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Comparacion de dos métodos de extraccion de ADN a partir
de plantas del género Solanum, subgénero Leptostemonum

Comparison of two ADN extraction methods from plants belonging
Solanum genus Leptostemonum subgenus.
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Resumen

Se evaluaron dos métodos para la extraccion de ADN en plantas del género Solanum, con el fin de obtener ADN disponible
y de buena calidad para la obtencién de secuencias. El producto comercial DNeasy® Plant Mini Kit se comparé con un
método que incluye el uso de una solucién tampon de lisis. Para este dltimo método también se evalu6 si el rendimiento
mejoraba cuando las muestras se maceraron previamente con nitrégeno liquido. Los resultados en términos de calidad
(A260/A280) no mostraron diferencias significativas entre los métodos de extraccién (indice < 1,5). Sin embargo, se encon-
traron diferencias en la concentracién de ADN obtenida (prueba de Dunnet, p<0,05) y en los porcentajes de amplificacion
mediante PCR (X2, p<0,05). Los mejores resultados, en cuanto al éxito en la PCR (89%), se obtuvieron con el producto
comercial, sin embargo la dilucién 1:100 de las muestras obtenidas con el método de solucién de lisis, permitié obtener re-
sultados de PCR comparables. La maceracion de las muestras con nitrégeno liquido, también mejoré el rendimiento (éxito
de PCR) del método con solucion de lisis. Se propone este método como una alternativa costo-efectiva para la extraccion
de ADN a partir de plantas del género evaluado, con base en los resultados obtenidos.
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Abstract

Two methods were evaluated for ADN extraction in plants belonging to the Solanum genus. The objective was to isolate
adequate ADN amount and of enough quality for obtaining sequences. The commercial product DNeasy® Plant Mini Kit
was compared with a method that includes a lysis buffer. For the last method it was also evaluated the improvement when
samples were previously macerated with liquid nitrogen. The quality results (A260/A280) did not show significant diffe-
rences between the extraction methods (index <1.5). However, there were differences in the ADN concentration obtained
(Dunnett test, p <0.05) and in the PCR amplification percentages (X?, p <0.05). The best results, in terms of success in PCR
(89%) were obtained with the commercial product, however the PCR with 1:100 dilution of extracted ADN using the buffer
lysis method achieve comparable results. Grounding the samples with liquid nitrogen with this method, also upgraded the
PCR results. Based on the results in this study the lysis buffer method is proposed as a cost-effective alternative for ADN

extraction in plants belonging to the evaluated genus.
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Introduccién

En las plantas (Reino Plantae), el género Solanum es
uno de los mas diversos de la familia Solanaceae, con
aproximadamente 1.500 especies (Weese y Bohs,
2007). Dentro de este género se encuentra el subgé-
nero Leptostemonum conocido como “spiny Solanum”
o Solanum con espinas, en el que se incluyen plantas
caracterizadas por poseer espinas en hojas y tallos,
con un ndmero estimado de 350 a 450 especies (Le-
vin et al., 2006).

Entre las especies de este subgénero se encuentran
algunas de importancia econémica en la industria ali-
menticia y medicinal, relacionada con propiedades
antitumorales, antioxidantes y antimicrobianas (Chah
et al., 2000; Kuo et al., 2000; Medina et al., 2009). En
este grupo de plantas también se reconocen plantas
hospederas o fuentes de alimento de algunas maripo-
sas con las cuales establecen relaciones ecoldgicas de
importancia en estudios evolutivos (Giraldo y Uribe,
20104, 2010b).

A pesar de la importancia de muchas de las especies
del subgénero Leptostemonun y de la relevancia de su
adecuada identificacion, su taxonomia es relativamen-
te poco conocida y estudiada, lo que se relaciona con
la gran variacién morfolégica y la poca disponibilidad
de taxbnomos especializados en el grupo (Spooner et
al., 2001; Miz et al., 2008; Yousaf et al., 2010). En este
sentido se considera que el uso de caracteres mole-
culares, podria contribuir considerablemente en el co-
nocimiento y separaciéon de las especies del género
Solanum de forma rapida, econémica y acertada. La
obtencion de ADN de buena calidad y en cantidad
adecuada para la realizacion de procedimientos mo-
leculares, es un aspecto fundamental para el éxito de
cualquier iniciativa que apunte a la identificacion mo-
lecular de especies, como la que se adelanta con gran
éxito para animales (Fazekas et al., 2009) y avanza
para plantas (Hollingsworth et al., 2009). Esta iniciati-
va es conocida como “cédigo de barras genético de
especies o BARCODE” (Ausubel et al., 2002; Hebert et
al,, 2003).

Para el género Solanum, el protocolo de extracciéon de
ADN reportado en la literatura corresponde al basado
en Bromuro de Cetilmetilamonio (CTAB) de Doyle y
Doyle (1987) el cual se ha utilizado con buenos resul-
tados en la extraccion de ADN de otros géneros de la
familia Solanaceae y también en especies de la fami-
lia Juncaceae (Drabkova et al., 2002; Weese y Bohs,
2007; Turci et al., 2010). Este método de extraccion
aunque aun se utiliza de rutina en muchos laborato-
rios, hace uso de solventes organicos como el clorofor-
mo, generando un riesgo relativo para la salud humana

y el ambiente principalmente por las dificultades para
su eliminacion (Valter de Oliveira et al., 2009; Niu et
al, 2010).

Productos comerciales para la extraccion de ADN
como el DNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN Inc., Valen-
cia, CA, USA) son dtiles y recomendados para obtener
y amplificar ADN de plantas aunque con mayores
costos (Drabkova et al, 2002; Vural, 2009). Otros
métodos como los llamados caseros que incluyen ma-
ceracion y soluciones de lisis como el detallado por
Collins et al. (1987), son econdémicos y exitosos para
la obtencion de ADN y han sido usados en organis-
mos como los insectos (Gémez et al., 2009; Marin et
al., 2012). Sin embargo, no se conoce el uso de este
método para la extraccion de ADN a partir de plantas
y seria importante evaluar su utilidad en relacion con
algunas dificultades reportadas en métodos similares,
para remover polisacaridos presentes en las plantas lo
que puede afectar la calidad del ADN y disminuir el
éxito de amplificacion por PCR.

En el presente estudio se evalué para las plantas So-
lanum con espinas, la efectividad en la extraccién de
ADN con calidad para PCR, del método de Collins et
al. (1987) en comparacion con el método comercial
DNeasy® Plant Mini Kit. El objetivo de este estudio
fue seleccionar el mejor método de extraccion de ADN
para este grupo de plantas, en términos de eficiencia,
costos y que representara un bajo riesgo para la sa-
lud y el medio ambiente. Es de interés de los autores
implementar el método seleccionado en estudios de
taxonomia y sistematica del género Solanum, incluyen-
do ademas de los genes estudiados aqui, otros que
se encuentran en evaluacion de acuerdo a su utilidad
taxonémica en el grupo.

Materiales y métodos

Material vegetal y preparacion

Se procesaron en total nueve plantas del subgénero
Leptostemonum: dos ejemplares de Solanum torvum
y uno de Solanum hirtum, dos de Solanum jamaicense,
tres de Solanum pseudolulo y uno de Solanum viarum.
La identidad de las plantas se verificé usando claves
taxonémicas (Whalen et al., 1981) y por comparacion
con especimenes del herbario MEDEL de la Universidad
Nacional de Colombia, sede Medellin, y verificacion
con el especialista. Los especimenes se depositaron
como coleccion de referencia en el mismo herbario
MEDEL. Se utiliz6 como fuente para la extraccion de
ADN el tejido foliar de los nueve especimenes y se eva-
lué si existian diferencias al usar tejido fresco y/o seco.
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La cantidad de material vegetal usada fue 0,1 g cuando
se encontraba fresco y 0,02 g seco, cantidad que reco-
mienda el producto comercial DNeasy® Plant Mini Kit
(QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA.). Se proceso el tejido
fresco almacenado a temperatura ambiente y el tejido
seco, previamente se sometié a una temperatura de
40 °C en un horno durante tres dias seglin recomen-
dacién del herbario.

Extraccién de ADN

Método comercial, DNeasy® Plant Mini Kit (QIA-
gen). Se sigui6 el procedimiento indicado por la casa
comercial, el cual incluy6 una resuspencion final de la
muestra en buffer AE (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA).
La muestra se almacené a -20°C.

Método Collins et al. (1987) con base en solucion tam-
pon de lisis. Se agregd 400 ul del tampdn de lisis (0,08
M NaCl, 0,16 M sucrosa, 0,06 M EDTA, 0,5% SDS, 0,1
M Tris-CL, pH 8,6) a la muestra y se homogenizé en un
vial de 1,5mL. Se incub6 a 64°C durante 30 minutos.
Posteriormente se adicion6 56 ul de acetato de pota-
sio 8 M para la precipitacion de proteinas. Se incubé
durante 60 minutos a -20°C. Después de la incubacion
se centrifugd a 3.500 rpm durante 15 min, para luego
remover el sobrenadante y pasarlo a un tubo nuevo. A
éste se le adiciond 100 uL de etanol al 100% vy se centri-
fugd a 3.500 rpm durante 15 min. Después de descartar
el sobrenadante, se adicioné 100 uL de etanol al 75%,
el producto final se seco y se resuspendio en 100 ulL de
agua ultrapura. El producto de ADN fue tratado con un
uL de RNAasa (Fermentas®) a 37°C durante 60 min.
Finalmente la muestra se almacené a -20°C.

Método de Collins et al. (1987), modificado. Se adi-
ciond un paso inicial de maceracion de la muestra con
nitrégeno liquido, posteriormente, la muestra pulveri-
zada se sometio a los pasos descritos en el método de
Collins et al (1987). El producto final se traté con un uL
de RNAasa (Fermentas®) a 37°C durante 60 min. Las
muestras se conservaron a -20 °C hasta la cuantifica-
cion del ADN vy la realizacion de la PCR.

Evaluacién de la calidad y cantidad de ADN

Se verifico la extraccion del ADN genémico mediante
una electroforesis con gel de agarosa al 0,8%, usando
TBE 1 X (Tris-Borato-EDTA) y el colorante EZ-vision®
(Amresco Inc., USA). Se corrié a 80 V, durante 45 min.
Adicionalmente el ADN se cuantificé en un NanoDrop
1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific
Inc., USA) obteniendo los datos de concentracion de
ADN en ng/ul vy la relacion de absorbancias 260/280
nm como indice de la calidad.

Finalmente la calidad del ADN extraido se verifi-
cO a través de la amplificacion de dos regiones del
ADN cloroplastidico. El espaciador intergénico del
trnH-psbA se amplificé usando los oligonucleétidos
psbA (5 GTTATGCATGAACGTAATGCTC 37) y trnHEYS
(5"CGCGCATGGTGGATTCACAATCC 37) (Hamilton,
1999) y el siguiente perfil térmico: 80 °C por 5min, (94
°C por 30's, 56 °C por 40 s, 72 °C por 1 min) por 35
ciclos, 72 °C por 10 min. La segunda regién amplifica-
da fue el intrén trnl, usando los oligonucleétidos tab
¢ (5" CGAAATCGGTAGACGCTACG 3”) y tab d (5" GGG-
GATAGAGGGACTTGAAC 37) (Taberlet et al., 2007) y el
perfil térmico de PCR: 95 °C por 10 min, (95 °C por 30
s, 50 °C por 30's, 72 °C por 2 min) por 35 ciclos.

Para la amplificacion de las dos regiones se utilizé un
volumen final de 50 ul y concentraciones constantes
de otros componentes: 2 mM de MgCl,, 1 X de Bu-
ffer, 0,2 mM de dNTPs, 0,2 uM de cada primer, 0,4 uL
de Taq polimerasa a 5 U/ul (Fermentas®) y un ul de
ADN. Se us6 como control positivo, una muestra de
ADN extraida con DNeasy® Plant Mini Kit (QlAgen),
para la cual se obtuvo resultados positivos en las am-
plificaciones previas. Los productos de PCR fueron ve-
rificados mediante electroforesis en un gel de agarosa
al 1,2% usando 5ul de la muestra y EZ-vision® como
colorante, se corrié a 70 V durante 45 min. Los tama-
nos de las bandas fueron analizados mediante compa-
racion con el marcador de peso molecular, Generuler
100pb (Fermentas®). Las reacciones de amplificacion
se repitieron dos veces, una en el ano 2010 y otra en
el afo 2012 con el fin de verificar la reproducibilidad
de los experimentos.

Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizo el software SPSS
para Windows, versién 15 (SPSS Inc., 2008). Para cada
uno de los métodos de extraccion, se calcularon las
medias y desviaciones estandar (DS). Para identificar
el método que presenta diferencias significativas en la
concentracion y calidad de ADN se utilizaron las prue-
bas de Tukey y Dunnet (Miller, 1996). Para el andlisis
de las amplificaciones de los marcadores trnH- psbA y
trnL se determiné el porcentaje de éxito y se utilizé la
prueba de Chi-cuadrado (X?) para establecer si existian
diferencias significativas entre los porcentajes obteni-
dos (Halos et al., 2004).

Resultados y discusién

Se logré la extraccion de ADN con calidad para PCR
a partir de muestras frescas y secas de plantas del gé-
nero Solanum (tabla 1). Estos resultados son impor-
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tantes teniendo en cuenta que para la ejecucion de
estudios con marcadores moleculares y en particular
con secuencias, uno de los métodos mds usado en la
actualidad, es importante contar con ADN de buena ca-
lidad y cantidad. Ademas la realizacion de dichos estu-
dios incluye muestras frescas provenientes del campo o
muestras secas como las disponibles en los herbarios o
procesadas para conservacion. En la actualidad el éxito
de iniciativas mundiales como la del cédigo genético
de barras para identificar plantas, depende del ADN con
el cual se inicia el proceso de identidad molecular para
el material vegetal, en particular si se considera que al-
gunos compuestos polifendlicos, azucares de cadenas
largas y otros metabolitos secundarios pueden afectar
el proceso de extraccion y amplificacion de las regiones
de interés en algunas plantas (Zhu et al. 2006).

Los geles de verificacion de las extracciones mostraron
productos de ADN de buena calidad y sin degradacion
(figura 1). En general, para una misma muestra no se
observo diferencias entre los protocolos, sin embargo,
para una muestra procesada con el método de Collins
et al. (1987), se obtuvo una banda mas fuerte cuando
se macer6 con nitrogeno liquido que cuando éste no
se uso, lo cual indica, que este procedimiento adicio-
nal podria mejorar los resultados como se observo al
realizar lo mismo en un mayor nimero de muestras.
Estudios previos en plantas, mostraron que el uso del
nitrégeno liquido puede mejorar los resultados de la
extraccion (Dellaporta et al,, 1983), razén por la cual
se implementé esta fase en el método de extraccion.

Al aplicar la prueba de Tukey, los resultados obteni-
dos en la concentracion de ADN en ambos método

no mostraron diferencias significativas (P > 0,05) (tabla
1), lo cual indica que en todos los casos fue posible
obtener buena cantidad de ADN, independiente del
estado de la muestra. Al comparar los resultados me-
diante la prueba de Dunett, en dénde se utilizé como
control el resultado con el método comercial, aunque
se encontraron diferencias significativas (P < 0,05) y
mayores concentraciones de ADN para el método de
Collins et al. (1987) (tabla 1), no se encontraron dife-
rencias en cuanto a la relacion A260/A280 (P > 0,05).
Es importante resaltar que la relacion A260/A280 fue
< 1.5 (tabla 1) para los métodos evaluados, sugiriendo
la probable presencia de contaminantes, tales como
proteinas (Manning, 1991). En algunos casos fue ne-
cesario diluir la muestra a 1:100 para realizar la PCR,
debido a la alta concentracion del ADN en la muestra
y a la posibilidad de inhibidores de la PCR (tabla 1).

En cuanto a la evaluacién mediante PCR se usé la am-
plificacion de dos regiones como un indicador de la
concentracion vy la calidad del ADN extraido. En este
andlisis se encontraron diferencias significativas entre
los métodos para los valores de las amplificaciones (X?,
P <0,05). El mayor porcentaje de éxito en la amplifica-
cion de la region intrén trnl se obtuvo con el método
comercial (89%) seguido por el método de Collins
et al. (1987) (78%) partiendo de la muestra fresca y
macerada con nitrégeno liquido (tabla 2). Para la re-
gion trnH-psbA se obtuvo el mismo resultado en am-
bos métodos (78%). Los resultados obtenidos con el
método comercial fueron similares a los obtenidos en
otros estudios (Drabkova et al., 2002; Vural, 2009), los
cuales demostraron que este método produce ADN

Figura 1. Productos de extraccién de ADN (5ul) usando el método de Collins etal. (1987). Cédigos de las muestras: 1, 2, 3, 4. FN:

muestra fresca macerada previamente con nitrc’)geno.
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Tabla 1. Cuantificacién del ADN extraido.

Método Concentr}acjén ng/ul (2’6(.)nm) u (£ DS) indice d’e .calidad (260’/2.80) u (£DS)
Valor minimo-valor maximo Valor minimo-valor maximo

s 185,98 - 457,1 ?15;83&)1 1,02-1,37 (l'gﬁ 23)
CF 126,04 523,9 (151?85( g) 1,14-1,65 :;022?
CFN 143,44-851,6 (12213’;;) 0,52-1,72 (lg; ;)
CSN 109.03- 436,21 éﬁ’;; 1,09 - 1,48 (l'gj :)
K-F 21,89- 65,87 (131’; é’) 1,06-1,55 :fo(.)z?
K-S 41,09-119,69 (ii’;,é’) 0,83-1,25 (11'817 ;)

Métodos: C: método de Collins etal. (1987), K: kit DNeasy, N: muestra macerada con nitrégeno liquido. Muestra: S: hoja seca, F: hoja fresco. Valores
promedios (p) acompafiados por la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (P > 0,05).

Tabla 2. Porcentaje de muestras con amplificacién de las regiones intrén trnl y TrnH-PsbA.

Total amplificaciones o Total amplificaciones o
Método intron trnl e TnrH-PsbA .
Amplificacion Amplificacion
n=9 n=9

C-S 6 67 1 11
C-F 6 67 3 33
C-F-N 7 78 7 78
C-S-N 6 67 1 11
K-F 8 89 7 78
K-S 6 67 5 55

Métodos: C: método de Collins et al. (1987), K: kit DNeasy, N: muestra macerada con nitrégeno liquido. Muestra: S: hoja seca, F: hoja fresco.

de buena calidad para obtener productos de PCR. Es
importante tener en cuenta que la valoracion del mé-
todo de extraccion a través de este parametro es una
de las mas importantes (Ausubel et al., 2002), razén
por la cual el hecho de obtener productos por PCR a
partir de muestras de ADN procesadas con el método
casero, permite demostrar la utilidad de este método
en plantas. Ademas, al comparar los métodos evalua-
dos en términos de costos de los reactivos, los valores
aproximados para cada método son, con el método
comercial de QIAGEN 10.000 COP y con el método de
Collins et al. (1987) 1 COP, por cada muestra. Los reac-

tivos requeridos para la preparacion de las soluciones
de trabajo del método casero son mucho mas econo-
micos en comparacion de los costos del kit comercial,
lo que hace que este método sea mas asequible.

Los resultados obtenidos para la region intron trnL, uti-
lizando muestras extraidas con el método Collins et al.
(1987), indicaron disminucion en el éxito de PCR en
el tiempo, mientras que con el método comercial los
resultados se mantuvieron estables. Esto puede deber-
se a que estas ultimas muestras fueron almacenadas
en buffer AE, suministrado en el producto comercial,
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500 pb
400 pb
300 pb —
200 pb —
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Figura 2. Productos de amplificacién del marcador trnH-psbA, ADN obtenido con el método de Collins et. al. (1987) usando
muestra fresca macerada con nitrégeno liquido. Gel de agarosa al 1,2%. Carriles: M: Marcador de peso molecular de 100 pb. C+:

Control positivo. A-J: Cédigos de las muestras.

el cual protege a las muestra de la degradacién por
ADNasas y mantiene el pH constante, brindando ma-
yor estabilidad de la muestra en el tiempo. Debido a
que las muestras con el método Collins et al. (1987)
se resuspendieron en agua, se recomienda el uso de
buffer TE para trabajos que requieran almacenar mues-
tras de ADN por largos periodos de tiempo (Micklos
y Freyer, 2003). Por otro lado, se observé que para
algunas muestras procesadas con el mismo protocolo,
la amplificaciéon de la region intrén trnl tuvo mejores
resultados que la region trnH-psbA. Esto puede tener
relacion con el diseno de los oligonucledtidos de la
region trnH-psbA que al no ser especificos del grupo
de estudio, no permitieron obtener mejores resultados
que los observados.

Finalmente, se sugiere con base en los resultados que el
método de Collins et al. (1987) permite obtener produc-
tos deseables en la extraccion de ADN, con buena canti-
dad a un menor costo y sin riesgos para la salud. El mayor
rendimiento en la amplificacién de regiones por PCR se
obtuvo al macerar la muestra con nitrégeno liquido y di-
luir los productos de la extraccion (figura 2). Por lo tanto
este método se recomienda para el estudio taxonémico
y sistematico de plantas del género Solanum.

Conclusién

Se usé con éxito el producto comercial DNeasy®
Plant Mini Kit para extraer y amplificar ADN de plantas
del subgénero Leptostemonun. Asi mismo se encontré
que el método de Collins et al. (1987) nunca antes
utilizado en plantas en Colombia, permitié obtener re-
sultados comparables en extraccion y amplificacion. A

partir de muestras secas o frescas y pequenas cantidades
de tejido (0,02g - 0,1g) se obtuvo entre 278,3 ng/ul y
421,2 ng/uL de ADN y se amplificaron fragmentos de las
regiones del espaciador intergénico trnH-psbA e intron
trnL. La maceracion con nitrégeno liquido y la muestra
fresca mejoraron los resultados. A pesar de que los datos
obtenidos sugieren mejores resultados para el método
comercial, el método de Collins et al. (1987) es mas eco-
némico, produce ADN de buena calidad, y un minimo
riesgo para la salud humana y el medio ambiente. Por
esta razon se seleccioné para los trabajos de la linea de
taxonomia molecular del grupo de investigacion.
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