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RESUMEN

Se modificaron y compararon dos métodos de CTAB para aislar ADN total a partir de tejido foliar
de frijol variedad Pinto Saltillo. Diferencias en el proceso de trituracion de los tejidos,
concentracién de los componentes de los reguladores de aislamiento y nimero de pasos de
lavado del material genético producen diferencias significativas en la cantidad y la pureza del
ADN obtenido. Del material gendmico aislado por el método que permitid obtener la mayor
cantidad (3996.249 ng/uL) y la mejor pureza (A,s/As0 = 1.68) de ADN, también fue posible
amplificar secuencias ISTR.

ABSTRACT

Two CTAB methods to isolate DNA from foliar tissues of bean Pinto Saltillo were modified and
compared. Differences in the tissue grinding, the isolation buffers composition, and in the number
of wash steps of genetic material resulted in significant differences in the yield and purity of DNA
isolated. From the DNA obtained by the method, which allowed obtaining the highest amount
(3996.249 ng/uL) and purity (A,s0/Azg0 = 1.68) of DNA, ISTR sequences were amplified by PCR.

INTRODUCCION

Para la realizacidon de estudios que involucran el uso de marcadores moleculares es necesario
contar con protocolos de aislamiento de ADN que permitan obtener ese material en forma puray
en cantidad suficiente. De manera comercial existen kits que garantizan el aislamiento de ADN a
partir de una gama muy amplia de especies; sin embargo, en muchos laboratorios de investigacion
se prefiere estandarizar los propios métodos segun las especies particulares a estudiar, porque la
cantidad y la calidad del ADN obtenido con los kits comerciales no siempre son las adecuadas,
ademads de que su costo generalmente es elevado.

En la actualidad existen diferentes métodos para aislar ADN total de especies vegetales. Algunos
de ellos consumen periodos largos de tiempo y son complicados, hacen uso de dos solventes
orgdanicos, como el fenol y el cloroformo, y de un proceso de dialisis para la purificaciéon del ADN,
como el desarrollado por Herrmann (1982); o el desarrollado por Palmer (1987), que es un poco
mas corto que el primero porque no incluye un paso de dialisis. Protocolos como el reportado por
Rogers y Bendich (1988) son muy largos, porque requieren ultracentrifugacién en gradientes de
cloruro de cesio durante 12 o 16 horas y pasos igualmente largos de didlisis para después eliminar
de las muestras de ADN el cloruro de cesio.



La inclusién del detergente catidnico bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB por sus siglas en
inglés) a los reguladores de extraccion de ADN en vez del detergente dodecilsulfato de sodio (SDS
por sus siglas en inglés) por Shagai-Maroof et al. (1984) simplificé y redujo el tiempo empleado
para aislar ADN de especies vegetales. El CTAB precipita los dcidos nucleicos como sales insolubles
de CTAB en presencia de concentraciones bajas de cloruro de sodio, reduciendo la precipitacién de
polisacaridos y proteinas contaminantes, incluidas nucleasas, por lo que disminuye el riesgo de
degradacion del material genético (Shagai-Maroof et al., 1984).

Algunas especies son recalcitrantes para aislar ADN en forma pura, porque pueden contener altas
cantidades de polisacaridos o de compuestos fendlicos, que son dificiles de separar del material
genético (Tibbits et al., 2006; Cota-Sanchez et al., 2006) y que inhiben enzimas, como la ADN
polimerasa que es requerida en las reacciones de PCR (reaccidn en cadena de polimerasa) (Kim et
al., 1997). Para eliminar fenoles, se adicionan a los reguladores de aislamiento, compuestos como
la polivinilpirrolidona (PVP), que absorbe esos compuestos, y también se adicionan sustancia
caotréficas (desnaturalizantes) como el 2-mercaptoetanol, que inhibe la accion de enzimas
fenoloxidasas (Scopes, 1994).

Phaseolus vulgaris es una especie que ha sido extensivamente manipulada para la generacion de
variedades. En México, uno de los centros de origen del género Phaseolus, existen mas de 150
especies, de las cuales 50 se encuentran en México (Reyes et al., 2008); la mayoria de ellas ha sido
caracterizada principalmente de manera morfolédgica y agrondmica (Vidal-Barahona et al., 2006;
Vargas-Vazquez et al, 2008). La caracterizacion molecular de variedades regionales y
econdmicamente importantes de frijol se ha realizado para colecciones de Portugal (Coelho et al.,
2009), de la Peninsula Ibérica (Rodifio et al., 2006), y de Honduras (Guachambala-Cando y Rosas-
Sotomayor, 2010). A pesar de la importancia del cultivo de esta especie en México, de la
importancia que nuestro pais tiene como centro de origen, lo valioso de los marcadores
moleculares como parametros de autenticidad de variedades, de monitoreo de pureza de
variedades, y en el mejoramiento genético asistido, en México se han llevado a cabo pocos
trabajos al respecto, entre ellos se encuentran los de Vidal-Barahona et al. (2006) y Vargas-
Vazquez et al. (2008). Sin embargo, para que esos estudios puedan llevarse a cabo es necesario
contar con métodos de aislamiento que permitan obtener ADN en calidad y cantidad adecuadas
para poder ser amplificado por PCR o digerido por enzimas de restriccién, y que sean accesibles en
términos econdmicos y técnicos. En el presente trabajo se comparan los procedimientos de Keb-
Llanes et al. (2002) y el Coelho et al. (2009), ambos con modificaciones, para aislar ADN de frijol. El
ADN obtenido se amplific6 con los marcadores moleculares ISTR (Inverse Sequence Tagged
Repeat) para probar la eficiencia de cada método de aislamiento para estudios futuros de
variabilidad genética basada en esos marcadores.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

La variedad de frijol analizada, Pinto Saltillo, fue proporcionada por el Instituto Nacional de
Investigacion Forestal, Agricola y Pecuaria (INIFAP) de Durango. Diez semillas fueron germinadas y
el material foliar fue colectado de cada una entre los 7 y 10 dias después de la germinacion.

Extracciéon de ADN

Modificacién del protocolo de Coelho et al. (2009)

El ADN total de 10 plantulas se extracté de manera individual a partir de tejido foliar (100 mg)
pulverizado con nitrégeno liquido. Los tejidos pulverizados se combinaron con 800 pL de regulador
de extraccidn, conteniendo CTAB al 2%, NaCl 1.4 M, Tris-HCL 10 mM, pH 8.0, EDTA 20 mM, 2-
mercaptoethanol al 2% y polyvinylpyrrolidone (PVP peso molecular 40 000) al 3%. Una diferencia



con el protocolo original de Coelho et al. (2009) es que esos autores adicionan 36 mg de PVP a los
tejidos después de la adicidn de nitrégeno liquido y no como parte del regulador de extraccidn. Las
muestras se incubaron a 65°C durante 60 minutos, después se combinaron con 600 pL de
cloroformo, se agitaron y se centrifugaron (10 000 rpm durante 10 minutos, a temperatura
ambiente. El sobrenadante, fase acuosa conteniendo el ADN disuelto, se recuperd y se volvié a
fraccionar con cloroformo. La fase acuosa resultante se combind con 500 uL de isopropanol frio y
se incubaron durante 30 min a -20°C para precipitar el ADN antes de centrifugarse (10 000 rpm
durante 10 minutos). Se descarté el sobrenadante y la pastilla conteniendo el ADN se resuspendié
en 300 pL de TE (Tris 10mM, EDTS 1mM) y 150 pL de NaCl 5M, después se adicionaron 900 plL de
etanol absoluto frio, las muestras se incubaron a -20°C durante 30 minutos, se centrifugaron a 10
000 rpm durante 10 minutos. Se descartd el sobrenadante y la pastilla se lavdé con 500 pL de
etanol al 75%. Este lavado con etanol es adicional al protocolo original de Coelho et al. (2009).
Después de centrifugar a las condiciones ya sefialadas, el sobrenadante se descarto, la pastilla de
ADN se dejé secar a temperatura ambiente, y se resuspendié en 50 uL de TE.

Modificacion del protocolo de Keb-Llanes et al. (2002)

El ADN total de 10 plantulas se extracté de manera individual a partir de tejido foliar (100 mg),
pulverizado con nitrégeno liquido. Los tejidos pulverizados se combinaron con 300 L de regulador
de extraccion A (CTAB al 2%, Tris HCL 100 mM, pH 8.0, EDTA 20 mM, NaCl 1.4 M, PVP 40 al 4%,
acido ascorbico al 0.1%, 2-mercaptoetanol 10 mM), 900 pL de regulador de extraccién B (Tris-HCL
100 mM, pH 8.0, EDTA 50 mM, NaCl 100 mM, 2-mercapoetanol 10 mM), y 100 pL de SDS 20%. Las
muestras se incubaron a 65°C durante 30 minutos, después se combinaron con 410 uL de acetato
de potasio 5M frio, y se centrifugaron (8000 rpm durante 15 minutos, a temperatura ambiente).
Se recuperd el sobrenadante, se combind con un volumen igual de cloroformo, se centrifugd a las
condiciones ya sefialadas y se recuperd la fase acuosa. La adicion de cloroformo es una
modificacion al protocolo original de Keb-Llanes et al (2002). La fase acuosa se combiné con 800
plL de isopropanol frio y se incubd a -20°C durante 30 minutos para precipitar el ADN. Las muestras
se centrifugaron a 8000 rpm durante 10 minutos. Se descarté el sobrenadante y la pastilla,
conteniendo el ADN se resuspendié en 800 uL de TE, 70 pL de acetato de sodio 3M (pH 5.2), y 500
puL de isopropanol (-20°C), después se incubd durante 60 minutos a -20°C. Las muestras se
centrifugaron a 8000 rpm durante 10 minutos, la pastilla se lavéd con 1 mL de etanol al 70% y se
dejé secar a temperatura ambiente antes de resuspenderse en 50 uL de TE

Cuantificacion del ADN obtenido

La determinacion de la cantidad de ADN obtenido se realiz6 de manera espectrofotométrica. Se
tomaron 4 pL de cada solucion individual de ADN y se combinaron con 996 uL de agua inyectable
(dilucién 1/250). Se determinaron los valores de absorbancia a 260 nm (A,s). La concentracion de
ADN en cada muestra se estimé considerando que una solucién de ADN de concentracién igual a
50 ng/uL tiene un valor de A,5 de 1 (Chan, 1992).

Pureza del ADN obtenido

La determinacidén de la pureza de las soluciones de ADN se realizd6 de manera espectrométrica de
acuerdo a Sambrook et al. (1989). De manera individual se registraron los valores de A,z y se
calcularon los valores de la relacion A,gy/A,s0, considerando las lecturas previas de A,g. Valores de
esas proporciones iguales o mayores de 1.7 indicaron que el ADN se encontraba lo
suficientemente libre de proteinas para poder ser amplificado por PCR.

Apreciacion del tamafio molecular y de la integridad del ADN obtenido.



La apreciacién del tamafio molecular y de la integridad de las muestras de ADN se realizd por
electroforesis en geles de agarosa, de acuerdo a Andrews (1994). Se prepararon geles de agarosa
al 0.8%, utilizando el regulador TAE (Tris-HCI 0.4 M, EDTA 2 M, acido acético). La electroforesis se
desarrollé a 70 volts. Los geles se tifieron con Sybr Green.

Amplificacion de loci ISTR por PCR

La amplificacién de loci ISTR se realizdé de acuerdo al método de Osorio et al. (2006), con los
iniciadores F9 y B8. Para cada muestra individual se preparé una mezcla de reaccidén conteniendo
los iniciadores F9 (TTACCTCCTCCATCTCGT) y B8 (ATACCTTTCAGGGGGATG) a 0.3 uM, regulador 1X
de PCR, MgCl, 3 mM, mezcla de nucleétidos 0.25 mM, Taq pol 1U, ADN molde 25 nM, agua para
ajustar el volumen de reaccidon a 20 pl. Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: un
primer ciclo de desnaturalizacién a 95°C durante 3 min; 40 ciclos, comprendiendo un paso de
desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos, uno de alineacién a 45°C durante 1 min, y uno de
extension a 72°C durante 2 min; finalizando con 10 min a 72°C.

Anilisis de datos
Los datos se sometieron a un analisis de varianza y de comparaciéon de medias por chi cuadrada,
usando el programa Stargraphics Centurion XV.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de A5 y de la concentracién de ADN aislado de cada uno de los 10 individuos
analizados de manera independiente con las modificaciones de los métodos de Coelho et al.
(2009) y de Keb-Llanes et al. (2002) se muestran en la Tabla 1. En esa tabla se observa que
utilizando el método modificado de Coelho et al. (2009) fue posible obtener una concentracion
media de ADN de frijol variedad Pinto Saltillo de 3996.249 ng/uL, y con el método de Keb-Llanes et
al. (2002) una concentracion media de 290.416 ng/uL. Estos valores significativamente diferentes
(t =5.83111, P = 0.0000159566, alfa = 0.05) indican que las variaciones entre los dos métodos
determinan la cantidad de ADN que puede obtenerse a partir de tejido foliar de esa variedad de
frijol. Las cantidades de ADN obtenidas por el método de Coelho et al. (2009) son suficientes para
llevar a cabo analisis moleculares empleando no solo marcadores de ISTR sino también
microsatellites, RAPD y AFLP de frijol, ya que, de acuerdo a Arif y Khan (2009) y a nuestros propios
resultados de ISTR, cantidades de ADN variando entre 20 a 500 ng son requeridas para realizar
esas caracterizaciones.

Algunos autores consideran que muestran de ADN que presentan valores mayores o iguales a 1.7
0 1.9 veces mas cantidad de ADN con respecto a proteinas (valores de A,eo/Asgo = 1.7 0 Aggof/Asgo 2
1.9) representan muestras de ADN suficientemente puras (Sambrook et al., 1989; Towner, 1994),
las cuales se pueden analizar con la mayoria de las técnicas moleculares. De acuerdo a la Tabla 1,
solo el 40% de las muestras de ADN obtenidas a partir del método modificado de Coelho et al.
(2009) cumplid con esa consideracion de pureza, mientras que ninguna muestra obtenida con el
protocolo de Keb-Lanes et al. (2002) alcanzé el valor de pureza sefialado. Sin embargo, todas las
muestras obtenidas con el protocolo modificado de Coelho et al. (2009) pudieron ser amplificadas
con los iniciadores de ISTR evaluados en el presente estudio. Estos resultados sugieren que los
requerimientos de pureza de muestras de ADN podrian en realidad ser mas flexibles.
Comparativamente, el método modificado de Coelho et al (2009) permitié obtener ADN de mayor
pureza (valor medio de A,g/Ass = 1.68) que el modificado de Keb-Llanes et al. (2002), el cual
permitid obtener ADN de tejido foliar de la variedad de frijol Pinto Saltillo con un valor promedio
de pureza de 1.09 (Tabla 1).



Tabla 1. Valores de A,30, Asso, Aaso, Asso/Arso, Aseo/Asso, Y concentracion de ADN de 10 individuos de
frijol variedad Pinto Saltillo obtenido con el método de Coelho et al. (2009) y de Keb-Llanes et al.
(2002).

Método Modificado de Coelho et al. (2009) Método Modificado de Keb-Llanes et al.
(2002)
Muestr  Ayo Ao Aseo/Azso Concentracion Ao Asso  Asso/Aso  Concentracion
a (ng/uL) (ng/uL)
1 0.50 0.28 1.79 6308.33 0.01 0.02 0.92 237.50
5 2 9 1
2 0.30 0.18 1.67 3770.83 0.02 0.02 1.00 354.17
2 1 8 8
3 0.62 0.33 1.85 7770.83 0.02 0.02 1.08 275.00
2 6 2 0
4 0.35 0.20 1.74 4429.17 0.03 0.02 1.19 370.83
4 4 0 5
5 0.15 0.10 1.45 1895.83 0.04 0.04 1.18 608.33
2 5 9 1
6 0.21 0.12 1.74 2741.67 0.01 0.01 1.39 220.83
9 6 8 3
7 0.30 0.18 1.67 3833.33 0.02 0.02 1.04 300.00
7 3 4 3
8 0.09 0.06 1.58 1187.50 0.01 0.01 0.97 129.17
5 0 0 1
9 0.23 0.14 1.64 2904.17 0.01 0.01 1.04 195.83
2 1 6 5
10 0.41 0.24 1.68 5120.83 0.01 0.01 1.13 212.50
0 3 7 5
1.68+0.1 3996.249+1902.3 1.09+0.1 290.35+126.77
0 68 2 3

La integridad y el tamafio molecular del ADN obtenido con los métodos modificados de Coelho et
al. (2009) y de Keb-Llanes et al. (2002) se muestran en la Figura 1. En esa figura se aprecia que el
ADN obtenido con ambos métodos tuvo una migracidn electroforética baja (bandas cercanas a los
pocillos de depdsito de las muestras), lo que indica un tamafio molecular alto, el cual fue mayor a
10 000 pb (datos de marcador de tamafio molecular no mostrados), y bajo nivel de degradacion,
apreciado por el fondo tenue (“background”) a lo largo de los carriles del gel, lo cual es un criterio
de integridad o bajo nivel de degradacién de muestras de ADN (Towner, 1994). Cantidades
variables de ARN fue aislado conjuntamente con el ADN, como puede ser apreciado por la
intensidad de las bandas difusas al extremo opuesto de los depdsitos en cada carril de la Figura 1.
En la misma Figura 1 se observan cantidades menores de ADN obtenido con el método modificado
de Keb-Llanes et al. (2002). Estos resultados indican que aunque los dos métodos de aislamiento
evaluados en el presente estudio permitieron obtener ADN de alto peso molecular a partir de
tejido foliar de frijol Pinto Saltillo, el modificado de Coelho et al. (2009) permite obtener mayor
cantidad de material genético en mejor calidad.



Figura 1. Gel de agarosa al 0.8% de muestras de AND obtenidas a partir de tejido foliar de 10
individuos de frijol variedad Pinto Saltillo con (izquierda) el método modificado de Coelho et al.
(2009) y (derecha) de los mismos individuos con el método modificado de Keb-Llanes et al. (2002).

De acuerdo a la Figura 2, los ISTR revelados por los iniciadores F9 y B8 generan perfiles de
amplificacion formados por dos bandas bien definidas, que representan dos secuencias ISTR de
alrededor de 1000 y 1500 pb, en el genoma de la variedad Pinto Saltillo de frijol. Estos resultados
apoyan el caracter universal de estos marcadores mencionado por Rhode (1996) e indican que el
ADN obtenido con el protocolo aqui modificado de Coelho et al. (2009) puede ser amplificado con
los iniciadores para marcadores ISTR.

Diferencias en los procesos de trituracion de los tejidos vegetales, en la composiciéon de los
reguladores de aislamiento, y en los pasos de lavado con soluciones etandlicas generaron
diferencias significativas en la cantidad, calidad y capacidad de amplificacion del ADN aislado a
partir de tejido foliar de frijol Pinto Saltillo. El protocolo resultante de las modificaciones hechas en
el presente estudio al original de Coelho et al. (2009), las cuales simplifican a este ultimo, puede
ser usado para estudios de variabilidad genética de frijol, empleando marcadores ISTR.




Figura 2. Gel de acrilamida al 6% de muestras de ADN obtenidas a partir de tejido foliar de 10
plantas de frijol Pinto Saltillo con el método modificado de Coelho et al. (2009), y amplificadas con
los iniciadores F9 y B8, de ISTR.
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