp.
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6. Marco Teorico

6.1. El Acido Desoxirribonucleico

El acido desoxirribonucleico o también llamado ADN es la macromolécula que
contiene la informacion genética de los organismos vivos, esta informacion es necesaria para
lograr el desarrollo, mantenimiento y reproduccion de todo ser viviente (Dairawan y Shetty,
2020). Estd compuesto estructuralmente por unidades monoméricas denominadas
nucleétidos, cada nucledtido contiene un azicar de 5 carbonos, una base nitrogenada
(timina, adenina, citocina y guanina) y un grupo fosfato (Michin y Lodge, 2019). Este
ultimo componente es el responsable de la carga negativa del acido nucleico y le proporciona

caracteristicas acidas (Salazar, Sandoval y Armendariz, 2013).

La mayor parte del ADN de la célula se encuentra en el ntuicleo, sin embargo, también
se pueden hallar pequeiias cantidades en la mitocondria el cual se denomina ADN
mitocondrial (Pinilla-Bermudez, 2019). En el caso de las microalgas, al ser organismos

vegetales también poseen ADN cloroplastico, en conjunto conforman el ADN total.

6.2. ElI ADN: Una herramienta fundamental en la comprension de la vida

El ADN nos puede proporcionar datos interesantes sobre las especies, para empezar
la secuencia de nucleo6tidos del ADN es unica para cada individuo, con lo cual las tareas de
identificacion han pasado de ser guiadas por el criterio del investigador a tener un resultado
confiable mediante pruebas moleculares como la secuenciacion metagendomica. Esto resulta
beneficioso especialmente cuando se trabaja con microorganismos, como en el caso de las

diatomeas, ya que las técnicas moleculares basadas en el ADN logran superar las
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limitaciones morfologicas para identificar y clasificar a estos organismos. Adicionalmente
la metagenomica permite la exploracion y descubrimiento de nuevos genes su funcionalidad

y productos metabolicos (Alindonosi, Baeshen y Elsharawy, 2021).

Segun Sproles, Fields, Smalley, Le, Badary y Mayfield (2021), aunque el campo
genético aun estd en desarrollo para las microalgas, las herramientas moleculares
actualmente disponibles aceleran enormemente la capacidad de los cientificos para estudiar,
manipular y mejorar las microalgas para obtener beneficios. Mediante el estudio del ADN y
sus genes podemos realizar analisis filogenéticos que nos proporcionan informacion acerca
de la evolucion de plantas y animales, ademas nos permite explorar vias metabolicas,
procesos biologicos en respuesta al estrés, los mecanismos de concentracion de carbono y
procesos implicados en los ciclos de nutrientes como el hierro, calcio, silice, urea y nitrogeno

(Cadoret, Garnier y Saint-Jean, 2012).

6.3. Importancia de la extraccion de ADN

Con el fin de estudiar las propiedades biologicas y fisicoquimicas del acido
desoxirribonucleico, es recomendable contar con su estructura polimérica, ya que de esta
manera se encontrard de forma lineal y unido covalente entre sus nucleotidos, lo cual le
brindard mas estabilidad y menor riesgo de fragmentarse en los analisis posteriores. Para
ello, actualmente existen varias técnicas sencillas, rapidas, seguras y eficientes que permiten

extraer y purificar el ADN a partir de diversas muestras (Pinilla-Bermudez, 2019).

El aislamiento del ADN es el primer paso para cualquier estudio genético, por lo
tanto, es una etapa critica la cual debe realizarse con sumo cuidado. Los andlisis moleculares

como PCR, digestion mediante enzimas, hibridacion, creacion de bibliotecas gendomicas y
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secuenciacion son muy sensibles, por lo que requieren de una alta calidad y cantidad de
ADN. Obtener este resultado a menudo es dificil debido a la presencia de compuestos
contaminantes en las células vegetales, como polisacaridos y polifenoles, los cuales pueden
intervenir en la funcionalidad de algunas enzimas necesarias para los andlisis genéticos,
como las polimerasa, ligasas y endonucleasas. Por lo tanto, la seleccion de un método
efectivo dependerd de la especie, tipo de muestra, proposito del analisis molecular y

disponibilidad de recursos. (Nugroho, Satyawan, Tasma y Lestari, 2022).

6.4. Evolucion de los protocolos de extraccion de ADN

La primera extraccion de ADN se realizé accidentalmente por el medico suizo
Friedrich Miescher en 1869 cuando en su afan de comprender los fenémenos de crecimiento
y multiplicacion celular logro aislar los nticleos de los leucocitos y posteriormente notd que
la sustancia que habia extraido era insoluble, distinta a las proteinas que intentaba aislar, a
esta nueva clase de sustancia celular la denominé “nucleina” (Dahm, 2008, como se cita en
Ayoib, Hashim, Gopinath y Arshad, 2017). A partir de ese descubrimiento se han creado
distintos métodos de extraccion de ADN con el objetivo de minimizar el tiempo y recursos

empleados y maximizar los resultados obtenidos en cuestion de cantidad y calidad.

En los afios 50 se desarrollaron los primeros métodos de extraccion de ADN
principalmente basados en gradientes de centrifugacién y cromatografia. Una de ellas, la
cromatografia por exclusion de tamafio (SEC), consiste en colocar las muestras sobre un gel
y esperar a que las moléculas mas pequefias como el ARNm y las proteinas queden retenidas
en los poros, mientras que el ADN se eluye rapidamente. Por otro lado, en la cromatografia
de intercambio i6nico (IEC) el ADN se mantiene en la columna, mientras que las demas
moléculas como proteinas, lipidos, carbohidratos y ARN se desplazan. Para el afio 1979 se
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describio a extraccion alcalina, con la cual se logra separar el ADN cromosémico del ADN
plasmidico y en el que se utiliza principalmente NaOH y SDS para la lisis de la membrana
celular. El mismo afio Vogelstein y Gillespie crean el método de matrices de silica, basado
en el principio de que el ADN con carga negativa se une de manera selectiva con la silice la
cual estd cargada positivamente separando asi el material genético de los demads
contaminantes. Para 1988, Miller Dykes y Polesky introdujeron el método salino en el que
se usa principalmente NaCl, Tris-HCl, EDTA y SDS con el objetivo de que las altas
concentraciones de sal disminuyan la solubilidad de las proteinas y las precipiten en el fondo
del tubo, dejando al ADN en el sobrenadante. En los afos posteriores se fueron
implementando otros componentes para superar los obstaculos de la extraccion como el
CTAB (1990) util en la extraccion con muestras que producen altas cantidades de
polisacéridos. Otros métodos de extraccion incluyen: fenol-cloroformo implementado por
primera vez en 1998, SDS-Proteinasa K creado en 1974, con cuentas magnéticas en 1998,
papel de celulosa en el 2000, Chelex-100 en 2011 y a base de papel filtro descrito en el 2017

(Dairawan y Sheety, 2020).

Actualmente los métodos de extraccion de ADN se dividen en tres categorias, los
métodos tradicionales, los kits comerciales y la automatizacion mediante equipos roboticos
(Nugroho et al., 2022). Este ultimo surgi6 debido a la necesidad de simplificar los procesos
de extraccion, por lo que cientificos han creado tecnologia basada en microfluidica para la
extraccion de ADN en chip, el cual utiliza volimenes muy pequefios en espacios
milimétricos y hasta nanométricos que contienen cdmaras y canales capaces no solo extraer

ADN, sino también identificar especies objetivo (Ayoib et al., 2017).

12
Permiso MAATE -DBI-CM-2022-0264.



6.5. Fases de la extraccion de ADN

6.5.1. Lisis

En Ia lisis celular el objetivo principal es romper la pared celular para liberar todo el
contenido intracelular, lo cual incluyen proteinas, acidos nucleicos, organulos y otros
compuestos. Este paso es critico y debe ser lo suficientemente fuerte para lograr la
disrupcion de la membrana celular, pero evitando dafar el acido nucleico (Salazar et al.,
2013). Habitualmente los métodos para lograr la lisis celular se pueden dividir como

métodos fisicos, quimicos o enzimaticos.

Los métodos fisicos se basan en deformar las células ejerciendo una fuerza sobre
ellas, esto puede realizarse en liquido o solido, por ejemplo, sonicacion, pulverizacion con
mortero, centrifugacion con perlas de vidrio, de metal, congelacion etc. Los métodos
quimicos consisten en la adicion de soluciones que penetran en la célula y por lo general
crean una desestabilizacion osmética, haciendo que la célula se hinche y estalle su
membrana, generalmente estas soluciones llevan un tampon, que logra mantener el pH
ligeramente alcalino y asi minimizar el dafio al ADN. Al disolver la membrana permite que
los demas componentes celulares se separen y ayuda a la solubilizacién de las proteinas
obstaculizando la interaccion lipido-lipido y proteina-proteina. Por otro lado, los métodos
enzimaticos se basan en adicionar enzimas que degraden de forma selectiva componentes
de las membranas celulares como lisozima, glucanasas, liticasas y proteasas, entre otras
(Pinilla-Bermudez, 2019). Dependiendo de las necesidades de la muestra se pueden elegir
uno de estos métodos o utilizarlos todos en conjunto, de manera que se logré una correcta

liberacion de los acidos nucleicos.
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6.5.2. Remocion de proteinas y contaminantes.

Luego de liberar el ADN, es necesario separarlo de otros materiales contaminantes
como el ARN y las proteinas. Para lograr esto, se utilizan soluciones desnaturalizantes y
precipitantes, con el fin de clarificar y purificar el ADN. Dado que la pureza del ADN es
fundamental para los procedimientos de biologia molecular e ingenieria genética, es crucial
eliminar todos los residuos celulares y contaminantes, como lipidos, carbohidratos, proteinas

y sales, ademads de otros iones presentes en el medio (Pinilla-Bermudez, 2019).

Se necesita poder tener una clara separacion del ADN y los demas componentes
celulares, para este propdsito generalmente se utilizan compuestos toxicos como el fenol o
cloroformo, sin embargo, actualmente se pueden separar aprovechando las propiedades de

materiales como la silica, lo cual brinda un método més sencillo y no toxico (Dowhan, 2012).

6.5.3. Precipitacion de ADN.

Luego de extraer eficazmente la solucion que contengan el ADN, se debera agregar
alcohol absoluto, sea etanol o isopropanol, en presencia de estos compuestos el ADN se
enrolla y precipita, dejando los demds componentes celulares que son solubles como

oligonucleotidos, nucledtidos, sales y otras impurezas (Pinilla-Bermudez, 2019).

La precipitacion se realiza generalmente a temperaturas bajas (-20°C), aunque con
el isopropanol puede realizarse a temperatura ambiente. Nugroho et al. (2022), menciona
que la temperatura de la incubacion afecta en la calidad de ADN, ya que si bien las
temperaturas bajas dan como resultado mayor concentracion de ADN también hay mayor
probabilidad de contaminacion, por el contrario, la temperatura ambiente puede disminuir

la concentracion, pero aumenta la pureza del ADN extraido.
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Si la cantidad de acido nucleicos es baja se puede agregar compuestos que faciliten
su precipitacion como glucogeno, el cual forma una “red” que arrastra al ADN. Finalizado
el tiempo de precipitacion (puede variar desde unas cuantas horas hasta toda la noche) se
realiza una centrifugacion para que el ADN se deposite en forma de pellet al fondo del tubo

y se desecha el sobrenadante (Salazar et al., 2013).

6.5.4. Lavado de ADN.

Esta solucion de lavado cumple una funcion crucial en el proceso de purificacion.
Generalmente se realiza con etanol al 70% ya que el ADN es insoluble en este compuesto,
por lo tanto, elimina solamente las sales que hayan quedado en contacto con el ADN después
de su extraccion y purificacion inicial, Sin embargo, es importante realizar el lavado de
manera rapida y cuidadosa, ya que el 30% de agua presente en la solucion podria, en caso
de una exposicion prolongada, disolver parcialmente el ADN precipitado (Pinilla-

Bermudez, 2019).

Los lavados se realizan minimo dos veces y varia dependiendo del tipo de muestra
utilizada. Luego de eliminar el sobrenadante de alcohol, se seca el pellet, ya sea a
temperatura ambiente o en un horno a no mas de 60 °C, con el fin de que los alcoholes

utilizados se evaporen correctamente (Salazar et al., 2013).

6.5.5. Resuspension

Una vez seco se agrega una solucién acuosa, para disolver el pellet de ADN y
preservarlo. Se deben utilizar soluciones libres de ADNasa o amortiguadoras como TE (Tris

EDTA) si se requieren conservar por mucho mas tiempo. La cantidad generalmente es de 50
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-100 pl, lo minimo para conservar una concentracion adecuado y lo suficiente para una

disolucion total del ADN (Salazar et al., 2013).

6.6. Principales componentes de los protocolos de extraccion

6.6.1. CTAB (Bromuro de cetiltrimetilamonio)

CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio), es un detergente cationico compuesto por
una larga cadena hidrofobica de hidrocarburos y una cabeza hidrofilica que en contacto con
el agua forma estructuras esféricas llamadas micelas por la unién de sus partes hidrofobicas.
La primera funcion del CTAB al tener contacto con las células es secuestrar los lipidos de la
membrana bioldgica para liberar el contenido celular junto con el ADN del nucleo. Una vez
liberados los metabolitos secundarios y polisacaridos complejos propios de una célula
vegetal el CTAB junto con otros productos quimicos puede impedir que se coprecipiten con

el ADN (Heikrujam, Kishor y Behari-Mazumder, 2020).

En presencia de polisacaridos, el CTAB ayuda a la extraccion de ADN ya que debido
a sus propiedades pueden formar un complejo con el ADN ayudandolo a precipitar en un
medio con baja fuerza idnica y afiadiendo altas concentraciones de sal se vuelve insoluble
con las proteinas y demas polisacaridos acidos promoviendo que el ADN se pueda aislar

facilmente (Varma, Padh y Shrivastava, 2007).

Ahora bien, el CTAB se considera un inhibidor de la PCR y puede intervenir en la
concentracion de ADN cuando se mide con espectrofotometria, dando resultados falsamente
altos, por lo que se requiere una limpieza adecuada del compuesto al finalizar el proceso de
extraccion (Schenk, Becklund, Carey y Fabre, 2023).
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6.6.2. NaCl (Cloruro de sodio)

El cloruro de sodio es una sal i6nica, el cual puede participar en reacciones de
intercambio i6nico, neutralizacion, precipitacion entre otras. La principal funcion de este
compuesto es ayudar a lisis celular por medio de osmosis, el cual es un proceso en el cual la
célula se hincha y estalla en solucion hipotdnica o se encoge y se arruga en solucion
hipertonica (Jadhav, Raja y Natesan, 2015). También fomenta la separacion de las proteinas,
ya que en presencia de altas concentraciones la solubilidad de las proteinas disminuye por
la interaccion de los aminoacidos hidrofilicos con los atomos de sal, los cuales no permiten
que se una a las moléculas de agua logrando finalmente que se enlacen entre ellos mismos

y formen un enlace hidrofobico que precipita (Pinilla-Bermudez, 2019).

Se ha reportado también que concentraciones de mas de 0.5M en conjunto con el
CTAB ayuda a precipitar los polisacaridos (Heikrujam et al., 2020). Adicionalmente, evita
la desnaturalizacion del ADN ya que los iones Na+ de la sal se atraen y se unen a los iones
negativos de fosfato, lo cual también afecta la solubilidad del ADN en el tampon de

extraccion (Aggarwal, Edhigalla y Walia, 2022).

6.6.3. Tris (Tris(hidroximetil)aminometano)

Su férmula molecular es (HOCH:2);CNHa., tienen tres alcoholes primarios y un grupo
amina (Jadhav et al., 2015). Es un compuesto que se utiliza como amortiguador quimico con
el fin de mantener un pH estable en el proceso de extraccion de ADN, por lo general conserva
el pH alcalino de 8 (Aggarwal et al., 2022). Esta capacidad es especialmente util ya que
cuando se libera el material citoplasmatico en la lisis el pH se altera y por consiguiente

reduce la estabilidad de los acidos nucleicos. Ademas, cuando se ajusta a pH 8 con el HCI1
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termina con una composicion de base y acido conjugado débil lo cual aumenta atin mas la

permeabilidad de la pared celular (Heikrujam et al., 2020).

6.6.4. EDTA (Acido etilendiaminotetraacético)

El acido etilendiaminotetraacético (EDTA) tienen la capacidad de secuestrar los
iones de magnesio y calcio, los cuales con cofactores importantes en la actividad de las
enzimas DNasa y RNasa (Aggarwal et al., 2022). Ademas, los iones de Mg+2 juegan un
papel importante en la formacion de grandes complejos macromoleculares como el
nucleosoma y los iones de Ca+2 son parte de cementacion de capa media de la pared celular,
por estas razones la presencia del EDTA ayuda a interrumpir y desestabilizar estas

estructuras (Jadhav et al., 2015).

6.6.5. SDS (Dodecil sulfato de sodio)

Es un detergente anfifilico es decir posee una parte hidrofilica y otra hidrofobica
dentro de su estructura. Esta propiedad permite que forme complejos con proteinas y
polisacaridos, lo cual permite eliminar estos componentes de alto peso molecular (Schenk
etal., 2023). Al unirse a las proteinas el SDS evita que estas se unan al ADN lo cual facilita
la separacion y purificacion del ADN del resto de los componentes celulares y ayuda al ADN

a mantenerse en suspension en la solucion.

6.6.6. Proteinasa K

La Proteinasa K es una enzima hidrolizadora de proteinas, su funcidn principal es
romper los enlaces peptidicos desnaturalizando asi las histonas e inactivando a las DNasas

y RNasa en los lisados celulares, lo cual beneficia la obtencion de ADN de alto peso
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molecular (Varma et al., 2007). Su utilizacion puede variar desde 1% de Img/mly el 0.625%

20mg/ml en el tampon de lisis (Schenk et al., 2023).

6.6.7. p -mercaptoetanol

El B-mercaptoetanol (HOCH>CH2SH) es un antioxidante que se utiliza
principalmente en conjunto con CTAB para obtener ADN de calidad de organismos
vegetales que poseen compuestos fenolicos. Este quimico reduce los enlaces disulfuro de
las proteinas globulares desnaturalizdndolas a nivel de estructura terciaria y cuaternaria y asi

evitando que se disuelvan en el agua de la solucidon de extraccion (Heikrujam et al., 2020).

Ademas, este compuesto evita la polimerizacion de los taninos, los cuales
contaminan el ADN durante su aislamiento al igual que los polisacaridos (Varma et al.,
2007). La mayoria de los protocolos utilizan entre el 0,2 y el 0,5%, de B-mercaptoetanol

(Schenk et al., 2023).

6.6.8. Fenol

El fenol es un disolvente organico por lo tanto no se mezcla con el agua y
generalmente se utiliza en combinacion con el alcohol isoamilico y cloroformo para ayudar
a la purificacion del ADN. Cuando se afiade el fenol a la muestra los componentes celulares
no polares se fraccionaran en el fenol, mientras que los polares se quedaran en el agua. El
ADN al ser polar no es soluble en el fenol, por otro lado, las proteinas tienen grupos polares
y no polares a lo largo de su cadena de aminoacidos, los enlaces que forman esta cadena se
rompen en presencia de fenol haciendo que la proteina se desnaturalice y se despliegue.
Ademas, la combinacion de fenol: cloroformo limita la formacién de complejos de ARN

19
Permiso MAATE -DBI-CM-2022-0264.



insolubles y reduce la presencia de poli A y ARNm en la fase organica (Heikrujam et al.,

2020).

La solucién de fenol con el buffer se somete a centrifugacion para separar los
componentes en tres fases: acuosa, interfase y fase organica. El ADN se encontrara en la
fase acuosa y las proteinas y demés componentes celulares se localizaran en la interfase, por
lo tanto, se retira con una pipeta la fase acuosa y se coloca en otro tubo para seguir con la
precipitacion del ADN o repetir la extraccion si es necesario hasta eliminar todas las

proteinas de la solucion (Bermudez, 2019).

Ahora bien, es importante recalcar que solo se debe usar fenol neutro ya que el fenol
acido se convierte en quinonas por oxidacion y forma radicales libres que degradan el ADN,

el tono de color rosa indicara que el fenol se ha vuelto acido (Jadhav et al., 2015).

6.6.9. Cloroformo

También llamado tricolometano (CHCls), es un disolvente hidrofébico (no polar) en
el que se disuelven las proteinas y lipidos no polares, promoviendo la separacion de estos
desechos celulares de forma que el ADN quede aislado en la fase acuosa. El cloroformo
tiene una mayor densidad que el agua por lo tanto se puede visualizar una separacion de
fases mas nitida. Ademas, al ser volatil no interfiere en los procesos posteriores (Heikrujam

et al., 2020).

6.6.10. Alcohol isoamilico.

El alcohol isoamilico (C sH 120) se anade al cloroformo, para evitar que este forme

espuma (fosfeno gaseoso) en la interfase de la solucion de extraccion, la cual interfiere con
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el ADN y dificulta un correcto aislamiento. Este compuesto se considera alifatico es decir
no se mezcla en solucidn acuosa y logra estabilizar la interfase entre la capa organica y
acuosa. Ademads, ayuda a inhibir la actividad de ARNasa y a prevenir la solubilizacién de
porciones de poli A con ARNm, en consecuencia, aumenta la pureza del ADN (Heikrujam

et al., 2020).

6.6.11. Isopropanol/ Etanol

El isopropanol y el alcohol se utilizan para precipitar el ADN luego de su extraccion.
Estos compuestos tienen la capacidad de romper la cadena de hidratacién que forma el agua
con el ADN, ademas también precipita de forma selectiva, ya que el ARN tiene 2oh
adicionales que forman un enlace mas fuerte con el agua por lo que permanece soluble. El
etanol tiene una menor capacidad de reduccion dieléctrica por lo cual se tiende a utilizar mas
volumen (2.5 volimenes) que el isopropanol (0.7 volumenes). Generalmente se utiliza
isopropanol/etanol frio, sin embargo, algunos investigadores han reportado que a

temperatura ambiente se reduce la precipitacion de polisacéaridos (Jadhav et al., 2015).

6.7. Evaluacion de calidad del ADN

6.7.1. Importancia de la calidad e integridad del ADN.

A pesar de realizar correctamente los pasos de extraccion de ADN, el producto no
siempre esta libre de contaminantes, ya que algunos compuestos son dificiles de extraer y
requieren de multiples pruebas para alcanzar una alta calidad. Por ello, son necesarias
medidas cuantitativas que establezcan la calidad del ADN. Los compuestos organicos y
solventes que no se eliminan en los lavados representan unos problemas para las posteriores

técnicas de analisis en los que se utilice la muestra (Salazar et al., 2013).
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Seglin Green y Sambrook (2018), es necesario conocer la cantidad de ADN presente
en la muestra para lograr un nivel deseado de precision, reproductibilidad y eficiencia de
muchas de las técnicas utilizadas en biologia molecular. los compuestos fenolicos y
polisacaridos que presentan algunas especies podrian ser un factor que cauce deficiencias en
los procesos de secuenciacion, ya que estas sustancias interfieren con la transcriptasa inversa
dependiente de ARN, la ADN polimerasa, las actividades de endonucleasa de restriccion del
ADN (Japelaghi, Haddad y Garoosi, 2011) Cada dia las técnicas van avanzando, pero
también se hacen mas sensibles a contaminantes por lo que se cree que una de las mas
grandes limitaciones del futuro de la genética va a ser conseguir ADN no fragmentado y de

alta calidad (Shenck et al., 2023).

Las técnicas mas utilizadas para medir la pureza, es la espectrofotometria, mientras

que la integridad se puede visualizar con electroforesis en gel de agarosa.

6.7.2. Fundamento de la espectrofotometria

La espectrofotometria consiste en la cantidad de luz UV que absorben las moléculas.
El ADN absorbe a una longitud de onda de 260nm debido a las bases nitrogenadas. Esta
longitud de onda absorbida es proporcional a la concentracion de ADN en la muestra y se

calcula con la siguiente formula:

Abs muestra x concentracion del patron = Concentracion del ADN

La concentracion patron se establece mediante una OD (densidad optica) medida a
260nm que corresponde a 50 pg/ml de ADN de doble cadena. Por otro lado, las proteinas
absorben la luz a 280 nm, es decir las lecturas a esta longitud de onda demuestran la

presencia de contaminantes proteicos o fendlicos. Por lo tanto, para medir la pureza en una
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muestra de ADN se debe conocer la relacion A260/280. Los valores de entre 1.8 a 2.0 se

consideran Optimos (Pinilla-Bermudez, 2019).

Ahora bien, medir la absorbancia en multiples longitudes de onda proporciona una
evaluacion mas completa de la pureza de la muestra de 4cidos nucleicos, ya que a 230 nm
se absorben fuertemente las longitudes para compuestos como sales de guanidina, iones
fenolato, tiocinatos, etc., y a 320 la absorcion puede ser causada por la presencia de materia

particulada lo que genera turbidez (Green y Sambrook, 2018).

En el espectrofotdémetro Nanodrop, se pueden medir volimenes muy pequefios de
muestras, utilizando la tension superficial que se crea en el pedestal. Lo cual permite medir
soluciones altamente concentradas a diferencia del espectrofotdmetro de cubeta que necesita
diluciones. Otra ventaja es la rapidez con la que se toman las lecturas y la facilidad de
limpieza, lo que a su vez permite analizar multiples muestras en poco tiempo (Green y

Sambrook, 2018).

6.7.3. Fundamento de electroforesis.

El objetivo de la electroforesis es la migracion de moléculas cargadas a través de un
campo eléctrico segun sus propiedades fisicoquimicas (Arakawa et al., 2022). La movilidad
de las moléculas responde a un modelo cinético, segiin Hanada (2020) “cuando una particula
cargada se coloca en un campo eléctrico, se acelera su velocidad aumenta hasta que su
resistencia se iguala a la fuerza eléctrica. Cuando la fuerza eléctrica y la resistencia se
igualan, la velocidad de la particula se vuelve constante, lo que a menudo se denomina

estado estacionario”.
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El ADN tiene carga negativa debido a los grupos fosfatos alojados en su estructura,
por tal razon en una electroforesis, las moléculas de ADN migraran hacia el polo positivo.
La velocidad y el patron de migracion del ADN dependerd de factores como el tamaio y la
conformacion de las moléculas de ADN, la concentracion, y el voltaje aplicado (Salazar et

al., 2013).

6.8. Las Diatomeas

Las diatomeas son un grupo diverso de microalgas unicelulares que se encuentran
ampliamente distribuidas en los ecosistemas acuaticos, tanto en aguas dulces como marinas.
Se caracterizan por tener una pared celular de silice, la cual puede formar estructuras
verdaderamente complicadas, algunas puedes ser alargadas, con simetria plana bilateral o
redondas con simetria radial. El esqueleto siliceo de las diatomeas se denominada frastula
que esta separado en dos secciones, la epiteca e hipoteca que se unen en forma de caja Petri.
La frastula puede estar perforada y tener una gran hendidura de lado a lado conocida como
rafe (diatomeas pennadas), desde el cual segrega mucilago para adherirse al sustrato o

desplazarse (Tiwari, Pandey, Show y Parameswaran, 2024).

Las diatomeas estdn presentes en todas partes, rios, océanos, lagos, pantanos,
superficies rocosas humedas e incluso en la piel de una ballena. Este grupo de microalgas
son importantes porque estan en la base de la cadena alimentaria de los organismos marinos
y son de las principales fuentes de oxigeno. Ademas, pueden ser utilizadas como indicadores
ambientales porque tienen requisitos ecoldgicos especificos, por lo que nos brindan
informacion sobre los cambios fisicoquimicos de un medio en particular (Kabiraj, Jyoti y

Goutam, 2022).
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Ademas de sus beneficios ecologicos, también tienen potencial biotecnologico como
la produccién de biocombustibles. Rabiee, Khatami, Jamalipour, Fatahi, Iravani y Varma
(2021) menciona que, la aplicacion de estos organismos a escala industrial necesita de
muchos mas estudios a nivel molecular incluyendo la modificacién genética, datos

metabolomicos y protedmicos etc.
6.8.1. Nitzschia sp.

Nitzschia sp. pertenece a las diatomeas pennadas, su célula tiene una forma alargada
y un rafe asimétrico a lo largo de uno de los margenes. Esta ampliamente distribuido en
ambientes de agua dulce o marinos y pueden vivir en forma solitaria o formando colonias
sobre un sustrato. Su coloracién es amarilla o parda. Segin WORMS (2024a), se clasifican
taxonémicamente de la siguiente manera:

Figura 1

Nitzschia sp. Codigo PM020
Filo: Heterokontophyta Y :

Clase: Bacillariophyceae

R
. . a . e
Orden: Bacillariales AN RS

> “;v B = &

Familia: Bacillariaceae "u ! N e

. . '. : R ‘ ~’
Género: Nitzschia 5 R A RS
(R, N A
Especie: Nitzschia sp. e
-

6.8.2. Cymbella sp.

Es una diatomea pennada asimétrica, generalmente curvadas, con un rafe excéntrico

y un margen dorsal més convexo que el ventral. Puede vivir en forma solitaria o formando
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colonias sobre un sustrato. Su color es amarillo o parda. Segitn WORMS (2024b) su

clasificacion taxondmica es la siguiente:

Filo: Heterokontophyta Figura 2
Cymbella sp. Codigo PM016.

Clase: Bacillariophyceae
Orden: Cymbellales
Familia: Cymbellaceae
Género: Cymbella
Especie: Cymbella sp.
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7. Marco Metodologico.

7.1. Extraccion de ADN total

7.1.1. Obtencion y preparacion de biomasa humeda y seca

Este trabajo se ejecutd en el laboratorio de biologia molecular del Centro de
Investigaciones Biotecnologicas de la UPSE. Las cepas utilizadas fueron de las diatomeas
Nitzschia sp. y Cymbella sp., aisladas desde la Peninsula de Santa Elena registrada con el
cédigo PMO020 y PMO16 respectivamente perteneciente al proyecto CUP:
91870000.0000.384095, que tiene el permiso del Ministerio del Ambiente, Agua y

Transicion Ecologica (MAATE): cédigo MAATE-DBI-CM-2022-0264.

La biomasa microalgal se recolectd mediante centrifugacion por 5 min a 3500 RPM,
se realizaron multiples lavados con solucion salina para eliminar el medio de cultivo y del
sedimento resultante una parte se congeld a 4°C y otra se secd en un horno de secado por
conveccion marca REBELK RS-70P a 37°C por 24 horas como recomienda (Kim y Kim,
2022). Se pes6 y coloco 50 mg de biomasa seca y 100-150 mg de biomasa himeda en tubos
Eppendorft para todos los protocolos de extraccion. Previo a empezar la extraccion las
muestras se lavaron con TE (10 mM Tris—HCI pH 7.6, 0.1 mM EDTA) para eliminar
impurezas como menciona Jagielski, Gawor, Bakula, Zuchniewicz, Zak y Gromadka,

(2017).

7.1.2. Preparacion de reactivos

Para la preparacion de los reactivos que se emplearon en los tres protocolos de

extraccion de ADN se siguieron las indicaciones de Singleton et al. (2018). Los tampones y
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soluciones que utilizan concentraciones molares se elaboraron a partir de la siguiente

formula:

Volumen(L) x Molaridad (M) x Peso de la formula = (g) del compuesto

Por otro lado, para las soluciones que utilizan porcentaje de concentracion primero
se convirtié el porcentaje deseado en numero decimal (multiplicando por 100) y se

multiplica el numero decimal por el volumen total deseado.

Se ajustd el pH utilizando pequenias cantidades de HCI para disminuirlo y NaOH

para aumentarlo hasta el valor deseado como se recomienda en Currents Protocols (2011).

7.1.3. Protocolos de extraccion

Los protocolos de extraccion se eligieron a partir de una buisqueda bibliografica
exhaustiva, se tomaron en cuenta principalmente aquellos que ya han sido utilizados en

Bacillariophyta.

7.1.3.1. Protocolo 1: NaCl modificado (Edwards, Johnstone y Thompson, 1991

modificado por Castillejos et al., 2022).

Se afiadi6 400 pl de tampon extraccion a la muestra y se mezcld por vortex durante
15 segundos, posteriormente se incubd a 90 °C con un bafio maria de marca Tissue Floating
Bath XH-1003 Premiere® por un lapso de 10 minutos. Se centrifugd la muestra a 13000
RPM durante 10 minutos, y a continuacion se tomd 350 pl del sobrenadante con una

micropipeta y se transfirié a un nuevo tubo.
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Al nuevo tubo se anadieron 300 pl de isopropanol frio, se mezclo y dejé reposar
durante 45 minutos a temperatura ambiente. Para eliminar el isopropanol, se realizé una
nueva centrifugacion a 13 000 RPM durante 10 minutos, y se descartd el sobrenadante
resultante. A continuacion, se afiadieron 500 pl de etanol al 70% al precipitado. Se despegd
el pellet de ADN y se centrifug6 a 13 000 RPM durante 10 minutos. Cabe mencionar que la
etapa de lavado se repiti6 de 2-4 veces dependiendo de la claridad del sobrenadante. Los
tubos fueron colocados en un horno de secado marca REBELK RS-70P para evaporar los
alcoholes durante aproximadamente 30 minutos a 37°C. Finalmente, se agregaron 50 pl de
agua ultrapura.

Tabla 1

Descripcion detallada de los reactivos y soluciones para el Protocolo NaCl

Reactivo Detalles
200 mM tris-HCl
Tampon de lisis 230 mM NaCl
25 mM EDTA
0,5% SDS
Agente de precipitacion Isopropanol 96%
Solucion de lavado Etanol 70 %
Solucion de resuspension Agua Ultrapure

7.1.3.2. Protocolo 2: CTAB modificado (Doyle y Doyle, 1987)

Primero, se afiadieron 500 ul de un tampdn 2x-CTAB precalentado durante 1 hora a
60 °C. A continuacion, la muestra se incub6d a 60°C durante 45 minutos en un bano maria
Tissue Floating Bath XH-1003 Premiere®. Posteriormente, se agregaron 500 pl de una
solucion de extraccion y se procedid a centrifugar la muestra a 14000 RPM durante 10
minutos. Se retiraron 300 pl del sobrenadante, los cuales se transfirieron a un nuevo tubo.
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Luego, se anadieron 200 pl de etanol al 95% y se mezclaron suavemente para
precipitar los acidos nucleicos durante 45 minutos. La muestra se centrifug6é a 13000 RPM
durante 2 minutos y se descartd el sobrenadante. A continuacion, se agreg6 el tampdn de
lavado y se agit6 suavemente para resuspender el pellet durante 10 minutos. La muestra se
centrifugd a 14000 RPM durante 10 minutos, se descarto el sobrenadante y se dejo reposar
en un horno de secado marca REBELK RS-70P durante 30 minutos a 37°C. Finalmente, el
pellet se resuspendi6 en 50 pl de agua ultrapura.

Tabla 2

Descripcion detallada de los reactivos y soluciones para el Protocolo CTAB

Reactivo Detalles
Tris-HCI 100 mM
NaCl 1,4 M
Tampon de lisis EDTA 20 Mm

CTAB al 2 %

B-mercaptoetanol 0,2%

Solucion extraccion Cloroformo: alcohol isoamilico 24:1
Agente de precipitacion Etanol 95%

Tampon de lavado Etanol 76% AcNa 3M

Solucién de resuspension UltraPure

7.1.3.3. Protocolo 3: SDS-Proteinasa K modificado (Jacobs et al., 1992)

Se adicionaron 450 pl de un tampon de lisis, 25 pl de SDS al 20% y 25 pl de
proteinasa K a un tubo Eppendorf. Las células se incubaron durante 2 horas a 60 °C con
agitacion intermitente en un bano maria Tissue Floating Bath XH-1003 Premiere®.
Posteriormente, se agregaron nuevamente 25 pl de proteinasa K y las células se incubaron

durante 40 minutos en las mismas condiciones.
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El lisado resultante se mezcld con 400 pl de una solucidon compuesta por fenol,
cloroformo y alcohol isoamilico 25:24:1. Esta mezcla se centrifugd a 3500 RPM durante
10 minutos, se transfiri6 el sobrenadante a otro tubo y se mezclé con una solucién de
cloroformo y alcohol isoamilico 24:1. Nuevamente, se realizé una centrifugacion en las

mismas condiciones y se transfirid el sobrenadante a otro tubo.

El ADN se precipitdé mediante la adicion de 30 pl de acetato de sodio y 300 ul de
1sopropanol. La solucion se enfrid en congelacion durante 45 minutos y luego se centrifugd
a 3500 RPM durante 30 minutos. Se elimino el sobrenadante y el precipitado se lavdé de 2 a
4 veces con etanol al 70%. Después de cada lavado, se realiz6 una centrifugacion a 3500
RPM durante 10 minutos y se elimin6 el sobrenadante. Finalmente, el pellet se seco en un
horno marca REBELK RS-70P a 37°C y se disolvio en 50 ul de agua ultrapura.

Tabla 3

Descripcion detallada de los reactivos y soluciones para el Protocolo SDS-PK.

Reactivo Detalles

TRIS-HC1 20 mM, pH 8,0
Tampon de lisis NaCl 100 mM

Na2EDTA 50 mm.
Solucion de lisis SDS 20%
Enzima Proteinasa K 10 mg/ml

Fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
Solucion de extraccion 1

25:24:1
Solucion de extraccion 2 Cloroformo: alcohol isoamilico 24:1
Agente de precipitacion Etanol 96 %
Solucion de purificacion Acetato de sodio 3M
Solucién de lavado Etanol 70%
Solucion de resuspension UltraPure
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7.1.4. Cuantificacion de la concentracion de ADN

Para comprobar la concentracion y la correcta extraccion de ADN de las muestras se
utilizd el espectrofotometro NanoDrop 2000 Thermo Scientific, siguiendo las
especificaciones propias de la casa comercial. En primer lugar, se realizé un “blanco” con
la misma solucion con la que se resuspendio el pellet de ADN (UltraPure Destilled Water de

Invitrogen) hasta que la concentracion fue 0.0 ng/ul y la absorbancia no mayor de A0.04.

La concentracion se calcula en base a la absorbancia de OD 260nm y su unidad de
medida es ng/ul, para el ADN el valor minimo de deteccion es 2 ng/ul y el maximo es 15000

ng/ul (Thermo Fisher, 2009).

7.2. Evaluacion de calidad del ADN

7.2.1. Espectrofotometria por NanoDrop 2000c

Para evaluar la pureza se toma en cuenta la relacion A260/280 de la lectura con
NanoDrop 2000 Thermo Scientific, con el fin de determinar contaminacion en la muestra 'y
la relacion 260/230 como medida secundaria para determinar perturbaciones por fenol y/o
sales. Se utilizo los criterios de (Banco Nacional de ADN Carlos III, 2020) y (Thermo Fisher,

2009). Los detalles de los criterios mencionados se pueden visualizar en la Tabla 4.
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Tabla 4

Criterios de validez de acuerdo con los parametros de calidad del espectrofotometro.

Analisis Parametro Criterios de validez

>1.8 -2.1 Pureza 6ptima
>1.6 - 1.7 Pureza aceptable
A260/280 Pureza <1.6 ADN contaminado con
compuestos aromaticos
>2.1 ADN contaminado con ARN
>2 — 2.2 Pureza Optima
A260/230 Pureza >1.8 Pureza aceptable
< 1.8 ADN contaminado.
Nota. Fuente: Banco Nacional de ADN Carlos 111, 2020.

7.2.2.  Electroforesis

Para evaluar la integridad del ADN se utilizo la técnica de electroforesis, la cual
consiste en provocar la migracion de ADN a través de un gel de agarosa mediante la
aplicacion de un campo eléctrico. El gel se preparo utilizando 1 g de agarosa en 100 ml de
buffer TAE 1X (Tris- Acetato EDTA), tal como se detalla en (Vinod, 2004), adicionalmente
se agregd 3 pl SYBR Safe al gel antes de verterlo en el molde. Una vez solidificado, se
transfirio el gel a la cdmara de electroforesis de marca Labnet Internacional, Inc y se agregd
aproximadamente 1.5 litros de TAE 1X teniendo en cuenta que el liquido cubra el gel. Por
ultimo, se cargaron los pocillos con una mezcla de 12 pl de muestra y 3 pl de azul de
bromofenol. Se conectd el equipo a la fuente de poder por 1 hora a 50 mA, luego se transfirid
el gel al transiluminador y se visualizaron los resultados con ayuda de la camara frontal del

moévil Samsung A33.
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Las imagenes fueron tratadas con IMAGEJ para mejorar la visualizacion de las
bandas. Para evaluar cuantitativamente las bandas se siguieron los criterios de Banco
Nacional de ADN Carlo III (2020), los cuales se pueden visualizar en la Tabla 5.

Tabla 5

Criterios y puntuacion estimado de acuerdo con la visualizacion de la banda.

Parametro Criterios de validez Puntuacion
Banda definida en la parte superior 3

del gel.

Integridad alta

Presencia simultanea de la banda en
parte superior del gel y un ligero
smear.

Integridad del Integridad adecuada

ADN Ausencia de banda definida y
presencia de smear concentrado en la
parte superior del gel.

Parcialmente degradado

Smear concentrado en la parte inferior
del gel. 0
Totalmente degradado

Nota. Banco Nacional de ADN Carlos III, 2020.

7.3. Relacion Costo-Tiempo

Para comparar el valor economico de cada protocolo, se tomd en cuenta el costo de
los reactivos quimicos, enzimas y material descartable utilizados como tubos Eppendorf 'y
puntas de pipetas (Nouws, et al., 2020). Se calcul6 la cantidad necesaria de cada componente
para procesar 100 muestras y se consider6 el valor en USD por unidad de extraccion. Cabe

mencionar que los precios fueron tomados de los catdlogos web de distribuidores oficiales.

El tiempo se estimo en base a los procedimientos de cada protocolo detallados en el

apartado 7.1.3 de este capitulo, a esto se sumo6 30 minutos de manipulacion por muestra y
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se agregd el tiempo promedio de secado (Martin, Moreno-Ruiz, Ruiz, Maria, Silenzi y

Bonano, 2017).

Para identificar el método mas eficiente en términos de la relacion entre costo y
tiempo se calculd el IECT (indice de la eficiencia costo-tiempo) siguiendo la formula

detallada por Wang, Dai, Tian, Wan, y Zhang (2019):

(C/Cmax) x (T/Tmax) = IECT

Donde:

C: costo estimado por extraccion de cualquier protocolo

e (Cmax: costo maximo estimado entre los tres protocolos

e T: tiempo estimado por extraccion de cualquier protocolo

e Tmax: tiempo maximo estimado entre tres protocolos

Si el resultado de la multiplicacion es 1, significa que el costo y el tiempo estimados
para el protocolo evaluado son iguales al costo maximo y al tiempo maximo estimados entre
los tres métodos. En otras palabras, el método en consideracion tiene la misma proporcion
de costo y tiempo que el peor caso posible. Si el resultado de la multiplicacion es mayor que
1, significa que el costo y el tiempo estimado para el protocolo evaluado son mas altos que
el costo y tiempo maximo estimados entre los tres métodos. Por el contrario, si el resultado
de la multiplicacion es menor que 1, significa que el costo tiempo estimados del protocolo
evaluado son mas bajos que el costo y tiempo maximo estimados entre los tres métodos

(Wang et al., 2019).
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7.4. Analisis estadistico

Para el anélisis estadistico se utilizo el Software R Studio. En primer lugar, se realiz6
la prueba de normalidad Shapiro-Wilk con el fin de identificar si los datos seguian una
tendencia normal y asi poder determinar la prueba estadistica mas confiable. Para todos los

analisis posteriores se utilizaron un nivel de significancia del 95%.

Los datos resultaron no paramétricos por lo cual se utiliz6 la prueba Mann-Withney
para determinar diferencias significativas entre muestra seca y himeda, y la prueba Kruskal-
Wallis para evaluar la diferencia entre protocolos de extraccion, adicionalmente se realizo
la prueba de Dunn con el objetivo de determinar qué pares de grupos difieren

significativamente entre si.
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8. Resultados

8.1.  Obtencion de ADN total a partir de tres protocolos de extraccion

Se logré extraer ADN total de Cymbella sp.y Nitzschia sp. aplicando los 3 protocolos
de extraccion (NaCl, CTAB y SDS-PK) con ambos tipos de muestra (Seca y Himeda). Se
realizaron 8 réplicas para cada protocolo y tipo de muestra, trabajando con un total de 48

muestras por especie.

Para verificar cada extraccion se cuantifico la concentracion de ADN, la cual se mide

en ng/pl. A continuacidn, se muestran los resultados por especie.

8.1.1. Cymbella sp.

Los resultados del analisis con el Protocolo NaCl indican que el grupo “Seca” tiene
una mediana de concentracion 2083.45 ng/ul, mientras que el grupo "Humeda" muestra una
mediana de 209.10 ng/ul. El estadistico dio como resultado un valor p = 0.0009, con lo
cual se demuestra que existen diferencias significativas entre estados de muestra, siendo la

muestra seca quien alcanzé una mayor concentracion de ADN (Figura 3).
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Figura 3

Concentracion de ADN de Cymbella sp. segun el estado de la muestra con el

Protocolo NaCl.
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En cuanto al Protocolo CTAB, el anélisis estadistico dio como resultado un valor p
= 0.0009 entre las medianas de las muestras “Secas “(923.40 ng/ul) y “Humeda” (296.10
ng/ul) lo cual corrobora que existen diferencias significativas entre el estado de las muestras,

siendo las muestras secas las de mayor concentracion de ADN. Véase Figura 4.
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Figura 4

Concentracion de ADN de Cymbella sp. segun el estado de la muestra con el

Protocolo CTAB.
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Para el Protocolo “SDS-PK”, en la Figura 5 se puede apreciar las medianas de las
muestras del grupo “Seca” (209.50 ng/ul) y “Humeda” (411.30 ng/ul). El valor estadistico
p = 0.01 demuestra que existe una diferencia significativa entre los estados de la muestra,

siendo la biomasa seca con la que mayor concentracion de ADN se obtiene.
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Figura 5
Concentracion de ADN de Cymbella sp. segun el estado de la muestra con el

Protocolo SDS-PK
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Para todos los protocolos las mejores concentraciones se obtuvieron de la biomasa
en estado seco. Ahora bien, para determinar el protocolo con el que se obtiene mayor
concentracion se realizo un analisis estadistico por separado para muestras secas y himedas.
En himedas, las medianas de los protocolos estuvieron entre 209,10 ng/ul — 296.10 ng/ul,
resultando ser el Prot CTAB el de mayor concentracion, pese a esto el valor estadistico p

fue de 0.69 determinando que no existen diferencias significativas entre los protocolos.

En cuanto a las muestras secas el valor p = 0.00017 indica que al menos uno de los
protocolos muestra diferencias significativas, el analisis entre pares revela que el Prot SDS-

PK difiere significativamente tanto del Prot NaCl (proim—qaj = 0.000123) como del
Prot_CTAB (Phoim-aaj = 0.01), mientras que no se encontraron diferencias significativas

entre los protocolos con CTAB y NaCl (Figura 6).
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Cabe mencionar, en la Figura 6 se observa que el rango intercuartilico (IQR) de

Prot_NaCl es notablemente mayor (IQR= 1656) que el IQR de los otros dos protocolos, lo

cual sugiere una mayor variabilidad de resultados en este grupo, lo cual hay que considerar

ya que muestra una menor consistencia y predictibilidad del protocolo.

Figura 6

Concentracion de ADN de Cymbella sp. entre protocolos de extraccion con muestra

seca.
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8.1.2. Nitzschia sp.

En lo que respecta a Nitzschia sp. la concentraciéon de ADN con el Protocolo NaCl
dio como resultado una mediana de 152.75 ng/pl para muestras himedas y 433.05 ng/ul
para muestras secas, siendo esta tltima el estado con el cual se obtiene mayor concentracion.
El valor p= 0.00136 muestra una clara diferencia significativa entre las medianas. Véase la

Figura 7.

Figura 7
Concentracion de ADN en Nitzschia sp entre estado de la muestra con el

Protocolo NaCl.
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La prueba estadistica entre las medianas del Protocolo CTAB
(Mey:163.4; Meg: 317.65) dio como resultado un valor p = 0.19, esto demuestra que no
existen diferencias significativas entre los estados de la muestra, pese a que la concentracion
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de ADN en el grupo “Humeda” es superior. En cuanto al Protocolo SDS-PK, la mayor
concentracion se obtuvo con muestras secas. No obstante, la prueba estadistica entre las
medianas (Mey: 94.35; Meg: 108.10) arrojo un valor p = 0.27 el cual revela que no hay
diferencias estadisticamente significativas entre los dos estados de muestra evaluados en

este protocolo.

En resumen, para el protocolo de CTAB y SDS-PK no se puede determinar si la
muestra seca supera a la himeda como ocurrié con Cymbella sp., debido a que en este caso
el estadistico no muestra diferencias significativas, sin embargo, para el protocolo de NaCl

la muestra seca fue estadisticamente superior a la himeda.

Se realiz6 un analisis individual por estado de la muestra para compararla entre los
3 protocolos. Para las muestras humedas, las concentraciones de ADN se ubicaron entre
94.35 ng/ul y 163.40 ng/ul, siendo el Prot CTAB el de mayor concentracion, sin embargo,
la prueba estadistica arrojé un valor p = 0.15 el cual es > 0.05 por lo tanto se establece que

no hay diferencias significativas entre protocolos.

Por otro lado, el anélisis de las muestras secas revela que existe al menos un grupo
con diferencias significativas (p = 0.00315). En la Figura 8 se observa que Prot NaCl es con
el que se obtienen mayor concentracion de ADN, y este tiene una diferencia estadisticamente
pronunciada con el Prot SDS-PK  (Ppoim-aaj = 0.00207) pero no con Prot CTAB.
Tomando en consideracion la informacidn expuesta, se puede determinar que para Nitzschia
sp. las mejores condiciones para extraer una mayor concentracion de ADN fueron en muestra
seca aplicando el protocolo basado en NaCl, seguido del CTAB. Es oportuno mencionar
que en la Figura 8 también se evidencia que el IQR del Prot SDS-PK es el menos disperso

(39.95), pero entre los protocolos con mayor concentracion, el IQR del protocolo NaCl
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(148.85) es ligeramente menor que el de CTAB (220,08), lo cual indica que los datos del

protocolo basado en NaCl son mas consistentes.

Figura 8
Concentracion de ADN en Nitzschia sp. entre protocolos de extraccion con

muestra seca.

xiruskal-Walhs(z) =11 52' p= 3.1 56-03- 22

ordinal

= 0.50, Clgsy, [0.39, 1.00], ngps = 24

PHoim-ad). = 2.07e-03

750 4

5001
Frnedian = 433.05

| Bmedan =317.65
2504

Concentracion ADN (ug/ml)

jueaiubis :umoys sieg ‘uung :1se) asimiied

—
@i 10810
0 -
. T 1 T
Prot_CTAB Prot_NacCl Prot_SDS-PK
(n=28) (n=28) (n=8)

Protocolo de extraccion

8.2. Calidad del ADN extraido

8.2.1. Pureza

La pureza del ADN extraido se analizé en funcién de dos criterios, la relacion
A260/280 como medida principal y A260/230 como medida secundaria para determinar la
pureza del ADN. Los rangos y denominaciones para los valores de ambas ratios se detallan

en el apartado 7.2.1. de metodologia.
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8.2.1.1. Cymbella sp.

En cuanto al Protocolo NaCl, la A260/280 tuvo una mediana de 1.78 para muestras
himedas y 1.98 para muestras en estado seco, siendo esta ultima la de mayor nivel. El valor
p = 0.00367 demuestra que si existen diferencias significativas entre estado de la muestra
(Figura 9). Cabe mencionar que la mediana de la muestra “Seca” se considera de “Pureza

optima”, mientras que para el grupo “Humeda” la mediana se considera “Pureza aceptable”.

Para el protocolo CTAB, la relacion A260/280 no posee diferencias significativas
entre estados de la muestra (p = 0.49). Siendo la mediana para las muestras Secas igual a
2.02 y para muestras himedas igual a 2.00. Ambos datos se consideran de “pureza 6ptima”.

Por lo tanto, este Protocolo funciona de forma correcta tanto para muestras secas como para

muestras humedas.

Figura 9
Relacion A260/280 en Cymbella sp. segun el estado de la muestra con el
Protocolo NaCl.
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En cuanto al Protocolo SDS-PK, la relacion A260/280 muestra diferencias
significativas (p = 0.001) entre estados de muestra, siendo la mediana de las muestras
himedas (Me = 2.02) mayor que la seca (Me =1.96). Sin embargo, en ambos casos se

considera una muestra con “Pureza 6ptima” (Véase Figura 10).

Figura 10

Relacion A260/280 en Cymbella sp. segun el estado de la muestra con el
Protocolo SDS-PK.
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La comparacion de los valores A260/280 entre los 3 protocolos para la muestra
Humeda revelan diferencias significativas (p = 0.00043). Con el andlisis entre pares se puede
apreciar que Prot NaCl difiere significativamente con Prot CTAB (pholm_ad = 0.0017)
y Prot SDS-PK  (Proim-aaj = 0.00151), siendo las medianas de estos ultimos

(Mecrap:2.01; Megps_pg: 2.02) superiores al de NaCl. Cabe mencionar que las medianas

46
Permiso MAATE -DBI-CM-2022-0264.



de Prot CTAB y Prot SDS-PK son consideradas de “pureza ¢ptima” (Ver Figura 11). En
cuanto al ratio A260/230, el valor de la mediana del Pro CTAB (1.77) es considerado el

menos contaminado y mds cercano a una “pureza aceptable”.

En la Figura 11 Se observa que el IQR de Prot NaCl (0.15) es el mas amplio de los
tres, mientras que el menor es del Prot SDS-PK (0.0175) el cual indica que los datos son

menos dispersos en este protocolo.

Figura 11
Relacion A260/280 de Cymbella sp. entre protocolos de extraccion con muestras

humedas

2)=15.50, p =4.30e-04, &

ordinal

Xiruskm_Wa,"s( =0.67, Clgse, [0.68, 1.00], nops = 24

Pholm-ag;, = 1.51€-03

PHoim-agj. = 1.70e-03

S

2.1 D

2

LT [72]

>IC 5

®

(o =201) = = &

2.0 o

o e

o« =

N =
o

© os)

Nl L

1.94 7
o

2 &

= N o

3

=

[7)

1.8 I}

B ﬁmeman =1.78 3,

=

0

[

2

1.7 l_U
T T T
Prot_CTAB Prot_NaCl Prot_SDS-PK
(n=28) (n=8) (n=8)

Protocolo extraccion

Por ultimo, para las muestras en estado seco, los valores de A260/280 sugieren que
no existe diferencia significativa entre las medianas de los protocolos, ya que tienen un valor
p = 0.07. Para A260/280 las medianas de todos los protocolos se consideran de “pureza
optima”, no obstante, en A260/230 la mediana de Prot NaCl y Prot CTAB se consideran

menos contaminadas y mas cercanas a una “pureza aceptable”. En la Figura 12 se pueden
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observar las medianas y la dispersion de los datos con respecto a ella, el protocolo NaCl
tiene un IQR (0.07) superior al del Prot. CTAB y Pro_SDS-PK, lo cual significa que ambos

protocolos tienen una mejor consistencia de los resultados.

Figura 12
Relacion A260/280 de Cymbella sp. entre protocolos de extraccion con muestras
secas.
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8.2.1.2. Nitzschia sp.

Para el Protocolo de NaCl, tanto en A260/280 como en A260/230 se evidenciaron
diferencias significativas entre muestra Himeda y Seca. El valor para A260/280 fue de p =
0.04, 1a mediana mas alta pertenece a las muestras secas (Me: 1.77), y para A260/230 ocurre
lo mismo, la mediana mas alta es de la biomasa seca (Me: 0.88). Cabe mencionar que en

A260/280 las dos medianas se consideran de “pureza aceptable”. Ver Figura 13.

Figura 13
Relacion A260/280 en Nitzschia sp. segun el estado de la muestra con el

Protocolo NaCl.
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Con respecto al protocolo CTAB, no se demostraron diferencias significativas entre
muestras secas y huimedas, siendo el p valor de A260/280 igual a 0.13. Es importante

destacar que para A260/280 las medianas (Mey:1.73; Mes: 1.84) de ambos tipos de
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muestras se consideran de “pureza aceptable” y “pureza 6ptima. En cuanto al protocolo
SDS-PK, los valores de las medianas en A260/280 no mostraron diferencias significativas
entre muestras secas y himedas con un p = 0.06 y ambas medianas 1.64 (hiimedas) y 1.70

(seca) se consideran de “pureza aceptable”.

Para muestras humedas la relacion A260/280 no revela diferencias significativas
entre sus medianas, ya que su valor p fue de 0.29. Sin embargo, cabe mencionar que el
protocolo de CTAB es el menos contaminado en A260/230. En la Figura 14 se muestra que
los datos en del protocolo CTAB son mas homogéneos respecto a la mediana y no tiene
valores atipicos muy alejados en comparacion con Prot NaCl y Prot CTAB, aunque el IQR
de los tres protocolos no difiere mucho entre si (IQRygc; = 0.12; IQRcorap =

0.16 5 IQRSDS—PK = 013)

Figura 14
Relacion A260/280 de Cymbella sp. entre protocolos de extraccion con muestras
humedas.
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Considerando las muestras secas, el A260/280 no muestra diferencias significativas
(p = 0.14), encajando la mediana del Prot NaCl y Prot SDS-PK como valores de “pureza
aceptable”, mientras que Prot CTAB tiene “pureza Optima”. Adicionalmente, para
A260/230 la mediana del Prot CTAB (1.43) es superior a los otros protocolos,
considerandose el menos contaminado. En la Figura 15., se muestra que la mediana del
Prot CTAB es mayor que Prot NaCl y Prot SDS-PK. En cuanto a la dispersion de los datos,
el IQR de los tres protocolos indica que el Prot NaCl (0.08) tiene una mejor distribucion

con respecto a la mediana que los otros protocolos.

Figura 15
Relacion A260/280 de Nitzschia sp. entre protocolos de extraccion con muestras

secas
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8.2.2. Integridad

Para realizar la electroforesis se escogieron las muestras que tenian las mejores
curvas de ADN y aquellas que cumplan o se acerquen a los parametros de calidad A260/280
Y A260/230. Para el Protocolo 1 NaCl (P1) se analizaron 9 muestras (Figura 16.), para el
Protocolo 2 CTAB (P2) se analizaron 12 muestras y por ultimo para el Protocolo 3 SDS-PK
(P3) se analizaron 6 muestras (Figura 17). En la Tabla 6 se muestran las calificaciones en

base a los criterios detallado en el apartado 7.2.2. de metodologia.

Tabla 6

Integridad, pureza y concentracion de ADN

Calificacion

ID Sample A260/280 Concentracion Integridad
P1CS1 2.07 2841.4 3/3
P1CS2 2.05 3390.9 3/3
P1CS3 1.97 864.9 3/3
P1CH2 1.85 327.5 3/3
P1CH3 1.87 277.2 373
PINS1 1.79 435 373
PINS2 1.91 868.8 3/3
P1NH2 1.71 93 2/3
PINH3 1.74 162.9 2/3
P2CS1 1.98 805.1 3/3
P2CS2 1.99 1687.3 3/3
P2CS3 2 530 373
P2CS4 2.1 765 373
P2CH1 1.97 399.4 3/3
P2CH2 2.07 390.3 3/3
P2CH3 2.05 195.9 373
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P2CH4 1.98 83.1 2/3

P2NS1 1.81 521 2/3
P2NS2 1.89 255.2 2/3
P2NH1 1.67 83.2 2/3
P2NH2 1.8 262.4 373
P3NS1 1.68 110.1 2/3
P3NS2 1.77 101.4 2/3
P3NH3 2.04 182 2/3
P3CS2 1.94 430.8 3/3
P3CH4 2.02 155.9 2/3
P3CS4 1.93 258.7 373

Los resultados nos indican una integridad entre alta y adecuada para todas las
muestras analizadas. Este hallazgo es consistente con los valores de pureza A260/280
obtenidos durante el analisis. Para el Prot NaCl el 77.7 % obtuvo una integridad alta,
mientras que el 22,2% una integridad adecuada. Por otro lado, el Prot CTAB consigui6 que
el 66.6% con integridad alta y el 33.3 % con integridad adecuada. Por tltimo, el Prot SDS-

PK consigui6 33.33% de integridad alta y 66.67% con integridad adecuada.
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Figura 16

Electroforesis en gel de agarosa 1% muestras del Protocolo NaCl

Nota. Las iniciales pertenecen al codigo de la muestra protocolo NaCl (P1),
especie Nitzschia sp (N) o Cymbella sp (C), estado de muestra seca (S) o
himeda (H), y numero de muestra.

Figura 17
Electroforesis en gel de agarosa 1%, muestras del Protocolo CTAB y SDS-PK

Nota. Las iniciales pertenecen al codigo de la muestra: protocolo CTAB
(P2) y SDS-PK (P3), especie Nitzschia sp (N) o Cymbella sp (C), estado
de muestra seca (S) o humeda (H), y numero de muestra.
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8.3.  Costos, tiempo y calidad

Segun los datos presentados en la Tabla 7., en términos de eficiencia por unidad, el
protocolo NaCl destaca tanto en tiempo como en precio. Ademads, este protocolo tiene el
indice de eficiencia de costo y tiempo (IECT) més bajo, lo cual nos indica una mejor relacion

entre el tiempo y el precio en comparacion con los otros protocolos.

Por otro lado, el protocolo SDS-PK tiene un IECT de 1, lo que indica que el tiempo
y el precio estan en la misma proporcion. Esto sugiere que el SDS-PK puede ser menos
eficiente en términos de costo y tiempo en comparacion con los otros protocolos analizados.
En resumen, al considerar la relacion entre el tiempo y el precio, el protocolo mas eficiente
es el NaCl, seguido por el CTAB. Por otro lado, el SDS-PK se posiciona como el menos

eficiente en este aspecto.

Sin embargo, en términos de pureza, el protocolo CTAB logrd destacar por tener una
pureza mads alta tanto en muestras himedas como secas en Cymbella sp. pero presentando
diferencias significativas con los otros protocolos solo en muestras himedas. De la misma
forma en Nitzschia sp, los valores de pureza de CTAB fueron mas altos en los dos estados
de muestra, pero las pruebas estadisticas no arrojaron diferencias significativas en ninguno
de los casos.

Tabla 7

Resumen del tiempo y costo requerido por protocolo

Precio $: Tiempo: Tiempo Precio
Protocolo 4 0gm 100 m /U $/U IECT
NaCl 23.07 7:45:15 3:15:15 0.23 0.06
CTAB 23.62 8:32:00 4:02:00 0.24 0.08
SDS-PK 207.54 10:25:00 5:55:00 2.08 1
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9. Discusiones, Conclusiones y Recomendaciones

9.1. Discusiones

Los resultados de este estudio proporcionan una evaluacion comparativa de los
protocolos de extraccion de ADN: NaCl, CTAB y SDS-PK aplicado a las microalgas
diatomeas Nitzschia sp. y Cymbella sp, tomando en cuenta el estado de la muestra analizada,
es decir seca o humeda. Con el objetivo de determinar un protocolo de calidad y cantidad
Optima tomando en cuenta ademas el precio y costo de cada uno de ellos para de esa manera

escoger un protocolo que sea eficiente y econémico.

Evaluacion de la cantidad y pureza del ADN obtenido a partir de los protocolos

utilizados.

Los resultados evidencian que el protocolo CTAB produjo los mejores rendimientos
a partir de muestras himedas en Cymbella sp. y Nitzschia sp. ya que presentan la mayor

concentracién de ADN de entre los tres protocolos en ambas especies (Mecym,: 296.10 ng/

ul y Meyit,: 163.4 ng/pl) aunque no presentan diferencias significativas en este aspecto.
De igual manera, la mediana de la pureza medida por la relacion A260/280 en Nitzschia sp.
(1.74) fue mayor pero no desde el punto de vista estadistico, en cambio para Cymbella sp.
la mediana (A260/280: 2.02) si fue estadisticamente mayor. Estudios anteriores de
extraccion de material genético en diatomeas como Asterionella Formosa 'y Chaetoseros sp.,
muestran valores de pureza similares, 1.98 y 2. 00 respectivamente (Puppo, Voisin y
Gontero, 2017; Zulkarnain etl al., 2021). En cuanto a concentracion, los resultados de este
estudio superaron a los hallazgos de Zulkarnain et al., (2021), quien logr6 obtener 93.9 ng/ml
de material genético, debido probablemente a que en el presente estudio si se utilizé B -

mercaptoetanol, mientras que Zurkarnaim lo excluyd. El B-mercaptoetanol es un poderoso
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antioxidante que evita la degradacién del ADN (Heikrujam et al., 2020). Esta propiedad es
especialmente importante cuando se utilizan microalgas con un alto contenido de
metabolitos oxidantes (Acido galico, catequina, epicatequina, acido clorogénico, apigenina
y Kaempferon) como las diatomeas (Santana-Casiano, Gonzalez-Davila, Gonzalez, Rico,

Loépez y Martel, 2014; Mateos, Pérez-Correa y Dominguez, 2020).

Con respecto al protocolo NaCl, las medianas de los datos con biomasa humeda para
concentracion se ubicaron en segundo lugar tanto para Cymbella sp. (Me:209.10 ng/pl)
como para Nitzschia sp. (Me: 152.75 ng/ul) En cuanto al nivel de pureza los datos ubican
a NaCl como el tercer mejor protocolo para Cymbella sp. (Me: 1.78) y el segundo para
Nitzschia sp. (Me: 1.70). Este protocolo ha sido utilizado con diatomeas epiliticas de agua
dulce en Ecuador con éxito para investigaciones moleculares posteriores de barcoding
(Ballesteros, Castillejo, Haro, Montes, Heinrich y Lobo, 2020; Haro, 2019; Teran, 2019;
Castillejos et al., 2022), y aunque estos estudios no presentan datos de pureza y
concentracion relacionados al protocolo, no se mencionan que hayan tenido inconvenientes
con la utilizaciéon de este a excepcion de Teran (2019), quien modificd el protocolo
agregando perlas de vidrio y mencioné que los resultados en cuanto a calidad y cantidad de
material genético reflejada en las relaciones 260/280 y 260/230 no fueron consistentes y no
se pudieron replicar entre diferente tipos de muestras, cabe mencionar que este autor
concluye que los resultados se pueden atribuir a factores inherentes a la muestra ya que se

probo a la vez un kit comercial y el rendimiento fue el mismo.

Ahora bien, este protocolo es principalmente utilizado en extraccion de ADN con
plantas por lo que hay mas informacién en estos organismos. Alexander (2016), compard el
protocolo NaCl con otros tres (Kit, Cloroformo y fenol ) para extraccion de ADN en

Osmanthus via, los resultados indicaron que el método NaCl produjo concentraciones mas
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altas que cualquier otro protocolo (1174 54,1 ng), pero las proporciones A260/280 fueron
las mas bajas, aunque llegaron a alcanzar 1,8 que se considera “ADN puro”, sin embargo
los espectros de absorbancia en 230 nm indicaron contaminacion, por lo cual el autor
evidenci6 un color oscuro en la elucion. Estos resultados son similares a los expuestos en
este estudio ya que si bien los valores de la relacion A260/280 alcanzaron una “Pureza
optima” tanto para Nitzschia sp, como para Cymbella sp., los valores en A260/230 con
biomasa hiimeda y seca en su mayoria se consideraron “ADN contaminado”, ademas
también de evidencid un color oscuro café en las extracciones de la muestras que se mantuvo
incluso después de multiples lavados, este color también se presentd con el protocolo SDS-
PK, pero no con el protocolo CTAB. Este color probablemente se debe a la interaccion con
los compuestos fendlicos presentes cominmente en las microalgas que se unen a las
proteinas y al ADN, lo cual hace estas muestras inservibles para aplicaciones moleculares

posteriores (Sharma, Khajuria y Verma, 2013).

En cuanto al protocolo SDS-PK, las medianas resultantes lo ubican en tercer lugar
en cuanto a concentracion y pureza (A260/280) de ADN en biomasa himeda para Nitzschia
sp. (Me:94.35 ng/ul; Me: 1.64), mientras que para Cymbella sp. se ubica por debajo del
protocolo CTAB con 209.5 ng/ul similar al protocolo NaCl, pero en cuanto a pureza (2.02)
se ubica en primer lugar al igual que CTAB. Este protocolo ha sido utilizado en otras
diatomeas para identificacion molecular como Chaetoceros sp. (Hiransuchalert et al., 2022;
Kutaku et al., 2023), Cylindrotheca fusiformis (Hildebrand, Dahlin y Volcani, 1998; Jacobs
et al., 1992), Synedra ulna (Marchenkov et al., 2018), Ulnaria y Fragilaria (Zakharova,
2023), en estos estudios no se reportaron problemas con relacién a la eficiencia del
protocolo. Sin embargo, Iwatani, Murakami y Suzuki (2004) mencioné que el protocolo no

fue eficiente con volimenes pequefios y ademds gran parte de la solucion se quedaba en los

58
Permiso MAATE -DBI-CM-2022-0264.



tubos en vez de recuperarse. Aunque cabe sefialar que en el estudio de Iwatani et al. (2004)
el buffer de lisis se modifico, este problema también se presentd en el estudio actual, aun
después de los dos tratamientos de extraccion la fase acuosa seguia siendo dificil de extraer
sin arrastrar la fase organica, lo cual pudo provocar que el producto resultante mostrara un
nivel de contaminacidn alto en la relacion A260/230 en ambas especies tanto en biomasa

seca como humeda.

Por otro lado, Chakraborty, Vijayan, Nair, Santra y Bhattacharya (2008) modifica el
protocolo SDS-PK agregando 2% B-mercaptoetanol al buffer de lisis, con lo cual logro aislar
ADN de buena calidad (1,15 £+ 0,66 - 1,94 + 0,03) y minima degradacion. Adicionalmente
Gaget, Keulen, Lau, Monis y Brookes (2017) en su investigacion seiala que el método SDS-
PK logro6 obtener un promedio de 1.70 + 0,26 en cuanto a la relacion A260/280y 7.8 + 3.4
ng pulL-1 en cuanto a concentracion. Estos datos son similares a los resultados de este estudio
en lo que a pureza respecta, pero difieren en concentracion, siendo esta superior en la
presente investigacion. Probablemente debido a las modificaciones que Gaget et al. (2017)
implementd, especialmente la reduccion del porcentaje de SDS en el buffer de lisis, ya que
este componente interfiere con las proteinas y ayuda a solubilizar las membranas celulares
permitiendo la liberacion el ADN (Schenk et al., 2023). Por lo tanto, una reduccion del

porcentaje utilizado pudo reducir a su vez el rendimiento de la extraccion de ADN.

Ahora bien, con biomasa seca los resultados de pureza (A260/280) no tuvieron
diferencias significativas entre protocolos, pero si en concentracion. El protocolo NaCl

destaco en concentracion con Nitzschia sp. y Cymbella sp.

(Mecym:2083.45 % y Meyt,: 433.05 %) ocupando el primer lugar, seguido del protocolo

CTAB que alcanzo el segundo lugar y el protocolo SDS-PK que ocupé el tercer lugar. Para

los tres protocolos la mayor concentracion de ADN se obtuvo de la biomasa seca, por lo que
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si lo que se requiere son altas concentraciones, este tipo de muestra seria una gran opcion.
Estos resultados concuerdan con los encontrados por Khanuja, Shasany, Darokar y Kumar
(1999), Khan, Irfan, Alam y Abdin (2007) y Sharma, Gill y Singh (2002), aunque cabe
mencionar que estos estudios se realizaron con plantas superiores. Ahora bien, las altas
concentraciones de ADN probablemente se deban a la también alta concentracion de células
que conforman la biomasa seca. Ademads, el proceso de secado puede eliminar ciertos
metabolitos secundarios que no son resistentes al calor (Chen, Chang y Lee, 2015), dejando
una muestra mas limpia y promoviendo una mejor extraccion de ADN. Sin embargo, las
extracciones con biomasa seca raramente se realizan en microalgas, debido al esfuerzo
requerido para obtener el peso necesario sumado al costo energético que conlleva una técnica
adecuada de secado (Kim y Kim, 2022) por esta razon en este estudio se utilizé 50 mg, es
decir la mitad de lo que se usd para la biomasa himeda, para de esta manera reducir las

cantidades requeridas.

Analisis de la integridad del ADN.

La integridad del ADN mediante electroforesis en gel de agarosa 1% se utiliza como
evaluacion complementaria de la calidad del ADN (Arakawa et al.,2022). Para los propositos
de este estudio se escogieron las muestras con mejor pureza (A260/280 y A260/230) de los
tres protocolos, siendo CTAB el que mayor nimero de muestras se evalud (12 muestras) en
las cuales se observaron bandas definidas. Resultados similares se obtuvieron en Kang,
Chanderbali, Lee, Soltis, Soltis y Kim (2023), en donde se compar6 CTAB con un kit
comercial, y fue el protocolo CTAB quien obtuvo bandas mas integras libres de

contaminantes.
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Por otro lado, Misque (2018), comparo¢ la eficiencia del protocolo NaCl con el kit
comercial PowerSoil® y concluyd que el método mas eficiente fue el protocolo NaCl ya que
se obtuvo una banda mas visible en el gel de agarosa mediante electroforesis a diferencia
del método basado en el kit, por lo tanto, eligié este protocolo para los posteriores estudios
de identificacion molecular de diatomeas. Los resultados del presente estudio concuerdan
con los hallados por Misque (2019) ya que 7/9 muestras tuvieron integridad alta y 2/9
integridad adecuada y ninguno degradado. En cuanto al protocolo SDS-PK, los resultados
arrojaron integridades de alta (2/6 muestras) y adecuada (4/6 muestras), similares al estudio
de Kaarunya, Sivagama, Somasundaram y Anantharaman (2016), aunque en este no se
utiliz6 fenol como componente del buffer de extraccion. En los tres protocolos, la especie
Nitzschia sp fue la que obtuvo los menores puntajes de integridad, aunque aun se
consideraron adecuados, lo cual concuerda con los valores de pureza, ya que estos apenas
alcanzaron 1.78 entre secas y himedas en comparacion con Cymbella sp. que alcanzo 2.02

en el A260/280.

Analisis de costos y tiempo empleado

El andlisis del tiempo y costo reveld que los protocolos NaCl y CTAB son mas
eficientes en este aspecto. El precio de los tres protocolos es considerablemente mas barato
en comparacion con los algunos kits comerciales, que pueden llegar hasta 10.88 € por
muestra, aunque la ventaja de estos radica en que requieren menos tiempo de ejecucion
(Nouws et al., 2020; Wang et al., 2019). El protocolo SDS-PK resultd ser el mas costoso
debido principalmente a la enzima Proteinasa K y el nimero de veces que se aplica, lo cual
también influye en el tiempo empleado. Cabe mencionar que los precios pueden variar en
funcion del pais, el tiempo y estado de la moneda. En general, se procur6 optimizar el tiempo

empleado de los protocolos estandarizando el tiempo de secado a 30 min, aunque esto puede
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llegar a variar dependiendo de la muestra, debido a que hay muestras que secan mas rapido
que otras, por lo que se recomienda ir revisando cada 10 min para evitar que el excesivo
secado del pellet de como resultado ADN dafiado de bajo peso molecular o que evite su
elucion (Shenck, et al., 2023). Otra etapa que considerar es el tiempo de preparacion de
soluciones y reactivos, que en este estudio no se toma en cuenta, pero que es fundamental

para una correcta extraccion tal como menciona Martin et al., (2017).

Analisis de la peligrosidad de los reactivos

De entre los tres protocolos de extraccion de ADN, el método NaCl fue el mas
amigable ya que no utiliza reactivos con un grado de peligrosidad alta. Por otro lado, el
protocolo CTAB hace uso de compuestos peligrosos como B-mercaptoetanol, cloroformo y
alcohol isoamilico, los cuales son altamente contaminantes (Chemos GmbH & Co.KG,
2024; NJ Department of Health, 2017; Reeb, 2023). El protocolo SDS-PK, también utiliza
cloroformo y alcohol isoamilico, pero adicionando fenol, el cual es un quimico toxico que
resulta peligroso de almacenar y eliminar, que ademas requiere de un equipo de proteccion
mas sofisticado como una cdmara de extraccion de gases o un respirador con filtro para
evitar inhalar los vapores que libera. Gaget et al. (2017), concuerda con la opinion sobre la
peligrosidad del fenol, pero ademés menciona que este agente no es indispensable en las
extracciones de ADN y puede ser omitido, como ocurrié en el estudio de Kaarunya et al.

(2016).

En resumen, para determinar un protocolo efectivo es necesario tomar en
consideracion tanto la calidad y concentracién, como los costos el tiempo e incluso la
peligrosidad de los reactivos. En este estudio las concentraciones alcanzadas por los tres

protocolos son adecuadas para la utilizacioén en posteriores aplicaciones moleculares (Banco
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Nacional de ADN Carlos III, 2020), sin embargo, tomando en consideracion todos los
criterios de calidad, CTAB fue el mas apropiado. Ahora bien, el protocolo NaCl es el mas
econdmico y seguro de realizar, sin embargo, este protocolo no logr6 separar adecuadamente
los metabolitos secundarios de las muestras produciendo un pellet oscuro que, si bien la
contaminacion no fue evidente por espectrofotometria, pudiera causar repercusiones a nivel
de otros analisis moleculares més sensibles, como en PCR o secuenciacion (Sharma et al.,
2012). CTAB es el protocolo mas recomendado por la literatura ya que al poseer B-
mercaptoetanol que, aunque es peligroso, puede reducir eficientemente la contaminacion
por metabolitos secundarios y tiene un corto tiempo de ejecucion. Precisamente por su
eficiencia se han realizado multiples pruebas con el objetivo de bajar la cantidad requerida
por este compuesto (Yee, Kumar y Muthusamy, 2018). Por lo tanto, la mejor opcion seria el
protocolo CTAB ademas de que es econdomico y menos peligroso en comparacion con el

protocolo SDS-PK que hace uso del fenol.

9.2. Conclusiones.

Se logrd extraer ADN total de Nitzschia sp 'y Cymbella sp. tanto en muestras secas
como huimedas, modificando y optimizando los protocolos NaCl, CTAB y SDS-PK. La

mejor concentracion de ADN para ambas especies se obtuvo en biomasa seca con los

protocolos NaCl(Mecypm: 2083.45 % y Meyt,: 433.05 % y CTAB

(Mecym: 923.40 % y Mey;e,: 317.65 % .

En cuanto a la pureza, no se encontraron diferencias significativas entre protocolos
para la biomasa seca, aunque CTAB result6 tener valores mas altos
(Mecym:2.00y Mey;;,: 1.84). En biomasa humeda, Nitzschia sp. no tuvo diferencias

significativas en la ratio A260/280, pero Cymbella sp. si se mostraron diferencias, pese a
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que en ambos casos la mayor mediana fue del protocolo CTAB
(Mecym:2.02'y Mey;:,: 1.74). Adicionalmente CTAB obtuvo la mayoria de las muestras
viables para utilizarse en electroforesis, las cuales se consideraron ADN integro con una

banda definida.

Con respecto a los costos y el tiempo, el mejor protocolo fue NaCl (IECT = 0.06),
seguido de CTAB (IECT =0.07) y por ultimo SDS-PK (IECT = 1). Teniendo en cuenta todos
los criterios evaluados en este estudio y dado que la pureza es de gran importancia para
multiples aplicaciones moleculares se puede concluir que, el protocolo CTAB es el mas
recomendado en la extraccion de ADN para ambas especies, seguido del protocolo NaCl y
el menos recomendado es SDS-PK. En base a lo antes expuesto, se acepta la hipotesis

verdadera y se rechaza la nula.

9.3. Recomendaciones.

Se recomienda seguir con la evaluacion y validacion de estos protocolos mediante la
aplicacion en diferentes analisis moleculares tales como secuenciacion, expresion génica y
filogenia. Ademads, es importante que se pongan a pruebas mas especies de diatomeas tanto
de agua dulce como salada para poder ampliar el conocimiento sobre este grupo de

microalgas.
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11. ANEXOS

Anexo 1
Resumen de las medianas y diferencias significativas en concentracion y pureza en Cymbella sp.
Humeda Seca
Protocolo  Conc. IQR Sig. A260/280 IQR Sig. A260/230 Sig.| Conc. IQR Sig. A260/280 IQR Sig. A260/230 Sig.
Prot_ NaCl  209.10 161.18 A 1.78 015 A 0.925 A | 208345 1656 A 1.99 0.07 A 1.84 A
Prot. CTAB 296.10 224.75 A 2.02 009 B 1.77 B | 92340 48145 A 2.00 002 A 1.78 A
Prot SDS-PK 209.50 28.925 A 2.02 0.02 B 1.49 C | 41130 10736 B 1.96 0.02 A 1.46 A
Anexo 2
Resumen de las medianas y diferencias significativas en concentracion y pureza en Nitzschia sp.
Humeda Seca
Protocolo Conc  IQR Sig. A260/280 IQR Sig. A260/230 Sig.| Conc IQR  Sig. A260/280 IQR Sig. A260/230 Sig.
Prot NaCl  152.75 65475 A 1.7 0.128 A 0.705 A | 433.05 14885 A 1.78 0.08 A 0.88 A
Prot. CTAB 1634 1834 A 1.74 0.168 A 1.075 A | 317.65 220.08 AB 1.84 012 A 1.425 B
Prot SDS-PK 9435 59.825 A 1.64 0.133 A 0.73 A | 1081 39925 B 1.71 01 A 1.015 AB
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Anexo 3

Detalle del costo de los componentes del protocolo NaCl.

Precio Cantidad

NaCl Detalles $ ar Valor/gr Valor/muestra
200 MM tris-HCI  32.24  100.00 0.32 0.00
250 mM NaCl ~ 208.62  2500.00 0.08 0.00
Tampoén 25 mM EDTA 24532 500.00 0.49 0.00
extraccion 0.5% SDS 161.47  1000.00 0.16 0.00

0,
'SOproﬁlfir(‘)O' %% 10533 100000 0.1 0.03
Solucion oo 0170 9% frio 2254 1400.00 0.02 0.03
lavada
Solucion Agua Ultrapure  57.19  1000.00 0.06 0.00
resuspension
Material Puntas de 20-200  7.39  1000.00 0.01 0.01
dosochable  Puntas de 100-100 862 500.00 0.02 0.09
Tubos ependorft ~ 16.17 500.00 0.03 0.06
SUMA  0.2306933
Anexo 4

Detalle del costo de los componentes del protocolo CTAB

Precio Cantidad

CTAB Detalles $ ar Valor/gr Valor/muestra

TR0 3224 10000 032 0.00
NaCl1,4M  208.62 2500.00 0.08 0.00
Tampon extraccion EDTA20 Mm 245.32 500.00 0.49 0.00
CTABal2% 600.00 5000.00 0.12 0.00
b- 12810 100000  0.13 0.00

mercaptoetanol
Cloroformo  219.60 2500.00 0.09 0.04
Solucidn de extraccion _Alcohc_)l 109.42  500.00 0.22 0.00

isoamilico

Solucidn de precipitacion Etanol 95 22.54  1000.00 0.02 0.00
Etanol 76 22.54  1400.00 0.02 0.01
Solucion de lavado Ac:ct)z:\jti% de 3084  500.00 0.06 0.01
Solucidn resuspension ultrapura 57.19 1000.00 0.06 0.00
P“”tazsoge 20- 739 100000  0.01 0.01
Material desechable puntaiéioe 100- 8.62 500.00 0.02 0.09
Tubos ependorft  16.17  500.00 0.03 0.06

SUMA  0.236266147
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Anexo 5

Detalle del costo de los componentes del protocolo SDS-PK

Precio Cantidad

SDS-PK Detalles $ or Valor/gr Valor/muestra
Tris-HCI 20
mM 3224 40000 032 0.00
NaCl 100
Tampon extraccion mM 208.62 2500.00 0.08 0.00
EDTA 50
Mm 24532 50000 049 0.00
20% SDS 161.47 1000.00 0.16 0.00
enzima Proteinasa K 270.00 5.00 54.00 1.35
Cloroformo 219.60 2500.00 0.09 0.02
alcohol
isoamilico 109.42 500.00 0.42 0.00
fenol 56.05 25.00 2.24 0.39
Solucion extraccion ~ Cloroformo 219.60  2500.00 0.09 0.02
Solucién precipitacion isopropanol 105.33  1000.00 0.11 0.03
Solucion lavada AcNa 30.84 500.00 0.06 0.00
Etanol 70 22.54  1400.00 0.02 0.03
Solucion resuspension ultrapure 57.19 1000.00 0.06 0.00
Puntas de 239
20-200 ' 1000.00 0.01 0.03
puntas de 8.62
100-100 ' 500.00 0.02 0.10
Tubos 16.17
Material desechable ependorft ' 500.00 0.03 0.10
SUMA 2.075618419
Anexo 6
Detalle de la duracion de los tres protocolos.
Paso NaCl CTAB SDS-PK
pre-prep 1:00:00
Incubacion 0:30:15 0:45:00 2:40:00
Centrifugacion  0:10:00 0:10:00 0:20:00
Precipitacion  00:45:00 00:45:00 00:45:00
Centrifugacion  0:10:00 0:02:00 0:30:00
Lavado 00:40:00 0:20:00 00:40:00
Secado 00:30:00 00:30:00 00:30:00
Manipulaciéon  00:30:00 00:30:00 00:30:00
Total 3:15:15 4:02:00 5:55:00
79

Permiso MAATE -DBI-CM-2022-0264.



Anexo 7 Anexo 8
Formacion de pellet después de la Realizacion practica del trabajo de

precipitacion de ADN con el protocolo NaCl investigacion. Extraccion de ADN

ESPECTOFOMETRO

Anexo 9

Realizacion de electroforesis. Carga de muestras.

-

%ﬁ':‘
lf“.
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