
 

UNIVERSIDAD ESTATAL PENÍNSULA DE SANTA ELENA 

FACULTAD DE CIENCIAS DEL MAR 

CARRERA DE BIOLOGÍA 

 

 

 

 

“COMPARACIÓN DE TRES PROTOCOLOS DE EXTRACCIÓN DE ADN 

 

EN MACROALGAS RHODOPHYTA CRECIDAS A LO LARGO DE LA 

 

ZONA INTERMAREAL ROCOSA DE BALLENITA-PENÍNSULA DE SANTA 

 

TRABAJO DE INTEGRACIÓN CURRICULAR 

 

PREVIO A LA OBTENCIÓN DEL TÍTULO DE: 

 

BIÓLOGO 

 

AUTOR: 

 

CONFORME PINCAY ÁNGELA MELINA 

 

TUTOR: 

 

BLGA. JANETH GALARZA TIPÁN PH.D. 

LA LIBERTAD- ECUADOR 

2024 

 

ELENA” 



UNIVERSIDAD ESTATAL PENÍNSULA DE SANTA ELENA 

FACULTAD DE CIENCIAS DEL MAR 

CARRERA DE BIOLOGÍA 

 

 

 

 

“COMPARACIÓN DE TRES PROTOCOLOS DE EXTRACCIÓN DE ADN EN 

 

MACROALGAS RHODOPHYTA CRECIDAS A LO LARGO DE LA ZONA 

 

 

 

 

TRABAJO DE INTEGRACIÓN CURRICULAR 

 

PREVIO A LA OBTENCIÓN DEL TÍTULO DE: 

 

BIÓLOGO 

 

 

 

 

AUTOR: 

 

CONFORME PINCAY ÁNGELA MELINA 

 

 

 

 

TUTOR: 

 

BLGA. JANETH GALARZA TIPÁN PH.D. 

 

 

 

 

LA LIBERTAD- ECUADOR 

2024 

 

INTERMAREAL ROCOSA DE BALLENITA-PENÍNSULA DE SANTA ELENA” 







 

 

DEDICATORIA 

 

Dedicado a Dios por permitirme estar aquí, darme una hermosa familia que me ama, y la 

resiliencia para cumplir con mis propósitos. Por poner en mi camino situaciones, lugares y 

personas correctas para aprender y cumplir mis objetivos, eternamente agradecida. ♥ 

 

Con mucho cariño a mi madre Shirley Pincay Gutiérrez y a mi padre Edwin Conforme Franco, 

por su lucha y esfuerzo de querer siempre lo mejor para mí, por llevarme en el camino del bien, 

aconsejándome y enseñándome a perseverar siempre. 

 

A mi hermanita Mia Belén, si bien comienza a explorar las sendas de la vida, me motiva cada 

día a ser un referente para ella. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

AGRADECIMIENTO 

 

Mis sinceros agradecimientos a la universidad Estatal Península de Santa Elena, a las 

autoridades y docentes de la Facultad Ciencias del Mar quienes han contribuido 

significativamente en mi formación profesional.  

 

A mi tutora Blga. Janeth Galarza Ph.D., por guiarme en la elaboración de este trabajo, por tener 

la disponibilidad, paciencia y confianza en todo momento, profundamente agradecida. 

 

A Guillermo Reyes por su motivación y orientación durante el desarrollo de esta investigación, 

de todo corazón gracias. 

 

A mis amigos y compañeros que me apoyaron durante la experimentación y toma de muestras.  

 

 

 

 

 

 

 







 

 

ÍNDICE 

RESUMEN .............................................................................................................................. III 

1. INTRODUCCIÓN .............................................................................................................. 1 

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ........................................................................... 4 

3. JUSTIFICACION ............................................................................................................... 6 

4. OBJETIVO GENERAL ..................................................................................................... 8 

5. OBJETIVO ESPECIFICO .................................................................................................. 8 

6. HIPOTESIS ........................................................................................................................ 9 

7. MARCO TEÓRICO ......................................................................................................... 10 

7.1. Ácidos nucleicos ...................................................................................................... 10 

7.2. Importancia del ADN en estudios moleculares ............................................................. 12 

7.3. Métodos de extracción de ADN .................................................................................... 13 

7.3.1. Método CTAB ........................................................................................................ 14 

7.3.2. Método pK-SDS ..................................................................................................... 14 

7.3.3. Método Salting-out ................................................................................................. 15 

7.3.4. Método Fenol-Cloroformo ..................................................................................... 15 

7.3.5. Kits Comerciales..................................................................................................... 16 

7.3.6. Extracción mediante Cloruro de Cesio (CsCl) ....................................................... 16 

7.4. Etapas de extracción de ADN........................................................................................ 17 

7.4.1. Lisis celular............................................................................................................. 17 

7.4.2. Aislamiento del ADN.............................................................................................. 18 

7.4.3. Precipitación ........................................................................................................... 18 

7.4.4. Lavado de ADN ...................................................................................................... 18 

7.4.5. Purificación ............................................................................................................. 19 

7.4.6. Resuspensión .......................................................................................................... 19 

8.5. Técnicas de cuantificación del ADN ............................................................................. 20 

7.5.1. Electroforesis .......................................................................................................... 20 



 

 

7.5.2. Espectrofotometría.................................................................................................. 21 

7.5.3. Fluorometría ........................................................................................................... 22 

7.5.4. PCR en tiempo real ................................................................................................. 23 

7.6. Extracción de ADN en macroalgas ............................................................................... 24 

8. MARCO METODOLÓGICO .......................................................................................... 26 

8.1.  Obtención de la muestra ............................................................................................... 26 

8.2. Procesamiento de muestras ........................................................................................... 27 

8.2.1 Identificación taxonómica convencional ................................................................. 27 

8.2.2. Preservación de muestra ......................................................................................... 28 

8.3 Extracción de ADN ........................................................................................................ 28 

8.3.1 Protocolo 1: Método universal NaCl ....................................................................... 30 

8.3.2 Protocolo 2:  Método enzimático............................................................................. 31 

8.3.3 Protocolo 3: Método CTAB ..................................................................................... 32 

8.4 Cuantificación del ADN ................................................................................................. 33 

8.5 Estimación de la integridad de ADN .............................................................................. 34 

8.6. ANALISIS ESTADISTICO .......................................................................................... 35 

9. ANÁLISIS E INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS ........................................ 36 

9.1. Identificación taxonómica de las macroalgas en estudio .............................................. 36 

9.2. Análisis de calidad del ADN entre protocolos .............................................................. 37 

9.2.1. Genero Corallina, muestras congeladas ................................................................. 37 

9.2.2. Genero Corallina muestras secas ........................................................................... 40 

9.2.3. Genero Acanthophora muestras congeladas........................................................... 42 

9.2.4. Genero Acanthophora muestras secas .................................................................... 44 

9.3. Calidad de ADN por método de preservación ............................................................... 47 

9.3.1. Protocolo CTAB frente al género Corallina ........................................................... 47 

9.3.2. Protocolo universal (NaCl) frente al género Corallina .......................................... 49 

9.3.3. Protocolo enzimático frente al Género Corallina ................................................... 50 



 

 

9.3.4. Protocolo CTAB frente al género Acanthophora ................................................... 52 

9.3.5. Protocolo universal (NaCl) frente al género Acanthophora ................................... 53 

9.3.6. Protocolo enzimático frente al Género Acanthophora ........................................... 55 

9.4. Integridad del ADN ....................................................................................................... 57 

10. DISCUSIONES............................................................................................................ 59 

11. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ........................................................... 65 

11.1. Conclusiones ............................................................................................................... 65 

11.2. Recomendaciones ........................................................................................................ 67 

12. BIBLIOGRAFÍA ......................................................................................................... 68 

13. ANEXOS ..................................................................................................................... 79 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ÍNDICE DE FIGURAS 

Figura 1: a) Estructura molecular de ADN (Martínez-Frías, 2010). b) Estructura molecular 

de ARN (Burriel, 2023)............................................................................................................ 11 

Figura 2: Puntos de recolección de muestras.......................................................................... 26 

Figura 3: Diseño de distribución de muestras con cada género de Rhodophyta .................... 30 

Figura 4: Concentración de ADN (ng/µL) de Corallina congelada por cada protocolo de 

extracción. ................................................................................................................................ 38 

Figura 5: Pureza de ADN (A260/A280) de Corallina congelada por cada protocolo ........... 39 

Figura 6: Concentración de ADN (ng/µL) de Corallina seca por cada protocolo de 

extracción. ................................................................................................................................ 41 

Figura 7: Pureza de ADN (A260/A280) de Corallina seca, por cada protocolo. ................... 41 

Figura 8: Concentración de ADN (ng/µL) de Acanthophora congelada, por cada protocolo 

de extracción. ........................................................................................................................... 43 

Figura 9:  Pureza de ADN (A260/A280) de Acanthophora congelada .................................. 43 

Figura 10: Concentración de ADN (ng/µL) de Acanthophora seca por cada protocolo de 

extracción. ................................................................................................................................ 45 

Figura 11: Pureza de ADN (A260/A280) de Acanthophora seca, por cada protocolo ........... 46 

Figura 12: Comparación de la concentración de ADN (ng/µL), de los métodos de 

preservación (seco y congelada) de Corallina mediante el protocolo CTAB.......................... 48 

Figura 13: Comparación de la Pureza de ADN, relación A260/A280, de los métodos de 

preservación (seco y congelada) de Corallina mediante el protocolo CTAB.......................... 48 

Figura 14: Comparación de la concentración de ADN (ng/µL), de los métodos de 

preservación (seco y congelada) de Corallina mediante el protocolo NaCl. .......................... 49 

Figura 15: Comparación de la Pureza de ADN, relación A260/A280, de los métodos de 

preservación (seco y congelada) de Corallina mediante el protocolo NaCl. .......................... 50 

Figura 16: Comparación de la concentración de ADN (ng/µL), de los métodos de 

preservación (seco y congelada) de Corallina mediante el protocolo enzimático .................. 51 

Figura 17: Comparación de la Pureza de ADN, relación A260/A280, de los métodos de 

preservación (seco y congelada) de Corallina mediante el protocolo enzimático .................. 51 



 

 

Figura 18: Comparación de la concentración de ADN (ng/µL), de los métodos de 

preservación (seco y congelada) de Acanthophora mediante el protocolo CTAB. ................. 52 

Figura 19: Comparación de la Pureza de ADN, relación A260/A280, de los métodos de 

preservación (seco y congelada) de Acanthophora mediante el protocolo CTAB. ................. 53 

Figura 20: Comparación de la concentración de ADN (ng/µL), de los métodos de 

preservación (seco y congelada) de Acanthophora mediante el protocolo CTAB .................. 54 

Figura 21: Comparación de la Pureza de ADN, relación A260/A280, de los métodos de 

preservación (seco y congelada) de Acanthophora mediante el protocolo NaCl. ................... 54 

Figura 22: Comparación de la concentración de ADN (ng/µL), de los métodos de 

preservación (seco y congelada) de Acanthophora mediante el protocolo enzimático ........... 56 

Figura 23: Comparación de la Pureza de ADN, relación A260/A280, de los métodos de 

preservación (seco y congelada) de Acanthophora mediante el protocolo enzimático. .......... 56 

Figura 24: Electroforesis en gel de agarosa ............................................................................ 58 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ÍNDICE DE TABLAS 

Tabla 1: Coordenadas de las respectivas estaciones dentro del área de estudio. .................... 27 

Tabla 2: Criterios de validez para estimar la calidad de ADN, mediante espectrofotometría 

(Banco ADN, 2020). ................................................................................................................ 34 

Tabla 3: Criterio de validez para estimar la integridad de ADN mediante electroforesis, de 

acuerdo con el Programa de Control de Calidad de Muestras de ADN y ARN ....................... 35 

Tabla 4:  Características de los géneros de Rhodophytas ....................................................... 36 

Tabla 5: Comparación de p values de los tres protocolos frente a Corallina congelada ........ 39 

Tabla 6: Comparación de p values de los tres protocolos frente a Corallina seca, ................ 42 

Tabla 7: Comparación de p values de los tres protocolos frente a Acanthophora congelada . 44 

Tabla 8: Comparación de p values de los tres protocolos frente a Acanthophora seca .......... 46 

 

 

ÍNDICE DE ANEXOS 

Anexo 1: Tabla de mediana estadística de concentración y pureza A260/A280 de ADN.................... 79 

Anexo 2: Limpieza de algas colectadas .............................................................................................. 79 

Anexo 3: Rotulación de tubos Eppendorf, antes de iniciar el proceso de extracción de ADN ............ 79 

 

 

 

 

 

 



 

I 

 

GLOSARIO Y SIMBOLOGÍA 

Tampón/buffer: Mezcla de diluciones amortiguadoras. Solución que resiste a variaciones 

drásticas de pH cuando se les añade ácidos o base. 

Smear: Bandas de ADN difusas y sin definición clara  

Incubación: Proceso en el cual, las muestras se encuentran a una determinada temperatura 

para conseguir una reacción. 

Resuspensión: Partícula asentada sobre una superficie y es levantada nuevamente suspendidas 

en el medio fluido aplicado  

µL: Unidad de medida, microlitros. 

ng: Unidad de medida, nanogramos. 

M: Molaridad. 

nm: Unidad de medida, nanómetros. 

mL: Unidad de medida, mililitros. 

cm: Unidad de medida, centímetros. 

°C: Unidad de medida, grados Celsius.  

rpm: Unidad de medida, revoluciones por minuto. 

β: Simbología beta. 
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ABREVIATURAS 

CTAB: Cetyl Trimethyl Amommonium Bromide (Bromuro de Hexadeciltrimetilamonio). 

SDS: Sodium Dodecilsulfate (Dodecilsufanato de Sodio). 

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reacción de la Cadena Polimerasa). 

ADN: Ácido Desoxirribonucleico. 

ARN: Ácido Ribonucleico. 

NaCl: Cloruro de Sodio. 

TRIS: Tris(hidroximetil) aminometano. 

EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético. 

PVP: Polivinilpirrolidona. 

MAATE: Ministerio de Ambiente, Agua y Transición Ecológica. 

T1: Protocolo de extracción CTAB. 

T2: Protocolo de extracción por NaCl. 

T3: Protocolo de extracción enzimático.  
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RESUMEN 

Con la llegada de las técnicas moleculares surge una evolución trascendental en el estudio de 

las especies, convirtiéndose en herramientas esenciales para efectuar diversas aplicaciones, la 

base para la aplicación de estas técnicas inicia con la obtención del ADN; este material genético 

debe ser de buena calidad para que no interfiera durante el proceso. Extraer el ADN del filo 

Rhodophyta es todo un reto, debido a que presentan una pared celular muy rígida, compuesta 

por polifenoles y polisacáridos, que interfieren en la liberación de los ácidos nucleicos; 

implementar un protocolo específico que nos permita lidiar con los compuestos y garantice una 

buena calidad, es indispensable. El presente estudio se llevó a cabo en la Universidad Estatal 

Península de Santa Elena (UPSE), donde, se analizó productos de ADN de dos géneros de 

macroalga Rhodophyta, mediante la aplicación de tres protocolos de extracción, determinando 

el de mejor calidad a través de espectrofotometría y electroforesis. Las muestras de 

Rhodophytas fueron identificadas como macroalgas del género Corallina y Acanthophora, el 

análisis estadístico mostró diferencia significativa (p < 0.05) entre los tres protocolos 

empleados, en ambos géneros de macroalgas, demostrando que el protocolo CTAB otorga 

mejor calidad; la mediana de concentración y pureza A260/A280 en el género Acanthophora 

fue (38.4 ng/µL y 1.97) y género Corallina (49 ng/µL y 1.93). Del mismo modo se evidenció 

diferencias significativas (p < 0.05) entre los métodos de preservación utilizados, siendo las 

algas secas con silica gel, las que mostraron mejores resultados. Finalmente, la integridad del 

ADN mediante electroforesis visualizada en un gel de agarosa al 1% mostró “integridad alta” 

en el género Corallina seca, mientras que en el género Acanthophora solo se logró visualizar 

bandas de ADN en el protocolo CTAB y método enzimático, acompañado de ligeros smear. 

 

Palabras claves: Extracción de ADN, Protocolos, Rhodophytas, Acanthophora, Corallina. 
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ABSTRACT 

With the advent of molecular techniques, a transcendental evolution in the study of species 

arises, becoming essential tools for various applications, the basis for the application of these 

techniques begins with obtaining DNA; this genetic material must be of good quality so that it 

does not interfere during the process. Extracting DNA from the phylum Rhodophyta is a 

challenge, because they have a very rigid cell wall, composed of polyphenols and 

polysaccharides, which interfere with the release of nucleic acids; implementing a specific 

protocol that allows us to deal with the compounds and guarantees good quality is 

indispensable. The present study was carried out at the Santa Elena Peninsula State University 

(UPSE), where DNA products from two genera of Rhodophyta macroalgae were analyzed by 

applying three extraction protocols, determining the best quality through spectrophotometry 

and electrophoresis. The Rhodophyta samples were identified as macroalgae of the genus 

Corallina and Acanthophora, the statistical analysis showed significant differences (p < 0.05) 

between the three protocols used, in both genera of macroalgae, demonstrating that the CTAB 

protocol gives better quality; the median concentration and purity A260/A280 in the genus 

Acanthophora was (38.4 ng/µL and 1.97) and genus Corallina (49 ng/µL and 1.93). Likewise, 

significant differences (p < 0.05) were evidenced between the preservation methods used, 

being the dry algae with silica gel, which showed better results. Finally, DNA integrity by 

electrophoresis visualized in a 1% agarose gel showed “High integrity” in the dried Corallina 

genus, while in the Acanthophora genus only DNA bands were visualized in the CTAB 

protocol and enzymatic method, accompanied by light smear. 

 

Key words: DNA extraction, Protocols, Rhodophyta, Acanthophora, Corallina. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Con la llegada de las técnicas moleculares como la Reacción en la Cadena 

Polimerasa (PCR), Microrrays de ADN, Hibridación in situ Fluorescente (FISH), entre 

otros, surge una evolución trascendental en el estudio de las especies, convirtiéndose 

en herramientas esenciales para efectuar diversas aplicaciones en distintos campos 

(Kim et al., 2021); la base para la aplicación de estas técnicas moleculares inicia con 

la obtención del genoma, este material genético debe ser de buena calidad para que no 

interfiera en el procedimiento. 

 

Actualmente existen diversos protocolos, unos más complejos que otros, esto 

va a depender del organismo al que se quiera extraer el ADN, para el caso de las algas 

Rhodophytas, se menciona que extraer el ADN de este filo, ha sido todo un reto (Fort, 

Guiry & Sulpice, 2018), y es por eso que  los investigadores utilizan buffers de 

extracción con cetyl trimethyl ammonium bromide (CTAB), buffers de dodecilsulfato 

sódico (SDS), cloruro de litio (LiCl), otros a base de enzimas como proteinasa K, 

ribonucleasas y celulasas,  como los que se han descrito en estudios de ( Hong et al., 

1995) (Wilson et al., 2016), estos métodos garantizan una alta calidad de ADN de alto 

peso molecular (Kumari, 2013), óptimos para posteriores procedimientos de análisis 

molecular, sobre diversas especies taxonómica con estructuras filamentosas y 

calcáreas, muy comunes en este filo. 
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La razón por la que las Rhodophytas necesitan protocolos eficaces se debe a 

que presentan una pared celular muy rígida, haciendo que se su ruptura sea 

complicada, obstaculizando la liberación de productos de interés; la pared celular de 

las algas rojas está compuesta generalmente por polifenoles y polisacáridos, que, si no 

se erradican al realizar el proceso de aislamiento genómico, puede inhibir las 

actividades enzimáticas (Sahu, Thangaraj & Kathiresan, 2012),   influyendo en 

trabajos futuros como amplificación del ADN, clonación, digestión enzimática, entre 

otros (Maeda et al., 2012) (Wilson et al, 2016). 

 

El conocimiento sobre la maquinaria molecular endógena de las Rhodophytas 

es limitado en comparación de las plantas superiores (García & Robaina, 2015) por lo 

que su estudio genético es sumamente importante para entender su estructura a nivel 

molecular, para llevar a cabo análisis exhaustivos como creación de códigos de barras 

de ADN, bibliotecas microsatelitales y realización completa de la secuencia del 

genoma (Ramakrishnan, Anwar & Mohandass, 2017). Las algas Rhodophytas al igual 

de que los otros grupos de macroalgas son parte esencial del ecosistema; fuente 

económica en varios sectores, pues desde hace varios años han sido utilizadas en la 

industria cosmética, alimentaria y acuícola; además de tener aplicaciones relevantes 

en la medicina y biorremediación. 

 

En el presente estudio se trabajó con dos géneros de macroalgas predominantes en 

distintas temporadas del sector Ballenita, provincia de Santa Elena en las que también se aplicó 
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diferentes tipos de preservación, esto nos ayudará a conocer si surgen diferencias del producto 

final cuando se realice la purificación de ADN; conocer esta información nos abre las puertas 

para avanzar con los estudios antes mencionados; permitiendo entender mejor la 

biodiversidad y relaciones ecológicas, ayudando en la conservación y manejo 

sostenible de estos recursos. El objetivo de esta investigación es analizar los productos de 

ADN resultante, mediante la aplicación de tres protocolos de extracción, determinando el de 

mejor de calidad para este tipo de filo Rhodophyta. 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Extraer el ADN en macroalgas Rhodophytas ha resultado dificultoso a lo largo 

de los años, debido a que las algas poseen una pared celular rígida donde presentan 

polisacáridos como agar, celulosa, xilano y otros mucilagos, que inhibe la liberación 

primaria de biomoléculas de proteínas y ficoeritrinas, además de generar viscosidad y 

soluciones acuosas. Por otro lado, estos polisacáridos hacen que intervengan en la 

calidad al momento de la extracción de ADN, lo que plantea la pregunta central de 

esta investigación: ¿Cuál es un método óptimo para obtener una buena calidad de ADN 

en este tipo de organismos Rhodophytas? 

 

En el mercado se encuentran presentes Kits comerciales de extracción de ADN 

vegetal, pero son costosos y muchas veces brindan baja concentración de ADN, debido 

a que utilizan columnas de sílice y al momento de eluir la muestra, la mayor 

concentración de ADN se suele quedar en estas columnas, mencionando también que 

estos kits comerciales solo son para un número limitado de muestras, lo cual no es 

favorable; es por eso que muchos investigadores se han visto en la necesidad de 

implementar y modificar métodos de extracción utilizando varios tipos de reactivos y 

equipos sofisticados, debido a esta variedad de protocolos se debe examinar los más 

notables para sugerir a la comunidad científica a la hora de trabajar con este tipo de 

filo, evitando los inconvenientes antes mencionados.  
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Por otro lado, el experimentar en muestras de distintos tipos de preservación 

es útil para determinar si estas técnicas interfieren en la calidad del ADN durante la 

extracción, optando por métodos de preservación más eficientes, estas técnicas 

generalmente se aplican cuando no se puede realizar el proceso de extracción de 

manera inmediata. En Ecuador mediante una revisión en los repositorios de las 

universidades, el estudio en macroalgas es escasa, las pocas investigaciones 

realizadas, se basan más, en el ámbito físico-químico y diversidad, pero en el área 

molecular no existe este tipo de investigación, manifestando poco entusiasmo sobre 

estos organismos, pudiendo explorar y sacarle el máximo provecho a estas especies 

marinas. 
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3. JUSTIFICACION 

Actualmente existen diversos protocolos de extracción en especies vegetales 

que a través de los años se han modificado en base a las necesidades de otros 

investigadores, pero conocer un protocolo específico que nos ayude a lidiar con los 

compuestos polisacáridos presentes en la pared celular de las macroalgas Rhodophytas 

y garantice una buena pureza y concentración, es crucial al momento de realizar una 

extracción de ADN, para  que no interfieran en estudios moleculares que se realizan 

posteriormente, todo esto con equipos que estén presentes en un laboratorio molecular 

básico y que cualquier área con interés en el estudio de las macroalgas pueda 

ejecutarlo. 

 

Esta información es una base para llevar a cabo diversas investigaciones en 

distintas áreas, por ejemplo, se podrían construir códigos de barras de ADN de 

macroalgas presentes en el país, que a su vez, se enriquecería o construiría  las 

bibliotecas microsatelitales de especies marinas; por otro lado, conociendo sus 

secuenciaciones completas, hace factibles los mejoramientos genéticos para adaptar 

macroalgas de interés comercial a sistemas de producción, también comprender como 

han venido evolucionando y adaptándose a los diferentes cambios ambientales, 

además de conocer la diversidad de especies existentes para el mismo género. 

 

Existen diferentes métodos de preservación de muestras para realizar estudios 

moleculares, implementar estos métodos de preservación en muestras de macroalgas 
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es muy indispensable, por una parte, porque están estrechamente relacionadas a los 

factores ambientales, es decir, son susceptibles a los diferentes cambios que pueden 

ocurrir en su medio y por esta razón estar ausentes, también, el que la especie de interés 

este presente, dependerá de la etapa de desarrollo en la que se encuentre. Por este 

motivo es ideal su preservación y conocer si interfieren en la calidad como producto 

final haciendo que el investigador elija un método óptimo, frente a investigaciones 

realizadas.  

 

A pesar de la deficiencia de información en Ecuador sobre este tipo de estudio, 

en otros países ya se han realizado investigaciones que pueden servir como base para 

seguir explorando y actualizando los protocolos en este tipo de organismos, así mismo, 

alentar a otros investigadores sobre el estudio molecular en estas especies marinas con 

alto potencial biotecnológico. 
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4. OBJETIVO GENERAL 

Analizar productos de ADN de dos géneros de macroalga Rhodophyta, 

mediante la aplicación de tres protocolos de extracción, determinando el de mejor de 

calidad. 

 

 

5. OBJETIVO ESPECIFICO 

1. Identificar el género de las macroalgas Rhodophytas, por medio de 

taxonomía clásica. 

 

2. Evaluar los 3 protocolos de extracción, utilizando muestras secas y 

congeladas de dos géneros de Rhodophyta. 

 

 

3. Determinar el método óptimo de extracción y preservación, en ambos 

géneros, mediante espectrofotometría y electroforesis. 
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6. HIPOTESIS 

H1: Existe efecto o diferencia significativa de calidad, entre los protocolos de 

extracción de ADN en ambos géneros de macroalgas Rhodophyta. 
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7. MARCO TEÓRICO 

7.1. Ácidos nucleicos  

Los ácidos nucleicos cumplen funciones esenciales en las células, son 

moléculas que contienen la información de expresión genómica necesaria para el 

desarrollo y funcionamiento de los organismos, estos son, el ácido desoxirribonucleico 

(ADN) y ácido ribonucleico (ARN).  

 

El ADN está compuesto por dos cadenas complementarias enrolladas entre sí, 

denominado doble hélice, cada cadena se compone de un grupo fosfato, desoxirribosa 

y base nitrogenada, dando origen a los nucleótidos: adenina, guanina, citocina y 

timina, (MedlinePlus, 2021) estos nucleótidos, se emparejan entre sí para formar los 

denominados, pares de bases, en la que se une, una adenina con una timina y una 

guanina con una citocina. Esta unión química se forma por enlaces de hidrógenos, 

donde, el orden secuencial de estas bases a lo largo de toda la estructura codifica las 

instrucciones necesarias para la producción de moléculas de ARN (NIH, 2024); otra 

característica importante del ADN es que puede duplicarse por sí misma. 

 

La estructura del ARN es distinta del ADN, puesto que cuenta con una sola 

cadena, formada por grupos fosfatos, una azúcar ribosa, y el nucleótido timina es 

reemplazado por un uracilo; existen distintos tipos de ARN: ARN mensajero (ARNm), 

ARN ribosómico (ARNr) y el ARN de transferencia (ARNt) (NIH, 2024). Finalmente, 
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el ARN conduce a la formación de las proteínas esenciales para el desarrollo de los 

procesos biológicos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: a) Estructura molecular de ADN (Martínez-Frías, 2010). b) Estructura 

molecular de ARN (Burriel, 2023). 

b 



 

12 

Permiso MAATE-DNB-CM-2018-0099 

7.2. Importancia del ADN en estudios moleculares 

La biología molecular se ha convertido en un pilar fundamental que impulsa 

los avances en la ciencia moderna, facilitando que las investigaciones se desarrollen 

de manera acelerada, especifica y optima (Cervantes, 2003). Todo inicia con la 

obtención del ADN, cuando se trata de análisis genéticos, conforme a lo que requiera 

el investigador, puede emplear varias técnicas de manipulación para su análisis, como 

las secuenciaciones de genes; reacción de la cadena polimerasa (PCR), 

porisecuenciación; Polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción (RFLP); 

Amplificación Aleatoria de ADN Polimórfico (RAPD), entre otros. (Angarita, Torres 

& Diaz, 2017). 

 

Estas técnicas se han aplicado en varios campos de investigación, ayudando a 

comprender y diagnosticar enfermedades, así como también, contribuyendo en 

diferentes soluciones y mejoramiento. En la medicina estas técnicas ayudan a 

secuenciar largas y cortas cadenas con el fin de detectar, por ejemplo, mutaciones en 

el ADN; identificar restos biológicos, que comúnmente se realiza en el campo de las 

ciencias forenses; realizar pruebas de paternidad; así como el mejoramiento o 

prevención de enfermedades hereditarias. (Angarita, Torres & Diaz, 2017). 

 

En la acuicultura las técnicas moleculares se han aplicado en la búsqueda de 

nuevas especies, óptimas para el consumo humano, así como conocer cuál es su 

relación filogenética con otras especies; también, se han realizado estudios para su 
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mejoramiento genético, como los que ya se han llevado a cabo en peces, camarones y 

moluscos, además del descubrimiento de enfermedades y como tratarlas en estas 

especies. (Flores, 2017). 

 

De la misma manera el estudio molecular en las plantas ha llevado al 

mejoramiento genético de cultivos con importancia alimenticia, teniendo la capacidad 

de resistir a plagas, enfermedades y sequias, contribuyendo con la industria 

alimentaria (Beas, Ortuño & Armendáriz, 2009), así como también, se han 

desarrollado profilácticos a partir de los nutrientes que las plantas poseen. 

 

Estas y un sin fin de aplicaciones más se pueden realizar a partir del estudio 

molecular del ADN para el beneficio del medio ambiente, salud y sociedad en general, 

si bien esta rama lleva pocos años estudiándose, abre múltiples posibilidades de 

innovación para las futuras generaciones.  

 

7.3. Métodos de extracción de ADN 

Como ya se ha mencionado antes la extracción de ADN es un proceso 

fundamental para el estudio molecular, por esa razón existen varios métodos de 

extracción que se adaptan a las diferentes características que poseen las muestras, 

existiendo protocolos sencillos y prácticos hasta protocolos más complejos con 

productos nocivos, para un aislamiento eficaz del ADN.  
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7.3.1. Método CTAB  

En este método de extracción hace uso de Bromuro de 

Hexadeciltrimetilamonio (CTAB), un detergente aniónico que permite la ruptura de la 

pared celular, y junto con agentes como EDTA y TRIS-HCL, forma complejos 

insolubles, posterior a ello, se separan los residuos orgánicos adicionando cloroformo, 

y precipita estas moléculas de ADN con etanol teniendo como resultado un ADN puro, 

facilitando sus posteriores aplicaciones, este método es muy utilizado en tejidos 

vegetales, sin embargo también se puede aplicar para otro tipo de muestras  

(FUJIFILM, 2014). 

 

7.3.2. Método pK-SDS 

Este método de extracción tiene como componentes principales el uso de 

sodium dodecyl sulfate (SDS) y proteinasa K (pK). La proteinasa K contribuye a la 

degradación de las proteínas presentes en la muestra, además de llevar a una estructura 

primaria los enlaces polipeptídicos que son fácilmente degradados, (Angulo et al., 

2020) por otro lado inhibe la actividad enzimática de las DNAasa en conjunto con el 

detergente aniónico SDS; teniendo como resultado un ADN de alto peso molecular, 

(FUJIFILM, 2014) este es un método sencillo y muy utilizado en tejidos animal y 

vegetal. 
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7.3.3. Método Salting-out  

Posterior a una lisis mecánica, este método emplea sales inorgánicas, que ha 

altas concentraciones, contribuye a que los compuestos orgánicos de la fase acuosa 

sean menos solubles, y en conjunto con otros reactivos químicos como Tris-HCl y 

proteinasa K, mantienen la inactivación de enzimas que puedan interferir en el ADN, 

haciendo que estos compuestos orgánicos  precipiten y luego poder sepáralos por 

centrifugación; estas sales generalmente son el cloruro de sodio (NaCl) y perclorato 

de sodio (NaClO4), la ventaja de este método es que no necesita de disolvente 

inorgánicos como cloroformo, alcohol isoamílico o fenol, pero en ocasiones, 

adicionalmente el pellet de ADN final debe ser purificado para ser utilizado en otras 

aplicaciones moleculares (FUJIFILM, 2014). 

 

7.3.4. Método Fenol-Cloroformo  

Una vez degradado el tejido de la muestra, la purificación de ADN con este 

método, se realiza con la adición de fenol y cloroformo, cuando estas son separadas 

por fuerzas centrifugas da lugar a 2 fases; la primera, la fase acuosa que se encuentra 

en la parte superior, aquí se encuentra los ácidos nucleicos; y la segunda, la  fase 

orgánica, que se ubica en la parte inferior donde las proteínas están atrapadas en fenol 

y los lípidos en el cloroformo, luego de la obtención del ADN se precipita con etanol 

e isopropanol para eliminar restos de moléculas que no fueron eliminadas por 

completo. Este es un método utilizado en distintos tipos de muestra, brindando una 

pureza eficaz y capaz de amplificar fragmentos de interés (Orfao & Morent, 2011). 
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7.3.5. Kits Comerciales 

Los kits de extracción comercial, generalmente vienen con buffers de lisis, 

lavado y unión específico, para el tipo de tejido a utilizar, así como los materiales 

desechables, esta consiste en colocar la muestra en una membrana de sílice, que se 

absorbe a una matriz selectiva de manera reversible, que se adhiere durante el proceso 

de eliminación de los compuestos orgánicos, y después, por medio de un buffer TE 

eluye el ADN de la matriz quedando un ADN puro; este es un método rápido de 

emplear, eficiente, pero alto en costo (Orfao & Morent, 2011).  

 

7.3.6. Extracción mediante Cloruro de Cesio (CsCl) 

El cloruro de cesio se incorpora en la purificación del ADN, una vez que se ha 

realizado el lisado con un buffer a partir de detergentes aniónicos como Tris-HCl, SDS 

y EDTA; incluyendo una ultracentrifugación y bromuro de etidio, este último ayuda 

la visualización de los ácidos nucleicos por medio de luz UV, por electroforesis, 

teniendo como resultado un ADN purificado (FUJIFILM, 2014). Sin embargo, a pesar 

de que se garantiza obtener un ADN de buena calidad, este método es alto en costo, 

lleva mayor tiempo de empleo y utiliza reactivos nocivos para la salud. 
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7.4. Etapas de extracción de ADN 

Los procesos para llevar a cabo la extracción de ADN, consiste, en alcanzar la 

disgregación del tejido para liberar los ácidos nucleicos, los reactivos a emplear en 

este proceso dependerán del tipo de tejido que se esté utilizando, ya sea vegetal, 

animal, bacteriano o fúngico (Orfao & Morent, 2011), tanto en protocolos de kits 

comerciales como protocolos tradicionales se tienen que cumplir con las siguientes 

etapas: 

 

7.4.1. Lisis celular 

El objetivo de la lisis es disgregar el tejido celular compuesto por lípidos y 

proteínas, permitiendo la liberación del ácido nucleico de manera rápida, este proceso 

se puede realizar de tres maneras, por medio de un método físico, químico y 

enzimático. 

 

La lisis por el método físico consiste en triturar o moler la muestra utilizando 

herramientas físicas que al contacto con la muestra logren esa ruptura, este método se 

realiza por medio de un mortero de cerámica, vidrio molido, perlas metálicas y 

también nitrógeno líquido, para posteriormente combinar con otros métodos de lisis. 

En cuanto a la lisis química se logra con el uso de productos químicos, como sales de 

guanidina, detergentes como SDS, entre otros; que van alterando las membranas 

celulares y desnaturalizando proteínas, cuando el tipo de muestra posee paredes 

celulares muy resistentes como, de hongos, plantas y bacterias, es cuando se emplean 
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métodos enzimáticos para facilitar el proceso, estas enzimas suelen ser proteinasa K, 

colagenasa, celulasa, ribonucleasas, liticasa, lipasa (Promega, 2024). 

 

7.4.2. Aislamiento del ADN  

Cuando se ha realizado esta ruptura de la célula y liberación de los ácidos 

nucleicos es importante separar el ADN de la materia orgánica, como proteínas, lípidos 

y sacáridos, esta separación se realiza comúnmente por centrifugación y filtración, 

incluyendo otros compuestos químicos como cloroformo, fenol y alcohol isoamílico, 

cada uno de estos métodos ayudan al aislamiento del ADN (Promega, 2024). 

 

7.4.3. Precipitación  

Una vez que se ha separado el ADN de los restos orgánicos es importante la 

precipitación, con el uso de etanol, isopropanol y altas concentraciones de sales como 

NaCl, este paso, es importante para eliminar restos de materia orgánica (Science 

Learning Hub-Pokapū Akoranga Pūtaiao, 2009). debido a que el ADN no es soluble a 

altas concentraciones de este alcohol y sales, se sigue manteniendo en el medio, sin 

alteraciones. 

 

7.4.4. Lavado de ADN 

El lavado del ADN se realiza comúnmente con alcohol al 70%, para eliminar 

restos de sales y otras proteínas presentes en las muestras, además de asociar los ácidos 
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nucleicos en la matriz, cuando se hace uso de estas, por lo general estas matrices se 

emplean en los kits comerciales (Promega, 2024). 

 

7.4.5. Purificación 

Para la obtención de un ADN puro libre de impurezas, en esta etapa algunas 

moléculas de ADN aún se encuentran adheridas a ciertas proteínas por lo que para 

liberarlas generalmente usan acetato de sodio o de amonio con un pH específico, para 

precipitarlas obteniendo una muestra totalmente pura, también se suele utilizar 

ribonucleasa A para eliminar el ARN presente en las muestras (SHI, 2009). 

 

7.4.6. Resuspensión 

Finalmente, cuando se obtiene el pellet de ADN, se diluye a una solución de 

baja fuerza iónica, estas pueden ser, buffer TE, compuesto por Tris-HCl de 10 mM y 

EDTA de 0,1mM con un pH de 8; otra opción es el agua destilada libre de ADNasa y 

ARNasa; una vez realizada esta dilución se realiza cuantificación y estimación de 

pureza para determinar la calidad y consecuentemente conservarla a una temperatura 

mínima de -20°C para poderle dar otros usos como PCR, secuenciación y otras 

técnicas moleculares.  
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8.5. Técnicas de cuantificación del ADN  

La cuantificación del ADN es una etapa importante en varias aplicaciones 

moleculares, nos indica la cantidad de ADN presente en una muestra. Actualmente 

existen varios métodos para conocer qué tan puras e íntegras están las muestras, a 

continuación, se mencionan de las más utilizadas en el área de la biología molecular.  

 

7.5.1. Electroforesis  

La electroforesis es una de las metodologías más utilizadas para interpretar la 

calidad de ADN obtenido; después de realizar la extracción, contribuye a aislar los 

fragmentos de ADN conforme a su tamaño, visualizarlo mediante una tinción y 

estimar la concentración e integridad del ADN, por otro lado, se puede extraer 

fragmentos de interés para seguir siendo utilizadas en diferentes aplicaciones 

moleculares (Cornejo, 2014). 

 

Las electroforesis pueden llevarse a cabo en agarosa o poliacrilamida, ambos 

tienen su modo de empleo y propiedades específicas, por lo que su aplicación depende 

de los objetivos que quiera alcanzar del investigador, la elaboración del gel de 

poliacrilamida es más compleja, migran de manera vertical y tienen limitación al 

momento de la separación de los fragmentos, entre 5 a 600 pb, pero con una resolución 

muy alta; por el contrario, el gel de agarosa es más sencillo de preparar, separa y 

purifica los fragmentos de ADN desde 50 pb hasta 40 kb, dependiendo de la 

concentración de agarosa, pero tiene un poder de resolución menor (Cornejo, 2014). 
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La concentración del gel de agarosa forma una red fibrosa, empleada como filtro, es 

inversamente proporcional al tamaño del poro (Montalvo & Lugo, 2016), es decir 

mientras menos concentrado sea el gel de agarosa, más grande es el tamaño del poro, 

permitiendo el paso de moléculas de mayor tamaño. 

 

Durante la preparación del gel, a este se le añade un colorante como bromuro 

de etidio o SYBER SAFE, ambos son comúnmente utilizados en electroforesis, esta 

sustancia tiene como función entrelazarse entre las bases nitrogenadas del ADN y es 

visible cuando se refracta con luz ultravioleta. Este gel se coloca en una cámara de 

electroforesis, sumergido en una solución de tampón con un pH en torno a 8, 

posteriormente las moléculas de ADN proceden a migrar del polo negativo al polo 

positivo, “La distancia recorrida por cada fragmento de DNA va a ser inversamente 

proporcional al logaritmo de su peso molecular” (Padilla, 2014). 

 

7.5.2. Espectrofotometría 

La espectrofotometría ayuda en el análisis cuántico de las proteínas y ácidos 

nucleicos, estos absorben la luz UV a diferentes espectros de absorción, por las bases 

nitrogenadas, aromáticas y nucleotídicas que posee, en una molécula de ADN la 

absorbancia máxima es de 260 nm, brindando una estimación de su pureza y 

concentración (Villareal, Iglesias & Pérez, 2009), si la celda en la que se disuelve la 

muestra de ADN tiene una longitud de 1cm, la absorbancia es igual a la densidad 

óptica, para el ADNdc la densidad óptica es igual a 50 µg/mL. La proporción de 
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absorbancia en 260 nm y 280 nm se utiliza para determinar la pureza de una muestra 

de ADN, mostrando un valor >1.8 valores por debajo de este umbral se considera 

presencia de proteínas; otra estimación de pureza de ácidos nucleicos es la relación 

260/230, este rango de pureza es óptimo cuando esta entre 2.0-2.2, si los valores están 

por debajo, la contaminación de sebe a compuestos fenólicos, carbohidratos, entre 

otros (Cornejo, 2014). 

 

7.5.3. Fluorometría 

Como su nombre indica, en la fotometría se utiliza marcadores fluorescentes 

que ese adhieren a ácidos nucleicos específicos, siendo visibles con un fluorómetro, 

esta técnica es más especifica que la espectrofotometría por absorbancia, debido a que 

estos marcadores una vez enlazados con el ADN o ARN la luz se intensifica. El 

fluorómetro mide la luz, emitida perpendicularmente al haz de excitación (Villareal, 

Iglesias & Pérez, 2009), siendo más tolerantes a la contaminación presente en la 

muestra, hay que hacer énfasis en que esta técnica al igual que la espectrofotometría, 

no nos permite conocer que tan degradada esta una muestra, más solo la concentración 

y pureza que estas poseen. 

 

Esta técnica funciona, cuando se excita la muestra por medio de la absorción 

de un fotón de luz, ya que las moléculas poseen niveles de energía. Estas moléculas 

colisionan entre si haciendo que pierdan energía vibracional inferior, al estado 

electrónico excitado, que poco a poco van descendiendo a los niveles de vibración del 
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estado electrónico basal; estas moléculas en su estado basal pueden estar en diversos 

niveles vibracionales por lo que estos fotones tienen distinta energía y frecuencia, 

Analizando estos niveles de frecuencia podemos determinar la estructura de los 

niveles de vibración de una muestra (Pérez, 2024). 

 

7.5.4. PCR en tiempo real 

Para comprobar la funcionalidad del ADN extraído también es posible 

empleando la técnica PCR, cuando una muestra tras haber sido analizada mediante 

electroforesis y no mostrar resultados óptimos dentro del criterio de validez 

establecido, no implica que no se puedan emplear para posteriores estudios, sin 

embargo, podría presentar resultados fuera de lo previsto. (banco ADN) 

 

El método qPCR o reacción en la cadena polimerasa en tiempo real es un  

método se lleva a cabo con el uso de colorantes fluorescentes o sondas específicas que 

cuando se enlazan con el ADN emiten fluorescencia, una vez que se ha añadido la 

mezcla de qPCR, mediante el uso del termociclador mide la intensidad de luz emitida 

en cada ciclo, esta fluorescencia será proporcional a la cantidad de ADN amplificado 

(Barrera et al., 2016), la sensibilidad y especificidad que posee permite determinar de 

manera exacta la cantidad de ADN presente en las muestras, sin embargo es un método 

complejo largo y costoso. (Berthold, 2024). 
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7.6. Extracción de ADN en macroalgas  

Como se conoce, las macroalgas Rhodophytas cumple un rol importante en el 

ecosistema, adicional a eso, en la actualidad las algas rojas también sustentan varias 

industrias farmacéuticas, alimenticias y cosméticas. El estudio por esta especie se basa 

principalmente en la genética, para descubrir los compuestos beneficiosos que posee, 

cuáles son sus procesos fisiológicos y metabolómico, así como conocer la relación que 

tienen con otras especies, como han venido evolucionando y adaptándose a los 

cambios que se presentan en su hábitat (Khatri et al., 2023). Del mismo modo, al ser 

de importancia económica se requieren estudios sobre cultivos de algas, sin que 

afecten a las especies silvestres, manteniendo un equilibrio óptimo en el ecosistema. 

 

En comparación con las microalgas, la disponibilidad de datos de secuencias 

de ADN en las macroalgas sigue siendo escaza, la secuenciación y el ensamblaje del 

genoma de las algas rojas son un desafío debido a su estructura genómica grande y 

compleja. A partir del progreso en la técnica de secuenciación de próxima generación 

(NGS) y su bajo costo, ha permitido realizar la comparativa genómica en este filo de 

macroalgas, proporcionando conocimientos importantes, tanto ecológicos, 

fisiológicos, de reproducción y evolutivos (Khatri et al., 2023). 

 

Mayormente los estudios que se han realizado en las macroalgas Rhodophytas 

han sido del género Porphyra, Gracilaria, Pyropia, y en menor medida géneros como 

Kappaphycus, Grateloupia, Laurencia, Asparagopsis, Bangia, Eucheuma y 
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Plocamium (Khatri et al., 2023), debido a que son ricos en polisacáridos, aminoácidos, 

pigmentos y carotenoides; siendo aprovechados principalmente en países asiáticos.  

 

Recientemente en ciertas regiones tropicales de América latina se ha 

incentivado el estudio en algas del género Acanthophora, ya que es muy abundante en 

las zonas intermareales, ciertamente, la especie Acanthophora spicifera es considerada 

como una especie invasora, (Ávila et al., 2012) por lo que el estudio de este género 

contribuiría a sacar ventaja de aquello aprovechando las propiedades que posee y 

desarrollar una bioeconomía azul (Guillen et al., 2022). Por otra parte, algas 

Rhodophytas de estructuras calcáreas de la familia Coralinaceae contribuyen 

ecológicamente con los ecosistemas arrecifales, ya que permanecen comúnmente en 

estos ambientes, aportan con carbonato de calcio manteniendo saludables estos 

ecosistemas. (Cornwall et al., 2023). 

 

Como ya se ha mencionado antes, las algas rojas poseen una pared celular dura 

con alta cantidad de compuesto orgánicos, lo cual la liberación del ADN para estudios 

moleculares es dificultosa, existiendo así, los diversos protocolos para solucionar este 

inconveniente. 
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8. MARCO METODOLÓGICO 

8.1.  Obtención de la muestra 

Las muestras fueron extraídas de la zona intermareal rocosa de Ballenita, 

provincia de Santa Elena, misma que contó con el permiso del Ministerio del 

Ambiente, Agua y Transición Ecológica (MAATE), código: MAATE-DNB-CM-

2018-0099 perteneciente al Proyecto INCYT-PNF-2017M3112. Las muestras fueron 

colectadas en tres estaciones de manera aleatoria dentro de un área de 170 m2, 

posteriormente se colocaron en frascos plásticos de 150 mL con agua de mar (Florez-

Leiva et al, 2010), para ser trasladadas al Centro de Investigaciones Biotecnológicas 

de la Universidad Estatal Península de Santa Elena. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Puntos de recolección de muestras. E1): Estación 1; E2): 

Estación 2; E3): Estación 3. (Google Earth) 
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Tabla 1: Coordenadas de las respectivas estaciones dentro del área de estudio. 

 

 

 

 

 

8.2. Procesamiento de muestras 

Una vez en el laboratorio las muestras se lavaron con agua salada y agua 

destilada, seguidamente se retiraron los epifitos adheridos con ayuda de pinzas de 

disección, las cuales se esterilizaron con alcohol y un mechero, posterior a eso, fueron 

colocadas sobre papel toalla, para absorber el exceso de agua y finalmente se separaron 

las muestras para su identificación taxonómica convencional y preservación para la 

respectiva extracción de ADN (Florez-Leiva et al., 2010). 

 

8.2.1 Identificación taxonómica convencional 

Se realizó identificación del Género de forma convencional, observando a 

nivel macro y microscópico características morfológicas como el talo, fronda, color, 

forma, textura, etc. Conociendo la variedad de algas Rhodophytas existentes, fue 

imprescindible asistir a base de datos como AlgaeBase, INaturalist, así mismo, 

trabajos de investigación sobre macroalgas reportadas en Ecuador, entre ellos los 

Estaciones Coordenadas 

Estación 1 2°12'21.3"S 80°52'54.1"W 

Estación 2 2°12'20.9"S 80°52'55.8"W 

Estación 3 2°12'21.2"S 80°52'57.7"W 
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estudios de (Cárdenas et al., 2020) (Batten, 2023) (Pozo, 2014) y (Cuvi & Cornejo, 

2020), para la respectiva identificación de las algas. 

 

8.2.2. Preservación de muestra 

Para la preservación de las muestras se realizaron dos métodos diferentes, con 

el propósito de analizar si interfieren en la calidad del producto de ADN final, el primer 

método se realizó para obtener muestras secas, tal proceso consistía en situar las algas 

de las diferentes estaciones en sobres de papel filtro y colocadas dentro de un frasco 

cubiertas totalmente en gel de sílice (Florez  et al., 2010); el segundo método fue 

mediante congelación, las algas se situaron en bolsas herméticas pequeñas y 

almacenadas a -20°C (Jung, 2021). 

 

8.3 Extracción de ADN 

Al iniciar la extracción la cantidad de muestra depositada en los tubos 

Eppendorf de 1.5 mL para todos los protocolos fue de 10 mg y rotuladas mediante 

códigos para su fácil identificación, el diseño de códigos se empleó de la siguiente 

manera (E1 AS2 S), donde: (E1) indica la estación y numero de las misma, (A) genero 

del alga (literal C para Corallina y literal A para Acanthophora), (S1) sitio dentro de 

la estación y (S) el método de preservación utilizado (S para muestra seca y F para 

muestras congeladas).  
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Se realizaron tres réplicas por cada protocolo (Figura 3). Los protocolos se 

llevaron a cabo mediante la preparación de buffers, el primer protocolo de extracción 

se dio por el método universal en el que se utiliza cloruro de sodio (NaCl), este es un 

protocolo planteado por (Aljanabi & Martínez, 1997) y modificado por (Escalante, 

2019) y (Rodríguez, 2017). El segundo protocolo que se utilizó fue por el método de 

enzimático de (Wattier, Prodöhl & Maggs, 2000), un protocolo modificado de 

(Dellaporta, Wood & Hicks, 1983) donde utiliza enzimas como proteinasa K y 

ribonucleasa A, Finalmente, el tercer protocolo se llevó a cabo a través del método 

CTAB estandarizado por (Soltis Lab, 2002) y planteado por (Doyle & Doyle, 1987) y 

(Cullings 1992), en el que utilizan compuestos vigorosos como Bromuro de 

Hexadeciltrimetilamonio (CTAB), β-mercaptoetanol, polivinilpirrolidona (PVP) y 

Cloroformo. 
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8.3.1 Protocolo 1: Método universal NaCl 

Una vez colocadas las muestras en los respectivos tubos Eppendorf de 1.5 mL, 

se añadió 600 μL de buffer de extracción que contenía (Tris-HCl 0.05M y EDTA 

0.1M); 70 μL de SDS al 10% y 20 μL de proteinasa K (Thermo Scientific™) en una 

concentración de 20 mg/mL, las muestras se maceraron con ayuda de un pistilo de 

polipropileno para la ruptura celular, seguidamente, se incubaron a 55°C por 1 hora. 

Transcurrido el tiempo, se incorporó 200 μL de cloruro sódico (NaCl 5M), llevando a 

la microcentrífuga (Labnet) durante 5 minutos a 10000 rpm, luego se transfirieron 800 

μL de sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 mL, y se agregó 800 μL de 

Figura 3: Diseño de distribución de muestras con 

cada género de Rhodophyta y método de 

preservación, por cada protocolo de extracción. 

(Imagen creada en BioRender) 
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etanol frio al 100% dejando en reposo toda la noche a -20°C; al día siguiente, se 

purificó el ADN añadiendo acetato de sodio (3M, pH 5,2) en una proporción de 1:10, 

se homogenizaron las muestras y se colocó etanol frio al 100% en una relación 1:1; 

dejando en reposo durante 30 minutos a -20°C y posteriormente se centrifugó a 10000 

rpm por 5 minutos. El pellet de ADN fue lavado dos veces con 800 μL etanol frio al 

70% centrifugando a 12000 rpm durante 5 minutos; finalmente las muestras se secaron 

a 37°C y se resuspendieron en 50 μL de agua destilada UltraPure™ (Invitrogen™) 

libre de ARNasas y ADNasas para almacenar a -20°C.  

 

8.3.2 Protocolo 2:  Método enzimático  

En el segundo protocolo se requirió preparar un tampón de extracción que 

contenía  135.7 mL de (Tris-HCl 0.1M, EDTA 0.05M, NaCl 0.5M), 13.3 mL de SDS 

20% y 288 μL Proteinasa K (20mg/mL) (Thermo Scientific™), una vez preparado el 

tampón, se añadió 1.3 mL en cada uno de los tubos Eppendorf y se maceró con la 

ayuda de un pistilo de polipropileno, a continuación, se incubaron a una temperatura 

de 37°C durante 30 minutos agitando frecuentemente, luego las muestras fueron 

centrifugadas a 13000 rpm durante 15 minutos y se transfirieron 800 μL del 

sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 mL; en seguida, se añadió 10 μL de 

Ribonucleasa A (Thermo Scientific™) a una concentración de 2 mg/mL, después se 

llevó a incubación a 37°C y -20°C durante 30 minutos respectivamente; transcurrido 

el tiempo, se centrifugaron a 13000 rpm durante 15 minutos y se transfirieron 700 μL 

del sobrenadante a un tubo Eppendorf  junto con 700 μL de isopropanol frio. Las 

muestras fueron incubadas durante toda la noche a -20°C, para luego centrifugar a 
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13000 rpm durante 30 minutos; el pellet de ADN fue lavado 3 veces con 1 mL de 

etanol frio al 70%, centrifugando a 3000 rpm por 10 minutos en cada lavado. 

Finalmente se secaron a 37°C y el pellet de ADN obtenido se resuspendió en 50 μL de 

agua destilada UltraPure™ (Invitrogen™) libre de ARNasas y ADNasas para 

almacenar a -20°C. 

 

8.3.3 Protocolo 3: Método CTAB  

El tercer protocolo mediante CTAB, se preparó 50 mL de buffer de extracción, 

se mezcló 5 mL de Tris-HCl 1M, 2 mL NaCl 5M, 14 mL EDTA 0.5M, 29 mL de agua 

destilada y 1 g de CTAB, una vez preparado el buffer se añadió 2 g de PVP y 250 μL 

de β-mercaptoetanol. En cada tubo Eppendorf con muestra, se colocó 500 μL de buffer 

y se maceró con la ayuda de un pistilo de polipropileno; luego se incubó por 1 hora a 

55°C, seguidamente se incorporó 500 μL de cloroformo y alcohol isoamílico en una 

relación 24:1 y se llevó a la microcentrífuga (Labnet) durante 8 minutos, cabe 

mencionar que para este protocolo siempre se centrifugó a 15000 rpm; posteriormente 

se transfirieron 300 μL de la fase acuosa a un nuevo tubo Eppendorf añadiendo 24 μL 

acetato de amonio a 7.5M, 175 μL de isopropanol frio y se centrifugó durante 3 

minutos; el pellet de ADN se lavó 2 veces con 700 μL de etanol al 70% y 95% 

centrifugando durante 1 minuto en cada lavado. Finalmente se secó a 37°C y 

resuspendió en 50 μL agua destilada UltraPure™ (Invitrogen™) libre de ARNasas y 

ADNasas para almacenar a -20°C.  
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8.4 Cuantificación del ADN  

La cuantificación del ADN se llevó a cabo en el espectrofotómetro 

NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific™), la calibración del equipo se efectuó con 2 

µL de agua destilada UltraPure™ (Invitrogen), mientras que la lectura de las muestras 

de ADN se realizó con un volumen de 5 µL.  

 

La absorbancia cuantificada por el espectrofotómetro nos brinda los datos 

necesarios para  analizar la calidad del ADN extraído, la absorbancia en 260 nm, junto 

con el factor 50 establecido en el equipo, nos proporciona información sobre la 

concentración de ácidos nucleicos; otro parámetro de calidad que nos ayuda a percibir 

la espectrofotometría es la pureza del ADN, se considera un ADN “puro” cuando la 

relación de absorbancia en 260 nm y 280 nm se encuentran en un rango entre 1.8 a 2 

(Thermo Scientific Inc, 2009), no obstante, también se considera “pureza aceptable” 

cuando este es ≥ 1.6, si los valores de absorbancia se encuentran por debajo del rango 

establecido, se afirma que existe presencia de proteínas y otros compuestos fenólicos, 

por ende está contaminado. (Banco ADN, 2020) Finalmente, la relación de 

absorbancia en 260 nm y 230 nm es un parámetro secundario que indica concentración 

de contaminantes en la muestra, por lo que, para el análisis de calidad en la presente 

investigación solo se analizó la concentración y la relación de absorbancia 260/280. 
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Tabla 2: Criterios de validez para estimar la calidad de ADN, mediante espectrofotometría 

(Banco ADN, 2020). 

 

 

8.5 Estimación de la integridad de ADN  

La integridad del ADN se puede estimar mediante electroforesis, siguiendo la 

metodología planteada por (Kumari, 2013) con algunas modificaciones, se preparó un 

gel de agarosa al 1%, donde se pesó 1 gramo de agarosa y se mezcló en 100 mL de 

TAE 1X, de la solución madre TAE 10X UltraPure™ (Invitrogen™), seguidamente se 

añadió 3 µL de tinte de ADN SYBR™ Safe (Invitrogen™), y se colocó en el molde 

para geles; una vez solidificado el gel, se ubicó en la cámara de electroforesis (Labnet 

Enduro™)  que contenía tampón TAE 1X, por último, se cargó en cada pocillo una 

mezcla de 12 µL de muestra de ADN con 3 μL de tampón de carga de gel BlueJuice™ 

(10X) (Invitrogen™), y se migro a 60V por 45 minutos, 50 mA. 

 

Una vez concluida la electroforesis se evaluó de manera estandarizada la 

integridad del ADN otorgando el criterio de validez dispuesto por el “Programa de 

control de calidad de ADN y ARN” (Banco ADN, 2020). 

Ratio Intervalo Criterios de validez 

A260/A280 

≥ 1.8 – 2.1 Pureza óptima 

≥ 1.6 – 1.7 Pureza aceptable 

< 1.6 

ADN contaminado  

(presencia de proteínas y compuestos 

fenólicos) 
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Tabla 3: Criterio de validez para estimar la integridad de ADN mediante electroforesis, de 

acuerdo con el Programa de Control de Calidad de Muestras de ADN y ARN (Banco de ADN, 

2020). 

 

8.6. ANALISIS ESTADISTICO 

En el análisis estadístico de los resultados, se evaluaron las diferencias entre 

los tres protocolos de extracción para el género de Rhodophyta 1 y 2, para ello, se 

utilizó la prueba estadística de Kruskal Wallis (Kruskal & Wallis, 1952) y cuando este 

fue significativo, se realizó la prueba Post Hoc de Dunn, para evaluar la comparación 

por pares de los protocolos correspondientes; también, para evaluar la diferencia de 

calidad entre las muestras secas y congeladas empleadas en las extracciones de ADN 

por cada protocolo, se utilizó la prueba estadística de Mann-Whitney (Mann & 

Whitney, 1947). Los parámetros evaluados en todos los análisis fueron la pureza 

(relación A260/A280) y concentración del ADN; finalmente todos los análisis se 

consideraron significativos con “p < 0.05” y se realizaron en el software R versión 

4.2.1. 

Integridad de ADN 

Criterios de validez Característica 

Integridad alta Banda definida sin smear 

Integridad adecuada 
Banda definida en la parte superior del gel y 

un ligero smear en la parte inferior 

Parcialmente degradado 
Presencia de smear en la parte superior y 

banda difusa en la parte inferior 

Totalmente degradado 
El smear se encuentra concentrado en la 

parte inferior del gel 
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9. ANÁLISIS E INTERPRETACIÓN DE LOS 

RESULTADOS 

9.1. Identificación taxonómica de las macroalgas en estudio  

Las muestras de Rhodophytas analizadas en la presente investigación fueron 

extraídas de la zona intermareal rocosa de Ballenita, las características morfológicas 

revisada a nivel macroscópico y microscópico, nos condujo a identificarlas como 

macroalgas del género Corallina y Acanthophora, pertenecientes a la familia 

Corallinaceae y Rhodomelaceae respectivamente. Detalles sobre sus características se 

presentan en la Tabla 4. 

Tabla 4:  Características de los géneros de Rhodophytas en estudio a: género Corallina; b: 

género Acanthophora 

MACROALGAS CARACTERÍSTICAS 

 

 

 

 

 

 

 

Reino: Plantae 

  Phylum: Rhodophyta 

    Clase: Florideophyceae 

      Orden: Corallinales 

        Familia: Corallinaceae 

          Género: Corallina 

                       (Linnaeus, C., 1758) 

Alga calcárea de coloración roja a 

verde, talo fuertemente adherido al 

sustrato por una porción basal, con 

ejes erectos geniculados e 

intergeniculados, ramificaciones 

pinnadas y aplanadas, tonalidad 

blanquecina en el ápice de las frondas, 

textura dura y escamosa (Solé & 

Pardo, 2010). 

4 cm 

a 



 

37 

Permiso MAATE-DNB-CM-2018-0099 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reino: Plantae 

  Phylum: Rhodophyta 

    Clase: Florideophyceae 

      Orden: Ceramiales  

        Familia: Rhodomelaceae  

          Género: Acanthophora 

          (Lamouroux, 1813) 

Alga de color amarillo parda, marrón 

verdoso en las frondas y marrón 

oscuro en el estipe, disco de adhesión 

con talo liso y cartilaginoso, rizoides 

ápteros, posee ramificación 

espiniforme, agrupadas de manera 

irregular radial (Titlyanov et al., 2017) 

(Guiry, 2022) 

 

 

 

9.2. Análisis de calidad del ADN entre protocolos 

9.2.1. Genero Corallina, muestras congeladas  

Las 82 muestras de ADN extraídas de la macroalga Corallina congelada, entre 

los tres protocolos ejecutados, no mostraron diferencia significativa en la 

concentración de ADN (p = 0.29), sin embargo, la mediana de valores de los tres 

protocolos indicaba que CTAB provee mayor concentración (Figura 4). Por el 

contrario, en la relación de absorbancia en 260/280, si mostro diferencia significativa 

(p = 0.002), destacando además que la mediana de valores, indica pureza óptima (≥ 

1.8) para el protocolo CTAB y pureza aceptable (≥ 1.6) para los protocolos NaCl y 

método enzimático (Figura 5). 

b 

3 cm 
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Las comparaciones múltiples por pares obtenidas entre protocolos (tabla 5), 

indica que pesar de la ausencia de diferencia de calidad en la concentración de ADN 

entre los tres protocolos, la diferencia prevalece en el coeficiente de pureza 

A260/A280, manifestando que CTAB hace mayor significancia frente a NaCl y al 

método enzimático, (p = 0.003 y p = 0.01 respectivamente), concluyendo que el 

protocolo óptimo aplicado para extraer ADN en Corallina congelada es por el método 

CTAB. 

 

 

Figura 4: Concentración de ADN (ng/µL) de Corallina congelada por cada protocolo de 

extracción. Donde la mediana de valores (µmedian) indica que el método CTAB (T1) 

posee mayor concentración que el método NaCl (T2) y método enzimático (T3). 
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Tabla 5: Comparación de p values de los tres protocolos frente a Corallina congelada. Donde 

T1: método CTAB; T2: método NaCl; T3: método enzimático; “-”: no hay significancia  

 

Protocolos de 

extracción 

Concentración 

ng/ µL 
Ratio A260/A280 Observación 

T1 vs T2 vs T3 - p = 0.002 

Método óptimo T1 
T1 vs T2 - p = 0.003 

T1 vs T3 - p = 0.01 

T2 vs T3 - - 

Figura 5: Pureza de ADN (A260/A280) de Corallina congelada por cada protocolo. 

Donde (pHolm-adj) indica la diferencia significativa que existe mediante prueba de pares 

múltiple y la mediana de valores (µmedian) indica que el método CTAB (T1) posee 

mayor pureza, que el método NaCl (T2) y método enzimático (T3). 
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9.2.2. Genero Corallina muestras secas 

Con 77 muestras totales analizadas entre los tres protocolos CTAB (n=27), 

NaCl (n=23) y método enzimático (n=27), el análisis de calidad respecto a la 

concentración de ADN, no mostro diferencia significativa (p = 0.16), las medianas de 

los protocolos exhibieron valores superiores a los 20 ng/µL (Figura 6). Contrariamente 

en el análisis de pureza en la relación A260/A280 si mostró diferencia significativa (p 

= 0.001), la comparación múltiple por pares de Dunn indica que el método CTAB hace 

esta significancia frente NaCl y el método enzimático (p = 0.0038 y p = 0.0037, 

respectivamente) destacando, además, que las medianas obtenidas en esta relación 

para los tres protocolos se encuentran dentro del rango de pureza óptima (≥ 1.8) 

(Figura 7). Con los resultados obtenidos podemos afirmar que los tres protocolos 

ejecutados son óptimos para extraer ADN en el género Corallina seca, a pesar de ello 

el protocolo con el que se alcanza mayor concentración y pureza, es el protocolo 

CTAB (Tabla 6). 
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Figura 6: Concentración de ADN (ng/µL) de Corallina seca por cada 

protocolo de extracción. Donde la mediana de valores (µmedian) indica que 

el método CTAB (T1) posee mayor concentración que el método NaCl 

(T2) y método enzimático (T3). 

Figura 7: Pureza de ADN (A260/A280) de Corallina seca, por cada 

protocolo. Donde (pHolm-adj) indica la diferencia significativa que existe 

mediante prueba de pares múltiple y la mediana de valores (µmedian) indica 

que el método CTAB (T1) posee mayor pureza, que el método NaCl (T2) y 

método enzimático (T3). 
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Tabla 6: Comparación de p values de los tres protocolos frente a Corallina seca, donde: T1: 

método CTAB; T2: método NaCl; T3: método enzimático; “-”: no hay significancia 

Protocolos de 

extracción 

Concentración 

ng/µL 

Ratio 

A260/A280 
Observación 

T1 vs T2 vs T3 - p = 0.001 

Método óptimo 

T1 

T1 vs T2 - p = 0.0038 

T1 vs T3 - p = 0.0037 

T2 vs T3 - - 

9.2.3. Genero Acanthophora muestras congeladas 

En el género Acanthophora congelada, se realizó análisis de 73 muestras, NaCl 

(n= 18), CTAB (n= 28) y método enzimático (n= 27) demostrando que si existe 

diferencia significativa en la concentración de ADN (p = 0.003), el valor de la mediana 

de los protocolos, indica que posee mayor concentración el método por NaCl (Figura 

8). La pureza del ADN calculada en la relación A260/A280, también manifiesta que 

existe diferencia significativa (p < 0.001), demostrando distintos criterios de validez 

en las medianas para los tres protocolos, en CTAB, el valor de la mediana se manifiesta 

como pureza óptima presentando una absorbancia ≥ 1.8, seguidamente el protocolo 

por el método enzimático se determina como pureza aceptable ≥ 1.6 y en último lugar 

el protocolo por NaCl con valor < 1.6 (Figura 9). Con estas diferencias podemos 

definir que el protocolo NaCl ofrece alta concentración de ADN, pero se ve 

influenciada la pureza, incumpliendo los criterios de validez establecidos, por lo que 

afectaría en análisis posteriores, contrariamente el método CTAB provee buena pureza 

en sus muestras, pero la concentración es deficiente, situándose en un punto medio el 

protocolo por el método enzimático con una pureza aceptable y una mediana de 

concentración de 9 ng/µL.    
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Figura 8: Concentración de ADN (ng/µL) de Acanthophora congelada, por cada 

protocolo de extracción. Donde (pHolm-adj) indica la diferencia significativa que 

existe entre método CTAB (T1) y método NaCl (T2), así mismo, la mediana de 

valores (µmedian) indica que el método NaCl (T2) posee mayor concentración de 

ADN que el método CTAB (T1) y método enzimático (T3). 

Figura 9:  Pureza de ADN (A260/A280) de Acanthophora congelada, por cada 

protocolo. Donde (pHolm-adj) indica la diferencia significativa que existe, mediante 

prueba de pares múltiple y la mediana de valores (µmedian) indica que el método CTAB 

(T1) posee mayor pureza, que el método NaCl (T2) y método enzimático (T3). 
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Tabla 7: Comparación de p values de los tres protocolos frente a Acanthophora congelada 

donde T1: método CTAB; T2: método NaCl; T3: método enzimático; “-”: no hay 

significancia  

 

9.2.4. Genero Acanthophora muestras secas 

El número total de muestras analizadas en el género Acanthophora seca fueron 

74, CTAB (n = 28), NaCl (n = 18) y método enzimático (n = 28). El análisis de calidad 

en la concentración de ADN mediante la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis no 

se observaron diferencias significativas entre protocolos (p = 0.05), no obstante, los 

valores de las medianas nos indican que donde se evidencia mayor concentración es 

el protocolo NaCl, seguido del método enzimático y posteriormente CTAB (Figura 

10). En cuanto al parámetro de pureza A260/A280, si se mostró diferencias 

significativas en los tres protocolos de extracción (p < 0.001) la prueba múltiple de 

pares, indican que el método CTAB hace mayor significancia frente al método NaCl 

y método enzimático mientras que entre el método enzimático y el método por NaCl 

la significancia es menor (tabla 53), asimismo  el valor de la mediana, evidencia que 

el criterio de pureza para CTAB se encuentra dentro del rango óptimo calificándola 

como pureza optima (≥ 1.8), seguido el método NaCl como pureza aceptable (≥1.6) y 

finalmente el método enzimático con valor menor a < 1.6 mostrando presencia de 

contaminación y por ende calidad eficiente de ADN (Figura 11). Con los valores 

Protocolos de 

extracción 

Concentración 

ng/µL 

Ratio 

A260/A280 
Observación 

T1 vs T2 vs T3 p = 0.0030 p < 0.001 

Método óptimo T3 
T1 vs T2 p = 0.0027 p = 0.003 

T1 vs T3 - p = 0.005 

T2 vs T3 - - 
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obtenidos y comparados estadísticamente (Tabla 8), se indica que el método de 

extracción óptimo para extraer ADN en Acanthophora seca es por el método CTAB 

brindando una pureza optima y una concentración considerable.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Concentración de ADN (ng/µL) de Acanthophora seca por cada protocolo de 

extracción. Donde la mediana de valores (µmedian) indica que el método NaCl (T2) posee 

mayor concentración que el método CTAB (T1) y método enzimático (T3). 
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Tabla 8: Comparación de p values de los tres protocolos frente a Acanthophora seca donde 

T1: método CTAB; T2: método NaCl; T3: método enzimático; “-”: no hay significancia  

Protocolos de 

extracción 

Concentración 

ng/µL 
Ratio A260/A280 Observación 

T1 vs T2 vs T3 - p < 0.001 

Método óptimo T1 
T1 vs T2 - p < 0.001 

T1 vs T3 - p < 0.001 

T2 vs T3 - p = 0.02 

 

 

 

Figura 11: Pureza de ADN (A260/A280) de Acanthophora seca, por cada protocolo. 

Donde (pHolm-adj) indica la diferencia significativa que existe en los tres métodos 

mediante prueba de pares múltiple y la mediana de valores (µmedian) indica que el método 

CTAB (T1) posee mayor pureza, que el método NaCl (T2) y método enzimático (T3). 
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9.3. Calidad de ADN por método de preservación  

Tras haber interpretado las diferencias de calidad entre protocolos, se procedió 

analizar la diferencia de calidad de los métodos de preservación empleados por cada 

protocolo de manera independiente, este análisis llevado a cabo con la prueba no 

paramétrica de Mann Whitney determinaba la preservación más factible de utilizar al 

momento de realizar la extracción. 

 

9.3.1. Protocolo CTAB frente al género Corallina 

El análisis de calidad de ADN empleando el protocolo CTAB fueron un total 

de 54 muestras, manifestando diferencia significativa en la concentración  (p > 0.001), 

en la figura 12, se muestran las medianas de ambas preservaciones, siendo evidente 

que la técnica mediante secado por silica gel, brinda mayor concentración de ADN 

que las muestras congeladas a la hora de trabajar con este protocolo, por otro lado la 

el coeficiente de  pureza, determinada en la absorbancia 260/280 también mostro 

diferencias significativas (p=2.59e-03) (Figura 13), la mediana de ambas 

preservaciones mostraban valores dentro de los rangos óptimos de pureza (≥1.8), por 

lo tanto se puede afirmar que, al realizar extracción de ADN en genero Corallina 

mediante protocolo CTAB, es recomendable trabajar con muestras secas, brindando 

alta concentración y pureza del ADN.  
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Figura 12: Comparación de la concentración de ADN (ng/µL), de los métodos de 

preservación (seco y congelada) de Corallina mediante el protocolo CTAB. Donde 

la mediana de valores (µmedian) indica que la preservación seca brinda mayor 

concentración de ADN. 

Congelada 
(n = 27) 

Figura 13: Comparación de la Pureza de ADN, relación A260/A280, de los 

métodos de preservación (seco y congelada) de Corallina mediante el protocolo 

CTAB. Donde la mediana de valores (µmedian) indica que la preservación seca 

brinda mayor pureza. 

Congelada 
(n = 27) 



 

49 

Permiso MAATE-DNB-CM-2018-0099 

9.3.2. Protocolo universal (NaCl) frente al género Corallina 

Con 48 muestras analizadas en el protocolo NaCl, 25 congeladas y 23 secas, 

la prueba de Mann Whitney no mostró diferencia significativa en el parámetro de 

concentración (p=0.10) sin embargo, la distribución no normal de los datos, mostraba 

una mediana de valores mayor en las muestras secas con silica gel (Figura 13), en la 

relación de absorbancia 260/280 si se evidenció diferencia significativa (p=1.03e-03), 

teniendo una pureza optima (≥ 1.8)  con el método de preservación seco y una pureza 

aceptable (≥ 1.6) en las muestras por congelamiento (Figura 14). Concluyendo que al 

extraer ADN en el género Corallina, lo ideal es utilizar muestras secas, por la 

diferencia significativa en el parámetro A260/A280 y proveer mayor concentración.  

Figura 14: Comparación de la concentración de ADN (ng/µL), de los métodos de 

preservación (seco y congelada) de Corallina mediante el protocolo NaCl. Donde la 

mediana de valores (µmedian) indica que la preservación seca brinda mayor 

concentración de ADN. 

Congelada 
(n = 25) 
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9.3.3. Protocolo enzimático frente al Género Corallina 

En el protocolo por método enzimático, se analizaron 57 muestras totales, 30 

por congelamiento y 27 secadas con gel de sílice; al analizar la concentración de ADN 

con la prueba estadística de Mann Whitney, no se mostró diferencia significativa 

(p=0.09), no obstante, considerando el valor de la mediana las muestras secas 

presentan mayor concentración (Figura 16). El análisis en la pureza, determinada en 

la relación A260/A280, indicó que si existe diferencia significativa (p >0.001), 

reflejando una mediana de pureza optima en las muestras secas y una pureza aceptable 

en las muestras congeladas. Corroborando así, que el método óptimo para obtener 

ADN de calidad por el método enzimático es utilizando muestras secas.  

Figura 15: Comparación de la Pureza de ADN, relación A260/A280, de los métodos de 

preservación (seco y congelada) de Corallina mediante el protocolo NaCl. Donde la 

mediana de valores (µmedian) indica que la preservación seca brinda mayor pureza. 

Congelada 

(n = 25) 
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Figura 16: Comparación de la concentración de ADN (ng/µL), de los métodos de 

preservación (seco y congelada) de Corallina mediante el protocolo enzimático. Donde 

la mediana de valores (µmedian) indica que la preservación seca brinda mayor 

concentración de ADN. 

Congelada 

(n = 30) 

Figura 17: Comparación de la Pureza de ADN, relación A260/A280, de los métodos 

de preservación (seco y congelada) de Corallina mediante el protocolo enzimático. 

Donde la mediana de valores (µmedian) indica que la preservación seca brinda mayor 

pureza. 

Congelada 

(n = 30) 
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9.3.4. Protocolo CTAB frente al género Acanthophora 

En el género Acanthophora se analizaron 56 muestras de ADN mediante el 

protocolo CTAB, 28 congeladas y 28 secas, la prueba estadística de Mann Whitney 

reveló que existe diferencia significativa en la concentración de ADN (p < 0.001) 

destacando, además, que el valor de la mediana en las muestras de preservación seca 

exhibe mayor concentración (Figura 18). Así mismo, analizando la pureza del ADN, 

relación A260/A280 en el espectro, demostró diferencias significativas entre los 

métodos de preservación (p = 3.08e-03), sin embargo, a pesar de la diferencia, los 

datos de la mediana indican que ambos métodos se encuentran dentro del rango óptimo 

de pureza (≥ 1.8) (Figura 19), estableciendo que el método optimo a la hora de realizar 

la extracción en Acanthophora es utilizar muestras secas por lo que brinda mayor 

concentración de ADN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 18: Comparación de la concentración de ADN (ng/µL), de los métodos de 

preservación (seco y congelada) de Acanthophora mediante el protocolo CTAB. Donde la 

mediana de valores (µmedian) indica que la preservación seca brinda mayor concentración 

de ADN. 

Congelada 

(n = 28) 
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9.3.5. Protocolo universal (NaCl) frente al género Acanthophora 

El análisis total de 36 muestra de los métodos de preservación en el protocolo 

NaCl, demostró diferencia significativa en la concentración de ADN (p < 0.001), 

evidenciando por la mediana de valores, una concentración relevante en las muestras 

secas (Figura 20). En el parámetro de pureza A260/A280 también se mostró diferencia 

significativa (p = 8.20e-03) expresando para los valores de la mediana, una pureza 

aceptable (≥ 1.6) en las muestras secas y para las muestras congeladas un ADN 

contaminado (< 1.6) (Figura 21). Reafirmando que el método eficaz para la obtención 

de un ADN admisible en este protocolo es utilizando muestras secas.  

 

Figura 19: Comparación de la Pureza de ADN, relación A260/A280, de los 

métodos de preservación (seco y congelada) de Acanthophora mediante el 

protocolo CTAB. Donde la mediana de valores (µmedian) indica que la 

preservación seca brinda mayor pureza. 

Congelada 

(n = 28) 
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Figura 20: Comparación de la concentración de ADN (ng/µL), de los métodos de 

preservación (seco y congelada) de Acanthophora mediante el protocolo CTAB. 

Donde la mediana de valores (µmedian) indica que la preservación seca brinda mayor 

concentración de ADN. 

Congelada 

(n = 18) 

Figura 21: Comparación de la Pureza de ADN, relación A260/A280, de los métodos de 

preservación (seco y congelada) de Acanthophora mediante el protocolo NaCl. Donde 

la mediana de valores (µmedian) indica que la preservación seca brinda mayor pureza. 

Congelada 

(n = 18) 
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9.3.6. Protocolo enzimático frente al Género Acanthophora  

El análisis de las extracciones realizadas por el método enzimático, fueron un 

total de 55 muestras, la prueba de Mann Whitney demostró que existe diferencia 

significativa entre los métodos de preservación en la concentración de ADN (p < 

0.001) los datos de las medianas revelan que el método por secado es el que dispone 

una concentración más elevada a diferencia de las muestras congeladas (Figura 22). 

El indicador de calidad de pureza en la relación A260/A280, no mostró diferencia 

significativa entre los métodos de preservación (p = 0.74), sin embargo, de acuerdo 

con la mediana, el valor de las muestras congeladas se encuentra en el intervalo de 

pureza aceptable y  en las muestras secas, un intervalo de ADN contaminado (< 1.6), 

no obstante los valores graficados de las muestras congeladas (húmedas) se presentan 

muy dispersos, en comparación de las muestras secas (Figura 23), concluyendo que a 

pesar de que las muestras congeladas se encuentren dentro este intervalo aceptable de 

pureza en comparación del grupo opuesto, no presenta diferencias significativas, y 

aquel, que  alcanza  mayor concentración de ADN es la muestra seca, por lo tanto, es 

el método más apropiado a la hora de realizar la extracción.  
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Figura 23: Comparación de la Pureza de ADN, relación A260/A280, de los métodos de 

preservación (seco y congelada) de Acanthophora mediante el protocolo enzimático. 
Donde la mediana de valores (µmedian) indica que la preservación por congelamiento 

brinda mayor pureza. 

Congelada 

(n = 27) 

Figura 22: Comparación de la concentración de ADN (ng/µL), de los métodos de 

preservación (seco y congelada) de Acanthophora mediante el protocolo enzimático. 

Donde la mediana de valores (µmedian) indica que la preservación seca brinda mayor 

concentración de ADN. 

Congelada 

(n = 27) 
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9.4. Integridad del ADN 

Las muestras cargadas en los pocillos corresponden a cada protocolo, género 

y método de preservación evaluados en la presente investigación, y tras la migración 

de ADN en el gel de agarosa al 1% (Figura 24), podemos notar en su mayoría, bandas 

intensas en los pocillos cargados con muestras secas, sin embargo, existe variación en 

los patrones de las bandas. En las muestras del carril 3 y 7 podemos notar bandas 

intensas en la parte superior del gel, definiendo como ADN integro; por otro lado, las 

muestras del carril 5 y 11 se aprecia ADN de alta concentración, pero parcialmente 

degradado por la presencia de smear, esto podría deberse a la presencia de 

contaminantes en la muestra como proteínas, polisacáridos, alcoholes, etc. Las 

muestras del carril 9 y 12 podemos notar bandas definidas pero muy tenues, estas 

corresponden a muestras extraídas por el método CTAB calificándolas con integridad 

adecuada, pero bajas en concentración, del mismo grupo, en la muestra del carril 10 

se  presenta ADN parcialmente degradado y finalmente las muestras del carril 1, 2, 4, 

6 y 8 existe ausencia de banda por lo tanto no se puede calificar como ADN integro, 

sin embargo tras haber realizado el análisis por espectrofotometría se deduce que la 

usencia de la banda se debe a la presencia de contaminantes y baja concentración de 

ADN por lo que es un indicativo valido para notar esta ausencia. 
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 1         2         3          4    5         6         7         8   9        10      11       12  

A B C 

Figura 24: Electroforesis en gel de agarosa al 1 % de los diferentes protocolos empleados. 

Grupo A) protocolo mediante NaCl; grupo B): protocolo por método enzimático; y grupo C): 

protocolo mediante CTAB. AS: Acanthophora seca; AF: Acanthophora congelada; CS: 

Corallina seca; CF: Corallina congelada 

AS         AF        CS         CF         AS        AF        CS        CF         AS         AF       CS        CF 
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10. DISCUSIONES 

Las dos especies de macroalgas Rhodophyta (Acanthophora y Corallina) 

seleccionadas para este estudio, tienen el potencial de diversificar los resultados 

obtenidos de los protocolos de extracción de ADN. A pesar de pertenecer al mismo 

filo Rhodophyta, estos géneros presentan diferencias significativas en sus estructuras 

y composición celular. En el caso de Acanthophora cuenta con una estructura 

cartilaginosa, siendo ricas en polisacáridos, celulosa y agarosa; estos componentes le 

han conducido a ser objeto de estudio en los últimos años. Del mismo modo, la 

composición del género Corallina posee las mismas características, con la diferencia 

que produce carbonato de calcio, proveyéndole rigidez y esqueleto al alga siendo 

necesario e importante su aplicación molecular, para estudios ambientales, por 

ejemplo, en arrecifes coralinos (Cornwall et al, 2023). 

Respecto a protocolos de extracción de ADN, es poco lo que esta publicado en 

estas especies, ya que la mayoría de los protocolos de extracción estandarizados en 

Rhodophytas, se realizan en especies del Orden: Bangiales, Palmariales, Gelidiales 

entre otras. (Wattier, Prodöhl, & Maggs, 2000) (Yang, et al.,2013). 

Optimización de los protocolos de extracción de ADN 

Como era de esperarse, los resultados demostraron que el género 

Acanthophora y Corallina se comportaban de manera diferente con cada protocolo de 

extracción aplicado. Sin embargo, se comprobó que para ambos géneros el protocolo 

eficaz era mediante CTAB, lo cual coincide con el estudio de (Yang et al, 2013) donde 

aplican diferentes protocolos de extracción obteniendo mejores resultados con 
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protocolo CTAB en una macroalga identificada como Porphyra umbilicalis 

(Rhodophyta), en la que, al obtener el ADN, verificaron su calidad por digestión con 

enzimas de restricción y PCR, obteniendo una digestión completa y amplificación 

optima de los cebadores. En nuestro estudio, pese a que no se verificó la calidad con 

enzimas de restricción, ni por PCR debido a que estos procesos conllevan un tiempo 

considerable de investigación, y la finalidad de este estudio fue dejar establecido un 

método de extracción de ADN preciso y efectivo para realizar posteriormente estudios 

moleculares de cualquier índole; se demostró mejores rendimientos con este 

protocolo, donde la mediana de concentración de masa seca en el género 

Acanthophora y Corallina eran de 49ng/µL y 38ng/µL, respectivamente con una 

pureza A260/A280 optima (> 1.8), las cuales fueron mayor en comparación del 

método planteado por (Ramakrishnan, Anwar & Mohandass, 2017) donde en genero 

Acanthophora obtienen una concentración aproximada de 34 ng/µL, en la que si bien 

no utiliza CTAB el protocolo es muy similar, porque incluyen reactivos como el β-

mercaptoetanol, PVP, cloroformo/alcohol isoamílico, al igual que otros protocolos 

planteados por (Lee & Lee, 2003) (Choi et al., 1998) quienes también aplicaron en 

diversas especies de algas Rhodophytas. La utilidad de emplear CTAB en la extracción 

de ADN, es que, al estar en contacto con la membrana biológica del tejido de las algas, 

captura los lípidos, liberando el ADN y junto con otros productos como PVP 

minimizan el efecto de los metabolitos secundarios y polisacáridos (Heikrujam, 

Kishor & Mazumder, 2020). 
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Por otra parte, (Joubert & Fleurence, 2005 y 2008) y (Kumari, 2013) emplean 

en sus protocolos, una lisis enzimática previo a la extracción de ADN utilizando 

celulasa, xilanasa y β-glucanasas, lo cual les permitió tener un alto rendimiento de 

ADN. En el estudio de (Joubert & Fleurence, 2005 y 2008) aplicado en Gracilaria 

verrucosa y Palmaria palmata (Rhodophytas) obtienen un rendimiento superior a 300 

ng/g y 600 ng/g respectivamente. Mientras que, (Kumari, 2013) emplea la extracción 

sobre en macroalgas rojas, verdes y pardas obteniendo un rendimiento entre 6-10 µg/g; 

estos son rendimientos ideales para realizar posteriores trabajos moleculares como 

PCR, RFLP y secuenciación. Si bien parece ser un método eficaz, tiende a ser más 

costoso y toma más tiempo en llevar a cabo el proceso de extracción.  

La obtención de ADN por el método enzimático, aplicado en nuestro estudio, 

se emplean enzimas como proteinasa K y ARNasa A en el buffer de extracción, 

haciendo que el proceso sea más rápido, en comparación de los métodos antes 

mencionados, además que en este protocolo no se utilizan químicos nocivos como β-

mercaptoetanol, PVP o cloroformo, estos aspectos hacen la diferencia en la calidad del 

producto de ADN. 

Aun así, el ADN obtenido por este método enzimático no deja de estar en un 

rango de “calidad aceptable”, la mediana de concentración, en muestras secas del 

género Corallina es de 29.3 ng/µl con una pureza >1.8, y del género Acanthophora 

49.9 ng/µl con una pureza >1.5, siendo evidente la presencia de impurezas en este 

género, ya que se encuentra por debajo del rango óptimo de pureza A260/A280 

establecido entre 1.8 y 2.1. Así mismo la integridad de ADN, analizada por 

electroforesis en gel de agarosa, el género Corallina presento bandas definidas 
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denotando un ADN integro; mientras que el género Acanthophora se visualizaba con 

buena concentración de ADN, pero también presentaba smear, lo cual era previsible, 

debido a la baja pureza que se obtuvo mediante espectrofotometría; nuestros 

resultados coincidían con los hallazgos obtenidos por (Wattier, Prodöhl, & Maggs, 

2000), en la que usando este mismo protocolo, su evaluación mediante electroforesis 

en gel de agarosa al 0.5%, obtuvieron bandas definidas de alto peso molecular, en 

especies del orden Corallinales y ligero smear en una especie del orden Ceramiales, 

órdenes a las que pertenecen el género Corallina y Acanthophora. 

 

Si bien el protocolo mediante NaCl propuesto por (Aljanabi & Martinez, 1997) 

y modificado por (Rodríguez, 2017) se le considera universal por su fácil aplicación 

en tejidos animal, vegetal e inclusive fúngico, y uso de químicos inocuos; en algas 

Rhodophytas va a depender del género al que se quiera aplicar. Nuestros resultados 

mostraron mejor extracción en las algas del género Corallina, mientras que en el 

género Acanthophora, el producto de ADN presentaba una consistencia gelatinosa de 

color rosa. Se presume que este hecho, se debe a que el protocolo no logro eliminar 

completamente los polifenoles. En un estudio de (Velasco, 2005) menciona que, a fin 

de prevenir esta consistencia y coloración en el pellet de ADN, es ideal implementar 

reactivos como PVP en los buffers de extracción; estos polifenoles se unen al ADN y 

precipitando junto con ellos, por lo que, durante la extracción, el PVP actúa con la 

eliminación de esos compuestos polifenólicos (Heikrujam, Kishor & Mazumder, 

2020). 
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En base a este protocolo los resultados de (Aljanabi, & Martinez, 1997) 

consiguieron un rendimiento de ADN entre 500-800 ng/mg con una pureza de >1.77, 

nuestros resultados con muestras secas el género Corallina oscilaban un rendimiento 

de 121 ng/mg, pureza >1.8 y en Acanthophora con 421 ng/mg, pero con una pureza 

inferior a 1.6 por lo no se obtuvo buenos resultados con esta última.  La información 

con este protocolo sobre macroalgas rojas es escaza, sin embargo, en un estudio de 

(Escalante, 2019) desarrollo este protocolo modificado, en cepas de microalgas, 

obteniendo buenas concentraciones y pureza mayor a 1.6, valores superiores, en 

comparación con nuestros resultados. Por último, en cuanto a la integridad de ADN 

por electroforesis, solo se pudo visualizar una banda integra en el género Corallina 

seca, coincidiendo con la concentración y pureza óptima brindada por la 

espectrofotometría. 

Eficiencia de la preservación de muestras utilizadas  

Finalmente los resultados estadísticos, mostraron diferencia significativa (p < 

0.05) en los métodos de preservación, utilizados en las extracciones, determinado que 

las muestras secadas con silica gel proporcionaban mejor rendimiento y pureza en los 

tres protocolos, coincidiendo con el estudio de (Joubert, & Fleurence, 2008) donde 

realizaron pruebas de extracción en el alga Palmaria palmata utilizando muestras 

secas y congeladas a -20°C, estas muestras congeladas habían sido preservadas por un 

periodo de tres meses, obteniendo como resultado, mayor rendimiento de ADN con 

algas secas. No fue a así para el estudio realizado por (Mendoza, 2003) en algas pardas 

de la especie Sargassum lapazeanum, en la que comparaban muestras preservadas en 

etanol, secas con silica gel y congelación a -20°C donde, mayor rendimiento de ADN 
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tuvieron en las algas congeladas; por lo que, el tiempo de preservación a -20°C podría 

influir en la calidad. Otros estudios de extracción como (Lee & Lee, 2023) y (Yang et 

al, 2013) preservan sus muestras a una temperatura de -80°C y -70°C, lo cual es óptimo 

para preservar el ADN de las muestras a utilizar.  
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11. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

11.1. Conclusiones 

Los protocolos de extracción de ADN empleados en este estudio son muy 

conocidos y aplicado en diferentes especies, sin embargo, muy poco se había estudiado 

en el género Corallina y Acanthophora, géneros pertenecientes a la familia 

Corallinaceae y Rhodomelaceae, demostrando que los resultados obtenidos son de 

gran importancia. 

 

Los análisis estadísticos mostraron  que si existe diferencia significativa entre 

los tres protocolos de extracción de ADN (p < 0.05),   conduciendo al rechazo de la 

hipótesis nula y aceptando la hipótesis alterna planteada, esta diferencia significativa 

se evidenció tanto en pureza A260/A280, como en concentración de ADN, aunque en 

algunos casos esta diferencia estadística no existía en la concentración, por lo que se 

optó por definir la calidad, con la pureza A260/A280; este parámetro es primordial e 

importante, ya que, de no estar dentro del rango establecido dificulta posteriores 

trabajos moleculares. El protocolo eficaz en ambos géneros fue mediante CTAB, 

seguido del método enzimático, y por último el protocolo universal mediante NaCl, 

que solo se recomienda en el género Corallina.  

 

Por otro lado, el análisis estadístico mostro diferencia significativa (p < 0.05) 

entre muestras de algas congeladas y muestras secas con gel de sílice, tanto para 
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Acanthophora y Corallina, en los tres protocolos. Determinando que el mejor método 

extracción es utilizando muestras secas; utilizar silica gel, es un método optimo ya que 

no se necesita de otros equipos como estufas o incubadoras para su rápido secado, 

además de evitar el riesgo de quemarlas, dañar las células y degradar el ADN.  

 

Finalmente, la integridad del ADN mediante electroforesis visualizada en un 

gel de agarosa al 1% mostró “integridad alta” en el género Corallina seca en los tres 

protocolos, mientras que en el género Acanthophora seca, solo se logró visualizar 

bandas en el protocolo CTAB y método enzimático, acompañado de ligeros smear 

(bandas difusas y sin definición clara), considerándolos como “integridad adecuada”; 

en el caso de las muestras congeladas utilizadas en este estudio, al poseer baja 

concentración de ADN, la intensidad de las bandas eran deficientes e incluso ausentes 

en la electroforesis. Utilizar un método óptimo de extracción de ADN va a depender 

de la especie en la que se quiera trabajar. 
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11.2. Recomendaciones 

Se recomienda continuar con pruebas de identificación molecular de las 

macroalgas utilizadas en este trabajo, para determinar con mayor precisión a la especie 

que pertenecen, incentivando además conocer sobre su filogenia y potencial 

biotecnológico. 

 

Probar la calidad de ADN de muestras congeladas, en distintos periodos de 

tiempo, para conocer el tiempo óptimo de empleo de las muestras de algas con las que 

se va a trabajar. Así mismo, manejar equipos y productos químicos, utilizando 

protección adecuada para evitar daños, ya que algunos productos son muy nocivos al 

estar en contacto con el operador. 

 

Emplear técnicas de lisis mecánica previo a la extracción de ADN, para una 

mejor ruptura celular y obtener la mayor concentración de ADN, actualmente existen 

técnicas como, el uso de perlas magnéticas, vidrio molido, y arena refinada. 
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13. ANEXOS 

Anexo 1: Tabla de mediana estadística de concentración y pureza A260/A280 de ADN 

Protocolos Muestras 
concentración 

ng/µl 

Pureza 

A260/A280 

CTAB 

Corallina congelada 14 1,83 

Corallina seca 49 1,93 

Acanthophora congelada 3,85 1,81 

Acanthophora seca 38,4 1,97 

NaCl 

Corallina congelada 12,4 1,7 

Corallina seca 24,8 1,88 

Acanthophora congelada 14,65 1,47 

Acanthophora seca 84,6 1,69 

ME 

Corallina congelada 13,2 1,73 

Corallina seca 29,3 1,86 

Acanthophora congelada 9 1,62 

Acanthophora seca 49,9 1,59 

 

 

  

 

Anexo 2: Limpieza de algas 

colectadas 
Anexo 3: Rotulación de tubos 

Eppendorf, antes de iniciar el 

proceso de extracción de 

ADN 


