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EXTRACCION DE ADN E IMPLEMENTACION DE TE CNICAS DE
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA PARA IDENTIFICAR
ARROZ, SOYA Y MAIZ

RESUMEN

El arroz considerado como el alimento principal para la mayor parte de la poblacion, la
soya, como la leguminosa con mayor valor proteinico, y el maiz, como el cereal con la
mayor produccién mundial, son vegetales de gran trascendencia para el consumo. El
trabajo con estas especies en campos de la biotecnologia, a nivel genémico o molecular
requiere de la obtencion de la macromolécula ADN con ciertos parametros de calidad.
Igualmente, si se requiere de la aplicacion de alguna de las variantes de la PCR, con fines
como la identificacion de especies o identificacion de componentes transgénicos, en
alguno de los productos que contengan arroz, maiz o soya, es necesario establecer las
bases para su implementacion. Por lo cual, el presente trabajo de tesis contemplo la
evaluacion, en términos de pureza y concentracion de metodologias de extraccion de
ADN a partir de muestras foliares y de grano de los vegetales mencionados
anteriormente. La extraccion de ADN realizada mediante el Kit PureLink™, el método
CTAB y el método modificado amortiguador de lisis, junto a la técnica molecular PCR
permitié identificar la presencia de los genes wx, lectina y zeina, que a su vez son
distintivos particulares de cada especie. Diferencias estadisticamente significativas
resaltaron la utilidad de un método frente a otro en base al tipo o variante de la muestra
vegetal. Esta investigacion permitié demostrar la funcionalidad de las distintas
metodologias en la deteccién de modificaciones genéticas, identificacion de genes o la
autenticacion de las especies vegetales arroz, soya y maiz; plantas de gran valor para la
alimentacion y economia panamefia.
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ABSTRACT

Rice is considered the main food for most of the population, soybeans, as the legume
with the highest protein value, and corn, as the cereal with the highest world production,
are vegetables of great importance for consumption. Working with these species in fields
of biotechnology, at the genomic or molecular level, requires obtaining the DNA
macromolecule with certain quality parameters. Likewise, if the application of any of the
variants of the PCR is required, for purposes such as the identification of species or the
identification of transgenic components, in any of the products that contain rice, corn or
soybeans, it is necessary to establish the bases for their application. Therefore, this thesis
work contemplated the evaluation, in terms of purity and concentration, of DNA
extraction methodologies from foliar and grain samples of the aforementioned plants.
DNA extraction carried out using the PureLinkTM Kit, the CTAB method and the
modified lysis buffer method, together with the molecular PCR technique, allowed us to
identify the presence of the wx, lectin and zein genes, which in turn are distinctive
characteristics of each species. Statistically significant differences highlighted the
usefulness of one method over another based on the type or variant of the plant sample.
This research allowed to demonstrate the functionality of the different methodologies in
the detection of genetic modifications, gene identification or the authentication of the
rice, soybean and corn plant species; plants of great value for the panamanian food and
economy.
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I. MARCO REFERENCIAL
1.1 Oryza sativa L. (arroz)

Se estima que el arroz es el alimento principal para la mayor parte de la poblacion mundial, con
un consumo humano previsto de 411.7 millones de toneladas durante la campafa 2018/2019. Los

mayores productores son China, India, Indonesia y Bangladesh (FAO, 2018).

En 1753, Linneo plantea la clasificacion taxonomica del arroz y con ello su nombre cientifico

como Oryza sativa L. indicado en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacidon taxondmica del arroz.

Categoria Nombre
Dominio Eukarya
Reino Plantae
Division Tracheophyta
Clase Liliopsida
Orden Poales
Familia Poaceae
Género Oryza L.
Especie Sativa

Fuente: Global Biodiversity Information Facility

Esta graminea anual, de tallos redondos y huecos compuestos por nudos y entrenudos con hojas
de ldmina plana unidas al tallo por la vaina, se domestico hace miles de afios en Asia (Arregoces,
2005). El género oryza abarca veintidos especies, entre ellas dos cultivadas, oryza sativa L. de
origen asiatico y oryza glaberrima Steud. de Africa. El progenitor salvaje de oryza sativa es la
especie O. rufipogon y O. nivara, mientras que el de O. glaberrima es oryza barthii y O.

longistaminata (Vaughan, 1994).

El genoma del arroz constituido por doce cromosomas diploides (2 n = 24) que a su vez
contienen cerca de cincuenta mil genes con un tamafio aproximado de 400 mega bases, fue la

primera planta comestible en ser decodificada (Goff et al., 2002; Yu et al., 2002).



En la Republica de Panam4, el Ministerio de Desarrollo Agropecuario informé que para el afio
agricola 2019/2020 las provincias de Chiriqui, Panama Este y Los Santos son las que registran
mayor superficie de siembra. La comercializacion del arroz se da en grano y en subproductos
como harina, vinagre, biomasa, papel y salvado para extraer aceite de arroz, asi también como
procesado de alimentos para bovinos, aves, peces y porcinos (Instituto de Mercadeo

Agropecuario, 2020).

Su valor nutritivo se basa en el aporte energético otorgado por el alto contenido de carbohidratos
complejos, esto sumado a la facilidad de cultivo y almacenamiento, convierten al arroz en el
principal sustento para la poblaciéon mundial. Sin embargo, la FAO (2019) estima que en el
mundo mas de 820 millones de personas padecen hambre, es decir, una de cada nueve; por lo
que la seguridad alimentaria prima en importancia y con ello la bdsqueda del mejoramiento
genético vegetal, tanto para enriquecerlos nutricionalmente como para aumentar su resistencia a

factores ambientales, con el fin de alcanzar un mejor rendimiento y calidad del rubro.

1.2 Glycine max (L.) Merr (soya)

La soya es una fuente importante de aceite y proteinas, su alta concentracion de aminoacidos
sulfurados, metionina y cisteina, la ubican como la leguminosa con mayor valor proteinico, tanto
en cantidad como en calidad (Ridner, 2006).

La produccion mundial 2018/2019 fue estimada en 358.2
millones de toneladas, resultando como mayores productores
Estados Unidos, Brasil, Argentina y China (USDA, 2019).
Esta planta herbacea (Figura 1) cuyo nombre cientifico es
Glycine max (L.) Merr pertenece al Reino Plantae; Division,
Tracheophyta; Clase, Magnoliopsida; Orden, Fabales;
Familia, Fabaceae; Género, Glycine Willd.; Especie, Max
(Linneo, 1737; Merrill, 1917).

Figura 1. Glycine max (L.) Merr.
(Fuente: ludek.talian, 2019)



Se sugiere que la soya fue domesticada a partir del complejo G. soja/G. max que divergio de un
ancestro comun de estas dos especies de glicina (Kim et al., 2010; Li et al., 2014), aunque se
desconoce el sitio exacto de origen, se sefiala a China, Corea y Japon como candidatos (Carter et
al., 2004). Su genoma esté constituido por veinte cromosomas que constituyen cerca de cuarenta
y cinco mil genes en 1.1 giga bases (Schmutz et al., 2010).

La soya es uno de los cultivos mas extendidos en Latinoameérica, sin embargo, la mayoria de la
produccion esta concentrada en pocos paises; considerada como la principal oleaginosa cultivada
en el mundo, en Sudamérica se representa mas del 50 % de la produccion mundial, donde China
y la UE ocupan los primeros lugares como importadores, especialmente para la elaboracién de
piensos (JRC, 2019). La creciente demanda internacional con su alto rendimiento son puntos

claves para incentivar la expansion de este cultivo en nuestro pais, donde es evidente que se

encuentra muy lejos de explotar ese mercado (Tabla 2).

Tabla 2. Principales productores de soya en América Latinay Caribe en el afio 2016.

Pais Area de cultivo Produccion Rendimiento Produccion

(ha) (t) (kg/ha) (% de LAC)
Brasil 33153679 96 296 714 2904 56.519
Argentina 19 504 648 58 799 258 3014 34511
Paraguay 3370000 9163 030 2719 5.378
Bolivia 1336 399 3204 639 2 398 1.881
Uruguay 1 140 000 2 208 000 1936 1.296
México 277 802 509 114 1832 0.299
Colombia 33 644 83941 2 494 0.049
Ecuador 26 280 41788 1590 0.025
Guatemala 15 000 38 000 2533 0.022
Venezuela 10 000 11 000 1100 0.006
Belice 2 852 7779 2727 0.005
Nicaragua 3000 7 000 2333 0.004
El Salvador 2 987 5595 1873 0.003
Per( 791 1371 1734 0.001
Honduras 559 1181 2114 0.001
Panama 276 109 395 0.000

Total 58 877 924 170 378 526 2 041 100

Fuente: Informe Técnico del Centro Comun de Investigacion de la Comision Europea, 2019


https://es.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rica_Latina

1.3 Zea mays (maiz)

El maiz es el cereal con la mayor produccion mundial total, la cual se estimo para el 2018 en los
1122 millones de toneladas, resultando como mayores productores Estados Unidos, China y
Brasil (Oficina de Estudios y Politicas Agrarias, 2019).

Esta planta monoica de raiz fasciculada y cafia maciza tiene por nombre cientifico Zea mays L.
(Linneo, 1753), su clasificacion sistemética se indica en la Tabla 3. Se reconoce al maiz como la
forma cultivada y al teosinte como su antecesor silvestre (Beadle, 1932; Doebley, 1990);
originado en Mexico, posteriormente emigra hacia el resto de América (Acosta, 2009). Su
genoma cuenta con diez pares de cromosomas, Yy treinta y dos mil genes en un tamafio de 2.3
giga bases (Schnable et.al., 2009).

Tabla 3. Clasificacidon taxondmica del maiz.

Categoria Nombre
Dominio Eukarya
Reino Plantae
Division Tracheophyta
Clase Liliopsida
Orden Poales
Familia Poaceae
Género Zea L.
Especie Mays

Fuente: Global Biodiversity Information Facility

En Panama, durante el periodo 2018-2019 se consigue la produccién en poco mas de diecisiete
mil hectéareas, encabezada por las provincias de Los Santos y Herrera; entre las principales
dificultades que se registraron estan las lluvias fuera de temporada lo que provocaron retrasos en
la cosecha, y con ello mermas importantes (Ministerio de Desarrollo Agropecuario, 2019).

El valor nutricional del maiz se compara favorablemente con respecto al arroz, pues es mas rico
en grasa, hierro y fibra, sin embargo, su proteina constituida altamente por zeina presenta
deficiencia en aminoacidos como la lisina y el triptéfano, con lo cual se ha escogido mejorarlo
genéticamente para el enriquecimiento con proteinas de calidad (Paliwal, Granados, Lafitte &
Violic, 2001).



Por lo tanto, basados en la importancia biolégica y econémica, se escogieron estas tres especies
vegetales para implementar algunas técnicas moleculares y con ello proponer rutas funcionales
que permitan realizar estudios en el campo de la agroindustria. Para el desarrollo de estas
técnicas que se ensayan a partir de &cidos nucleicos, se trabajo con los genes wx en el arroz, que
codifica una proteina que participa en la via de la biosintesis del almidédn, en la soya, fue la
lectina que codifica una proteina de gran estabilidad y potencial insecticida, y en el maiz fue la

zeina codificante de una glucoproteina con alto contenido de prolina.

1.4 Extraccion de ADN

Los acidos nucleicos, son polimeros lineales de nucleétidos unidos por enlaces fosfodiéster, que
almacenan y transmiten la informacion genética. De acuerdo a la composicion quimica, del
azucar y las bases nitrogenadas que contienen, se clasifican en &cido desoxirribonucleico y en

acido ribonucleico (Jiménez & Merchant, 2003).

El ADN, con su estructura secundaria, de doble hélice enrollada en cadenas antiparalelas y
complementarias (Watson & Crick, 1953), forma unidades con informacion para codificar
proteinas determinadas y expresar caracteristicas especificas. Esta unidad, denominada gen, se
transmite y expresa mediante tres procesos: replicacion, transcripcién y traducciéon (Jiménez &
Merchant, 2003).

Muiltiples investigaciones en biotecnologia, donde se aprovechan estos tipos de procesos
biol6gicos para producir bienes y servicios, dan inicio con la extraccion de ADN. Hasta la
actualidad, se han disefiado distintos protocolos con el fin de obtener resultados confiables y
reproducibles; los cuales consisten basicamente en tres etapas: lisis celular, eliminacion de
proteinas y purificacion del ADN (Orfao & Morent, 2011). La seleccion de un protocolo
adecuado requiere la consideracion de diversos factores tales como:

a) Cantidad, humedad y origen de la muestra: bacterias (Desneux & Pourcher, 2014),
cabello (Higuchi et al., 1988), esporas (Turan et al., 2015), fluidos corporales (Watanabe
et al., 2014), heces (Yoshikawa et al., 2011; Claassen et al., 2013), hojas (Yi et al.,
2005), hongos (Romanelli et al., 2014), insectos (Freitas et al., 2014), muestras forenses

(Pfitzinger et al., 1992), suelo (Santos et al., 2015), entre otros.



b) Conservacion de la muestra: fresca, preservada o congelada.

c) Uso previsto: AFLP (Reineke et al., 1998), digestion con enzimas de restriccion, huella
genetica (Tilotta et al., 2010), PCR, gPCR, RAPD (Alfonso et al.,, 2016), RFLP
(Maropola et al., 2015), secuenciacion o southern blot (Mies et al., 1991).

d) Calidad y rendimiento del ADN extraido; automatizacion, rapidez y simplicidad en la
ejecucion del protocolo; tiempo para obtener resultados; recursos economicos e

infraestructura del laboratorio.

El aislamiento de ADN inicia con lisis celular donde se descompone su estructura para liberar los
acidos nucleicos; esta desintegracion se da por ruptura mecanica, tratamiento quimico o
tratamiento enzimatico. En la primera, se somete la célula a trituracion o a lisis hipotonica; en la
segunda, se utilizan detergentes o agentes caotrépicos que solubilizan los lipidos e inactivan las
nucleasas; y en la tercera, se da la remocién proteica mediante enzimas proteoliticas. Seguido se
elimina el ARN utilizando ARNasas (Green & Sambrook, 1989). Luego se separa el ADN de las
proteinas y lipidos, por medio de solventes organicos polares, que aprovechan las propiedades
hidrofilicas de los grupos fosfatos del ADN, y de la centrifugacién para apartar la fase acuosa de
la orgénica. Posteriormente para recuperar el ADN se adiciona etanol con altas concentracion de
sales monovalentes que se unen a los grupos fosfatos reduciendo las fuerzas repulsivas entre los
nucleotidos, por lo que el ADN se pliega sobre si y precipita. Finalmente, se eluye e hidrata el

ADN con una solucién amortiguadora, generalmente, Tris-HCIl 0 EDTA a pH 8.0.

Para esta extraccion de ADN se emplearon un Kit comercial de la marca Invitrogen y el
protocolo tradicional CTAB, junto a una modificacion de este ultimo; a continuacion, se

describen las particularidades de cada uno.

1.4.1 Extraccion de ADN con Kit PureLink™

El Kit purificacion de ADN genomico vegetal PureLink™ permite un aislamiento rapido y
eficiente en menos de una hora con minima contaminacion por ARN. Recomendado para aislar
ADN de tejidos vegetales como brotes, cascara, hojas, hongos y pasto; y disefiado para purificar
ADN de hasta 100 mg de tejido vegetal con un tamafio de 20-50 kb adecuado para PCR,

digestion con enzimas de restriccién y transferencia de Southern.



Este protocolo utiliza la centrifugacion de columnas en ausencia de disolventes orgénicos y se
basa en la union selectiva de dsDNA a una membrana hecha de silice en presencia de sales
caotrépicas. En la lisis se usa un amortiguador de resuspension con RNasa y SDS,
posteriormente las proteinas, polisacaridos y pigmentos fotosintéticos asociados son precipitados
con un amortiguador y eliminados por centrifugacion a alta velocidad. EI ADN presente en el
lisado claro se une a la membrana de silice en la columna, para eliminar las impurezas mediante
lavados; finalmente, eluye el ADN (User guide: PureLink® Plant Total DNA Purification Kit,
2012).

1.4.2 Extraccion de ADN con CTAB

Método adecuado y rapido para extraer ADN vegetal de alto peso molecular, superior a
cincuenta mil pb, especialmente indicado para eliminar polisacaridos y compuestos polifendlicos
que alteran su calidad (Murray & Thompson, 1980); aplicado con frecuencia para
transformaciones genéticas (McCown et al., 1991; Anai et al., 2003). Se han desarrollado
numerosas variantes para adaptar el método a una amplia gama de matrices (Wilson, 2001; Ren
et al., 2006; Demeke & Jenkins, 2009).

Este método ofrece una répida extraccion de ADN en cereales con alto contenido de
interferentes, permite el uso de reactivos asequibles, y resulta en un producto estable que se
puede almacenar a 4 °C durante dos afios sin degradacion (Palacios Santamaria, 2008;
Ahmadikhah, 2009; Ruiz Maraver, 2012).

Inicialmente para la lisis celular se utiliza nitrogeno liquido en la molienda de la muestra, una
vez homogenizada se resuspende en una solucion que contiene: tris (hidroximetil) aminometano
clorhidrato, amortiguador que mantiene el pH de la solucion estable; cloruro de sodio, una sal
que previene la contaminacion con polisacaridos al inhibir la actividad de algunas polimerasas,
ligasas y endonucleasas de restriccion (Velasco, 2005); acido etilendiaminotetraacético, agente
quelante que captura el magnesio, un cofactor de la desoxirribonucleasa, que inactiva ésta
nucleasa (Khosravinia & Ramesha, 2007; Brown & Audet, 2008); y bromuro de
cetiltrimetilamonio, detergente que forma un complejo insoluble con los acidos nucleicos en

medio hiposalino y solubiliza los polisacéaridos (Rocha Salavarrieta, 2002).



Posterior a este paso, con amortiguador de extraccion, es comdn someter la muestra a ciclos de
incubacion, que promuevan la ruptura de lipidos y la liberacion del ADN, a una temperatura
entre 50 °C y 70 °C, la cual no puede sobrepasar los 80 °C para evitar la degradacion del acido
nucleico. Luego el cloroformo extrae los residuos orgéanicos y separa el ADN para su siguiente
precipitacion llevada a cabo con etanol en una alta concentracion salina. Finalmente, se
centrifuga y lava para eliminar las ultimas trazas, y obtener el ADN extraido (Eguiarte, Souza &
Aguirre, 2007).

Es importante determinar la concentracion del ADN para procedimientos posteriores como los
procesos de amplificacion. Un analisis habitual es la espectrofotometria, la cual se basa en la
medida de la cantidad de luz ultravioleta que absorben las bases nitrogenadas, siempre tomando
en cuenta que niveles significantes de ARN, nucleétidos libres o proteinas son algunos
contaminantes que contribuyen a la absorbancia resultando en una sobreestimacion de la
concentracion real de ADN. En esta cuantificacion se realiza una lectura a 260 nm donde el
calculo de la concentracion del &cido nucleico a una densidad Optica corresponde
aproximadamente a 50 pug/mL, y una lectura a 280 nm permite la estimacion de pureza como los
valores obtenidos entre 1.8 - 2.0, cifras por debajo de este intervalo indican contaminacién con
proteinas (Prieto Solla, 2002).

1.4.3 Extraccion de ADN con amortiguador de lisis

Este protocolo es una adaptacion del método realizado con CTAB, donde la Unica variante es no

utilizar el bromuro de cetiltrimetilamonio.

Una vez extraido el ADN, a través de los tres protocolos, se utilizé la técnica PCR convencional

mas las variantes PCR anidada y PCR en tiempo real para la autenticacion de arroz, soya y maiz.

1.5 Reaccidn en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas en ingles
(polymerase chain reaction), consiste en la amplificacién in vitro de un fragmento de ADN

utilizando el mecanismo de replicacién celular mediante partidores (Mullis, 1990).



1.5.1 Componentes para PCR

Para llevar a cabo la reaccion se requieren los siguientes elementos:

a)

b)

d)

ADN, también denominado templado, son cadenas que funcionan como molde para la
enzima, pues contienen la region a amplificar; normalmente se emplea entre 0.3 y 1.0 ug
para promover la eficiencia de la amplificacion (Torres Tejeda & Baca, 1995).

ADN polimerasa, una enzima termoestable con funcionamiento 6ptimo entre 70 a 75 °C
capaz de catalizar la sintesis del ADN molde a una velocidad alrededor de 100 nucleétidos
por segundo y soportar altas temperaturas. Generalmente, se utiliza una preparacién
comercial de Tag ADN polimerasa, una enzima purificada a partir de bacterias Thermus
aquaticus. Se necesita especial atencion con la concentracion de la enzima, pues, a muy altas
tiende a acumular productos inespecificos, y a muy bajas no se produce la cantidad suficiente
de copias (Cortazar Martinez & Silva Rincon, 2004).

Agua, utilizada como disolvente, debe encontrarse libre de nucleasas, las enzimas que
degradan los &cidos nucleicos (Tamay de Dios, Ibarra, & Velasquillo, 2013).

Cation divalente, usualmente magnesio (Mg?*), es un cofactor enzimatico que afecta la
especificidad y rendimiento de la reaccion. Se requiere una concentracion entre 0.5 a 2.5
mM, especial en cada caso, pues depende de los grupos fosfatos aportados por los dNTPs y
partidores (Cortazar Martinez & Silva Rincon, 2004; Tamay de Dios, Ibarra, & Velasquillo,
2013).

Desoxirribonucledtidotrifosfato o ANTP, es la base que utiliza la ADN polimerasa para crear
las cadenas complementarias del ADN. Se recomienda diluirlos en agua y almacenar a -20 °C
con una concentracion 1 mM de cada uno (Cortazar Martinez & Silva Rincén, 2004; Tamay
de Dios, Ibarra, & Velasquillo, 2013).

Partidor, también conocido como cebador, iniciador, oligonucle6tido o primer. Se utilizan
dos partidores, uno derecho y uno izquierdo, cada uno complementario a un segmento en la
hebra del ADN molde. Es una secuencia corta de entre quince a treinta nucleétidos de
longitud con un contenido en GC entre 40 a 75 %. Existen programas informaticos
encargados de disefiar partidores con alta especificidad que evitan la complementariedad
entre ambos y la formacion de productos indeseables (Torres Tejeda & Baca, 1995;
Rodriguez Sanchez & Barrera Saldafia, 2004).



g) Solucion amortiguadora de pH, su composicion depende de la enzima utilizada, mayormente
los proveedores proporcionan un amortiguador 10 X para utilizarlo con la enzima respectiva.
El més comun es el 10 mM Tris buffer con pH entre 8.5 y 9.0 a 25 °C (Baumforth, Nelson,
Digby, O'Neil, & Murray, 1999).

1.5.2. Fundamento de la PCR

La amplificacion del acido desoxirribonucleico, dentro de la reaccion en cadena de la
polimerasa, se lleva a cabo cuando la doble hélice del ADN molde se separa en dos hebras
actuando cada una como molde para la sintesis de su complementaria y crear asi dos réplicas
exactas constituidas por una hebra original y una nueva (Meselson & Stahl, 1958). Esta técnica
se basa en ciclos repetidos que consisten en tres etapas marcadas por cambios de temperatura. A
continuacion, se describe cada una:

a) Desnaturalizacion: la secuencia del ADN molde es calentado y separado a 95 °C durante
veinte a treinta segundos. Este aumento de temperatura rompe los puentes de hidrdégeno entre
las bases nitrogenadas formando una especie de burbuja donde se perfilan dos estructuras con
forma de Y, la cual se conoce como horquilla de replicacion (Cairns, 1963).

b) Hibridacion: con esta horquilla, los partidores se alinean al extremo 3’ de su secuencia
complementaria en el ADN molde indicando el punto de partida para la polimerasa. La
formacion de este complejo utiliza una temperatura de fusién entre 50 y 60 °C.

c) Elongacion: la ADN polimerasa, cataliza la sintesis de la hebra complementaria a partir de
los desoxinucleosidos trifosfatos, pero Unicamente en direccion 5 —3°, por lo que la
replicacion parte en direcciones opuestas desde el origen; a una temperatura de 72 °C; asi

culmina el proceso de amplificacion para un segmento de ADN.

Las temperaturas usadas dependen de la enzima, de la concentracién de iones divalentes, de los
dNTP en la reaccion, de la temperatura de unién de los partidores, asi como de la longitud del
ADN que se desea amplificar; en tanto los tiempos dependen de la cantidad G-C o de la
velocidad del termociclador para incrementar la temperatura (Tamay de Dios, Ibarra, &
Velasquillo, 2013).
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El nimero de ciclos necesarios para producir una banda visible en un gel depende de la
concentracion inicial del ADN molde, donde cada segmento de ADN duplica su cantidad con
cada ciclo; generalmente, se utiliza una serie entre 25 a 35 ciclos. Se debe evitar formular
demasiados ciclos, pues esto tiende a aumentar la cantidad y complejidad de productos
indeseables; en caso de no obtener el producto deseado después de treinta ciclos, es
recomendable tomar 1 pL del producto amplificado y volverlo a amplificar durante treinta ciclos
mas en una nueva mezcla de reaccién, en lugar de extender los ciclos (Metzker & Caskey, 2001;
Cortazar Martinez & Silva Rincén, 2004).

1.5.3 Andlisis del producto amplificado

Los fragmentos de ADN obtenidos después de la amplificacion se pueden identificar mediante la
comparacion con marcadores de peso molecular (fragmentos de tamafio conocido) que permite
calcular el tamafio aproximado del ADN en estudio (Cortazar Martinez & Silva Rincdn, 2004).
Esta caracterizacion se da por medio de una técnica denominada electroforesis, en la cual se da la
migracion de una molécula por accion de un campo eléctrico a través de una matriz porosa, ésta
se separa en funcion de su tamafio molecular y carga eléctrica cuando se aplica una diferencia de
potencial a través de electrodos. La electroforesis se puede clasificar en dos categorias:

electroforesis de frente movil y electroforesis de zona (Bolivar, 2004).

La electroforesis en gel, un tipo de electroforesis de zona, consiste en el desplazamiento de la
muestra sobre un soporte semisélido, como gel de agarosa o de poliacrilamida, donde los
componentes de la muestra migran en forma de pequefias bandas. La agarosa es un polisacarido
que se extrae esencialmente de algas marinas. Para la preparacion del gel se considera que a
mayor concentracién menor diametro del poro lo que con lleva una mayor resistencia en la
movilidad del ADN (Prieto, 2002). Para el revelado final de los fragmentos de ADN se usa la
tincion con compuestos fluorescentes e intercalantes como el bromuro de etidio y una posterior
observacion bajo luz ultravioleta (Rocha, 2002). Otros factores que influyen en la movilidad de
la molécula de ADN son la temperatura y el coeficiente de friccion del campo eléctrico, la
viscosidad, fuerza idnica, naturaleza y pH del gel; la composicion de los tampones utilizados; y

por supuesto la conformacion del &cido nucleico (Yéabar, 2003).
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1.6 Reaccion en cadena de la polimerasa anidada

Tambiéen conocida como Nested PCR, es una variante que incrementa la sensibilidad y
especificidad de la PCR, pues trabaja con dos rondas de amplificacion sucesivas, en una primera
se amplifica de forma convencional, para luego en la segunda utilizar el producto de la primera
reaccion como molde junto a dos partidores contenidos en la region previamente amplificada
(Innis, Gelfand y Sninsky, 1995; Cortazar & Silva, 2004).

1.7 Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real permite la deteccion de productos
amplificados y la cuantificacion de ADN en la muestra por medio de un intercalante
fluorescente. Esencialmente en funcion al ADN utilizado se reconocen dos tipos dentro de esta
variante, para ADN gendmico se le denomina gPCR (quantitative PCR), y en caso de que se use
ADN complementario sera una RT-qPCR (Livak et al., 2001; Kubista et al., 2006;
Krishnamurthy et al., 2015). Los componentes utilizados en la PCR - tiempo real, como lo es la
enzima, dNTP’s, Mg*, buffer e intercalante, generalmente, se encuentran juntos en una solucién

Ilamada Master mix; el agua sin nucleasas se afiade posteriormente.

La deteccion de los productos amplificados sucede, conforme avanza la reaccion, empleando
reporteros fluorescentes. Con base en esta fluorescencia se distinguen dos métodos, especifico y
no especificos. En los no especificos los intercalantes tienen afinidad por el ADN de doble
cadena que al oxidarse generan una sefial fluorescente; los mas usados son el bromuro de etidio y
el SYBR Green. Los métodos especificos emiten la sefial de fluorescencia al transferir energia
desde un donador (reportero) a un aceptor (quencher), mediante dos posibles reacciones, por
hidrolisis o por hibridacion; entre estos intercalantes se encuentran la sonda TagMan y las
Beacons (Rodriguez & Rodriguez, 2006). La técnica se desarrolla mediante un sistema
informético, denominado termociclador de PCR en tiempo real, el cual proporciona energia,
detecta la sefial fluorescente y realiza el anélisis cuantitativo; este suministro de energia hacia los
fluordforos se puede dar de tres maneras, a través de lamparas, diodos emisores de luz (LED) o
laser. El anlisis cuantitativo se da con la evaluacion de las curvas de amplificacion, en las que se

representa la fluorescencia detectada versus el nimero de ciclos de PCR.
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La reaccion en cadena de la polimerasa se establece como una valiosa herramienta para el
estudio genético y multiples aplicaciones entre ellas la identificacion de especies o identificacion
de componentes transgénicos. En nuestro pais por la relevancia que tienen en cuanto a consumo
las variedades de arroz, maiz y soya, pueden ser objeto de la aplicacion de su identificacion sobre
todo cuando se presentan en mezclas o productos procesados. No obstante, se requiere obtener
ADN que relna ciertos parametros de calidad. Por afios se han dedicado estudios al
mejoramiento de los métodos para la extraccion de ADN, donde la utilizacion de Kits
comerciales para el aislamiento ofrece un extracto de alta pureza y facil manipulacion; por otro
lado, los métodos tradicionales aportan un alto rendimiento y son mas econdémicos. Igualmente,
la implementacion de la reaccién en cadena de la polimerasa o PCR, para la cual, existen
variantes que responden a las necesidades de las diversas aplicaciones, como la PCR
convencional, anidada y en tiempo real, nos lleva a plantear la siguiente interrogante: ;Qué
método de extraccién de ADN es adecuado para implementar técnicas de amplificacion en

cadena de la polimerasa en la identificacion de arroz, soya y maiz?

I11. JUSTIFICACION

La agroindustria es un sistema complejo e integral en donde se buscan y aplican biotecnologias
para enriquecer la produccion o los nutrientes en alimentos de gran utilidad para el mercado.
Esas aplicaciones biotecnoldgicas en algunos vegetales destinados al consumo despertaron el
interés en este trabajo de graduacién, donde se ensayaron técnicas moleculares para la deteccion
de algunos genes o regiones del genoma de variedades vegetales.

Una de las etapas mas criticas para emprender trabajos a nivel genomico o molecular es
establecer metodologias que aseguren la calidad y rendimiento del ADN extraido, etapa que se
vincula con el coaislamiento de polisacaridos y metabolitos secundarios, que a su vez puede
verse afectado por la cantidad y estado fisico del material de partida o la presencia de
contaminantes en el tejido. Posteriormente, en la implementacion las variantes de la PCR,
ademés de tener un ADN de calidad, también deben reunirse una serie de requisitos como
adecuados disefios de partidores y seleccion de los parametros de las reacciones. Por lo anterior,

en este trabajo se probaron la PCR convencional, anidada y gRT-PCR.
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IV. HIPOTESIS

La utilizacién de métodos de extraccion de ADN adecuados permitira la implementacion de
técnicas de amplificacion en cadena de la polimerasa para la identificacion de arroz, soya y maiz

en tejidos vegetales.

V. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Extraer ADN de calidad para implementar técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa en la

identificacion de arroz, soya y maiz en tejidos vegetales.

5.2 Objetivos especificos

= Establecer los requerimientos para extraer ADN en algunas variedades de arroz, soya y maiz.
= Evaluar la concentracion y pureza del ADN extraido con diversos métodos de extraccion.
= |dentificar la especie vegetal, arroz, soya y maiz, mediante las técnicas de reaccion en cadena

de la polimerasa convencional y en tiempo real.

VI. COBERTURA

Este proyecto forma parte de las lineas investigativas del Centro de Investigacion en Bioquimica
y Quimica Aplicada de la Universidad Auténoma de Chiriqui. La misma contemplé muestras de
Oryza sativa, Glycine max y Zea mays, a partir de las cuales se obtuvo ADN para la
identificacion de genes. Algunas muestras fueron proporcionadas por el Instituto de

Investigacion Agropecuaria de Panama.
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VII. METODOLOGIA

En la Figura 2 se describe la metodologia empleada para cumplir con los objetivos de este

proyecto.
Seleccidn y recoleccion de las
muestras arroz, maiz, soya
[ Métodos de trabajo ]
N
Extraccion de ADN gendmico Extraccion de ADN genémico
muestras foliares muestras de granos
I 7 ’
[ Meétodo Kit PureLink ] ) ) )
Método amortiguador Método
| de lisis CTAB

e Muestras de arroz
¢ Muestras de soya

e Muestras de arroz
| e Muestras de soya

Amplificacién con PCR * Muestras de maiz

convencional y deteccién
electroforética

I Amplificacion con PCR Amplificacion con PCR
Amplificacion con convencional y deteccion en tiempo real
PCR en tiempo real electroforética

Figura 2. Esquema general experimental

7.1. Muestreo

Las muestras procesadas para la extraccion de ADN de arroz y soya, provenian de tejido foliar
producto de la germinacion y materia vegetal procedente de la maceracion de granos de arroz,
soya y maiz. Se utilizd un muestreo aleatorio, en el cual cada elemento tuvo la misma

probabilidad de ser elegido pues sus individuos se escogieron al azar.
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7.2 Protocolos para extraccion de ADN
7.2.1 Extraccion de ADN con el PureLink® Plant Total DNA Purification Kit

En la extraccion de ADN a partir de hojas obtenidas en plantones de arroz y soya se utilizo la
metodologia brindada por el Invitrogen™ Kit de purificacion de ADN genomico vegetal

PureLink™, esta se detalla en la Tabla 4.

Tabla 4. Preparacion para lisis de la hoja.

Pasos Actividad

1. Las muestras de hojas verdes se cortaron en trozos pequefios.
Se adicionaron al tejido 250 pL de la solucion amortiguadora de solucion (R2) a
2. | temperatura ambiente y se homogenizado con un vortex.
3. | Se afiadieron 15 pL de SDS 20 % y 15 pL de RNasa A (20 mg/mL) al lisado.
4. | El lisado fue incubado a 55 °C durante 15 minutos para completar la lisis.
Se centrifugo el lisado a 15,000 rpm durante 5 minutos para eliminar los materiales
insolubles y se transfirio el sobrenadante transparente a un microtubo de 1.5 mL
5. | estéril, sin perturbar el sedimento.
Se afiadieron al lisado 100 pL de la solucion amortiguadora para precipitacion (N2) y
se agitd e incubo en hielo durante 5 minutos, con el fin de precipitar las proteinas y
6. | polisacéridos junto con cualquier pigmento fotosintético unido a ellas.
La centrifugacion fue realizada a méaxima velocidad durante 5 minutos a temperatura
7. | ambiente para producir un lisado claro.
Se transfirieron 250 pL del lisado claro a un nuevo tubo y se afiadieron 375 L de
8. | Binding Buffer (B4) con etanol, luego se mezclo.

La union de ADN a la membrana de silice en la columna y el lavado de éste, para eliminar las

impurezas mediante soluciones amortiguadoras se puntualiza en la Tabla 5.

Tabla 5. Union y lavado del ADN.

Union del ADN
Pasos Actividades
Se prepara el sistema para la captacion del ADN en la columna, el cual, consiste en un
tubo colector sobre el cual, se coloca la columna de silice. La muestra de la etapa
1. | anterior se adiciona a la columna.
Se centrifugo el tubo colector con la columna a 10,000 rpm durante 30 segundos a
temperatura ambiente, se desech¢ el filtrado y se rearmo el sistema para proceder con
2. | los lavados.

16



Lavado del ADN

Se afiadieron 500 pL de la solucion amortiguadora de lavado (W4), se centrifugo a
10,000 rpm durante 30 segundos a temperatura ambiente, se descarta filtrado y se

3. | colocd la columna de nuevo en el tubo colector.
Se afiadieron 500 pL de la solucion amortiguadora de lavado (W5) con etanol a la
columna, se centrifugd el cartucho a 10,000 rpm durante 30 segundos a temperatura
4. | ambiente, y se desechd filtrado producto del lavado.
5. | Se coloco la columna en el tubo colector y se repitio el paso anterior una vez mas.
Se centrifugd el sistema a velocidad maxima durante dos minutos a temperatura
ambiente para eliminar cualquier solucion residual W5, y finalmente se pasa la
6. | columna a un microtubo esterilizado y preferentemente libre de nucleasas.

Las actividades para la elucion del ADN con solucion amortiguadora de elucién (E1) se numeran
en la Tabla 6.

Tabla 6. Elucion del ADN.

Pasos Actividad

Se afiadieron 100 pL de la solucién amortiguadora para elucién (E1). El tubo de
1. elucién contiene el ADN purificado.

Se incub6 a temperatura ambiente durante un minuto y se centrifugd la columna
2. dentro del microtubo a velocidad méaxima durante un minuto.

Se recuper6 mas ADN con una segunda etapa de elucion usando 100 uL de la
3. | solucién E1 en el mismo tubo de elucion.

Se centrifug6 la columna a temperatura ambiente a velocidad méxima por un minuto.
4. La columna fue retirada y desechada.

Una vez aislado el ADN se utilizé los criterios descritos en la Tabla 7 para determinar la

concentracion y grado de pureza aceptable del ADN purificado.

Tabla 7. Rendimiento y calidad del ADN.

Nota

Actividad

La cuantificacion de ADN se basa en la lectura de la absorbancia UV a 260 nm. La
concentracion de ADN se calcula utilizando la formula:

[ADN] = (coeficiente de extincion) (Abs de la muestra) (longitud del paso Optico)
[ADN] = (50pg/mLcm) (Azs0) (1 cm) (factor de dilucion)
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7.2.2 Extraccion de ADN con amortiguador de lisisy CTAB

En la extraccion de ADN a partir de semillas de Oryza sativa, Glycine max y Zea mays se

utilizaron dos métodos que solo difieren en un reactivo, el CTAB. El primero fue en ausencia de

este al que se denomind amortiguador de lisis (Tabla 9), y el segundo en presencia de CTAB

(Tabla 10). Los reactivos empleados en la modificacion de la metodologia propuesta por
Muston, M. (2011) se detallan en la Tabla 8.

Tabla 8. Soluciones amortiguadoras para extraccion de ADN.

Reactivo | Concentracion | Solucion A | Solucién B

Tris - HCI 100 mM 08¢ 08¢
NaCl 100 mM 0.3¢g 0.3¢g
EDTA 5 mM 15¢ 15¢
CTAB 1% 1.82¢
Agua 50 mL 50 mL

Tabla 9. Método con amortiguador de lisis.

Pasos Actividades
1. | Se mezclaron dos gramos de semillas con nitrégeno liquido y se pulverizo.
2. | Se colocaron 100 mg de tejido pulverizado en un microtubo de 1,500 pL.
3. | Se adicionaron 500 pL de solucion A (Tabla 8).
4 Se incub6 a 65 °C durante dos horas con agitaciones sucesivas por inversion.
Se adicionaron 750 uL cloroformo/alcohol isoamilico en una proporcion 24:1, se
5. | agit6 por inversion y se dejé reposar cinco minutos aproximadamente.
6. | Se extrajeron 400 pL de la parte acuosa y se paso a un micro tubo de 1,500 pL.
7. | Se repitieron los pasos 5y 6.
A la parte acuosa se adicionaron 500 uL de etanol frio al 100 % y 20 pL de acetato de
8. | sodio 3 My se dejo precipitar toda la noche a -20 °C.
9. | Se centrifugd a 12000 rpm durante 5 minutos.
Se identifico el precipitado dentro del tubo una vez centrifugado y se descartd el
10. | decantado y se lavé dos veces con etanol frio al 70 %.
11. | Se secd a 50 °C en un bloque de calentamiento.
12. | Se suspendio el precipitado con 100 puL de agua ultrapura 'y se homogenizo.
13. | Se cuantificé el ADN con un espectrofotometro a 260 nmy 280 nm.

18



Tabla 10. Método CTAB.

Pasos Actividades
1. | Se mezcld dos gramos de semillas con nitrogeno liquido y se pulverizo.
2. | Se coloco 100 mg de tejido pulverizado en un microtubo de 1,500 uL.
3. | Se adicion6 500 uL de solucion B (Tabla 8).
4 Se incubo a 65 °C durante dos horas con agitaciones sucesivas por inversion.
Se adicionaron 750 pL cloroformo/alcohol isoamilico en una proporcion 24:1, se
agitd por inversion y se dejo reposar cinco minutos aproximadamente.
Se extrajeron 400 pL de la parte acuosa y se pasé a un micro tubo de 1,500 puL.
7. | Se repitieron los pasos 5y 6.
A la parte acuosa se adicionaron 500 pL de etanol frio al 100 % y 20 uL de acetato de
8. | sodio 3 My se dejo precipitar toda la noche a -20 °C.
9. | Se centrifug6 a 12000 rpm durante 5 minutos.
Se identifico el precipitado dentro del tubo una vez centrifugado y se descartd el
10. | decantado y se lavé dos veces con etanol frio al 70 %.
11. | Se sec6 a 50 °C en un bloque de calentamiento.
12. | Se suspendi6 el precipitado con 100 uL de agua ultrapura y se homogenizo.
13. | Se cuantifico el ADN con un espectrofotdmetro a 260 nmy 280 nm.

o

1S

7.3 Reaccion en cadena de la polimerasa convencional y anidada

Para la amplificacion del ADN se utiliz6 un termociclador Applied Biosystems y se prepard una
mezcla de reaccion con un volumen total 12.5 pL siguiendo el procedimiento descrito en la

Tabla 11. En la Tabla 13 se describen las caracteristicas de los diferentes partidores empleados.

Tabla 11. Proceso de amplificacion.

Pasos Actividades
1. | Se prepard un tubo para PCR de 200 pL.
Afadiendo 1 pL de la solucion de ADN a dicho tubo.
La mezcla fue preparada como se indica en el Tabla 12.
Se agit6 suavemente la mezcla por pipeteado y se centrifugd brevemente.
Los tubos de reaccion de PCR se colocaron en el termociclador.
El termociclador se program6 como se indica en el esquema de la Figura 3.

o alhklwin
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Tabla 12. Reactivos para la reaccion en cadena de la polimerasa convencional.

PCR convencional

Reactivo Concentracion
MgCl, 1pL
dNTP 1puL
buffer 1.25 pL

partidor forward 1pL

partidor reverse 1pL
agua libre de nucleasa 7 uL
ADN polimerasa Taq 0.25 pL

940C E 940C 35 Ciclos 720C

5min: 45 seg\ / 1:30
; 55°C

: 45 seg
Figura 3. Disefio general de la programacion para PCR.

72°C

10 min\
4°C

Tabla 13. Partidores para reaccion en cadena de la polimerasa.

Partidor Tamario del Tm (°C) Gen o region del Fuente o disefo
(Forward/Reverse) | producto (pb) genoma
FWx/RWx 100-125 45/50 Wx de arroz Cheny Cols. 2006
FRM1/RRM2 100-200 53/49 SSR cromosomal Ahmadikhah, A.
en arroz 2009
FR171/RR171 350 5/55 SSR cromosomal Ahmadikhah, A.
en arroz 2009
FGMO3/RGMO4 118 63/58 Lectinaensoya | Meyery Cols. 1996
F49/R49 500 59/60 Lectina en soya CIBQUIA, JRGM
FZel/RZel 250 56/56 Zeina en maiz CIBQUIA, JRGM

Posteriormente, la caracterizacion del ADN se llevd a cabo mediante electroforesis en gel de
agarosa para el amplicon producido por la reaccién en cadena de la polimerasa. La preparacion
del amortiguador TAE 10X y las actividades realizadas para la determinacion electroforética se
localizan en la Tabla 14 y Tabla 15, respectivamente.
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Tabla 14. Preparacién de amortiguador TAE 10X.

TAE 10X Cf (1X) 1L
Tris 40 mM 48.4 g
Acido acético |  ----- 11.42 mL
Na,EDTA 2mM 7449
dH0 | ChplL

Tabla 15. Determinacion electroforética de ADN.

Pasos Actividades
1. | EI molde para electroforesis fue sellado utilizando cinta adhesiva.
Se coloco el peine para formar los pocillos.
La cubeta de electroforesis fue llenada con 2 L de amortiguador TAE 1X.
Se mezclé 2.5 g de agarosa en polvo con 250 mL de amortiguador TAE 1X.
La mezcla fue calentada en un horno microondas por tres minutos.
La mezcla se deja enfriar para afiadir 10 pL de bromuro de etidio.
La solucidn fue esparcida en el molde hasta que tomo consistencia de gel.
Se retird cuidadosamente el peine y la cinta adhesiva.
El molde fue colocado en la cubeta de electroforesis y se afiadié 1.75 L de TAE 1X
9. | cubriendo totalmente.
Se cargd 5 pL del marcador seleccionado en el primer pocillo y seguidamente 10 pL
10. | de la muestra en el pocillo sucesivo.
11. | Latapa de la cubeta para electroforesis fue cerrada.
12. | Se conectd los cables eléctricos a una tension de 80 V durante 180 minutos.
13. | El cable de corriente fue desconectado, los cables y la tapa de la cubeta retirados.
14. | Se introdujo el gel en un ultra iluminador y se fotografio.

XN g wN

7.4 Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

Se implemento la técnica gRT-PCR para algunas muestras de arroz, soya y maiz. El equipo
utilizando fue el modelo de Applied Biosystems StepOne™., Cada muestra para la reaccion se
prepard una mezcla como se detallada en el Tabla 16 para 2 pL de ADN y un volumen total de

20 pL; el proceso para la amplificacion se detalla en la Tabla 17.
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Tabla 16. Reactivos para la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.

PCR en tiempo real

Reactivo Concentracién
partidor forward 1L
partidor reverse 1L

muestra 2 UL
master mix (Sybr Green) 10 puL
H20 6 pL

Tabla 17. Proceso de amplificacion qRT-PCR.

Pasos Actividades
1. La placa de reaccion fue colocada sobre la base de soporte sin salpicaduras.
2. | Se pipeted las muestras en los pocillos.
3. Los tubos fueron tapados con la cubierta de la placa MicroAmp.
4 Se escogio las opciones quantum standard curve y Syber Green.

7.5 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante analisis de varianzas, analisis de medianas y pruebas de

comparacion multiple con el software estadistico Statgraphics Centurion XVIII.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 Extracciones de ADN
8.1.1 Extraccion de ADN en las muestras foliares utilizando Kit

La cuantificacion del ADN extraido a partir de hojas frescas de cinco variedades de arroz y
diecinueve variedades de soya utilizando el Kit PureLink se muestra en la Tabla 18. Los valores
promedios de rendimiento y calidad de ADN fueron, respectivamente, para arroz, 8.62 ng/uL y
1.44, y para soya, 20.27 ng/uL y 1.82, ambos resultados aceptables en términos de
concentracion. Respecto a la pureza para el ADN de arroz, el valor promedio esta por debajo de

1.8 a diferencia del sorgo que muestra un valor superior indicando una pureza optima.

El rendimiento obtenido con el kit depende del tipo de tejido y la cantidad de muestra inicial, es
recomendable para tejido vegetal duro o fibroso, aplicarle nitrégeno liquido y molerlo hasta
convertirlo en polvo. El uso de este método comercial o Kits reduce el numero de pasos en la
extraccion y el tiempo, sin embargo, la cantidad de muestras extraidas pueden limitarse por otros
factores como los econdmicos, para las condiciones de nuestro pais, al cual, se deben importar
todos estos productos. Comparado con Estados Unidos, donde se tiene acceso a los kits a costos
mas bajos, la extraccion de cada muestra (sin duplicado o triplicado) tendria un precio de cinco
ddlares, mientras que en nuestro pais el costo por muestra, se puede duplicar o hasta triplicar,
debido a que las empresas venden estas herramientas a altos montos. Igualmente, el tema de
costo de los kits, cuando se requiere de extracciones de muchas muestras ha sido objeto de
debate en otros trabajos previamente, por lo que se han presentados métodos modificados, como
los que utilizan CTAB u otros, como alternativas (Chen, et. al., 2006, Ahmadikhah, A., 2009;
Aboul - Maaty, N., and Oraby, H., 2019). Por lo anterior, en este trabajo se probaron también,
otros métodos de extraccion, entre ellos el método CTAB y un método modificado de CTAB, al
que denominamos “amortiguador de lisis”. Con el proposito de presentar alternativas en un
paso que resulta crucial, al momento de implementar trabajos con ADN, el cual es la extraccion

de esta macromolécula con la calidad y cantidades aceptables.

23



Tabla 18. Concentracion de ADN y pureza obtenida en variedades de arroz y soya por el método

Kit PureLink.
Muestra ID A (260 nm) | A (280 nm) [ng/uL] A (260/280) nm

A 01 0.215 0.172 10.75 1.25

A 02 0.177 0.110 8.85 1.61

A 03 0.095 0.073 4.75 1.30

Arroz A 04 0.024 0.039 1.20 0.62
A 05 0.054 0.028 2.70 1.93

A 06* 0.200 0.120 10.00 1.67

AQ7* 0.442 0.259 22.10 1.71

SJo1 0.668 0.425 33.40 1.57

SJ03 0.692 0.455 34.60 1.52

SJ04 0.484 0.278 24.20 1.74

SJ 06 0.337 0.176 16.85 1.91

SJ 07 0.271 0.136 13.55 1.99

SJ 08 0.568 0.326 28.40 1.74

SJ10 0.551 0.252 27.55 2.19

SJ11 0.451 0.270 22.55 1.67

S SJ12 0.192 0.099 9.60 1.94
RANN ST 0.392 0.215 19.60 1.82
SJ15 0.714 0.448 35.70 1.59

SJ16 0.429 0.300 21.45 1.43

SJ 17 0.272 0.132 13.60 2.06

SJ 18 0.174 0.084 8.70 2.07

SJ20 0.201 0.089 10.05 2.26

SJ21 0.584 0.437 29.20 1.34

SJ 22 0.217 0.107 10.85 2.03

SJ 23 0.254 0.130 12.70 1.95

SJ24 0.250 0.144 12.50 1.74

*Muestras seleccionadas para PCR
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8.1.2 Extraccién de ADN en las muestras de granos con el método de CTAB y el método

buffer de lisis.

Para ambos métodos utilizados en la extraccion de ADN de granos, método de CTAB y método
buffer de lisis, se utilizo nitrégeno liquido para el maceramiento de las muestras. Este paso se
realiza para asegurar la ruptura de la pared celular, a bajas temperaturas, lo cual, mantienen
inactivas las enzimas celulares y otras sustancias quimicas no deseadas y ademas reduce la
fragmentacion y el dafio del ADN. La seleccion del uso de nitrégeno liquido resultd una acertada
seleccion, para esta etapa, y es respaldada por trabajos como los realizados por Aboul-Maaty y
Oraby (2019), donde presentan resultados de extracciones a partir de maultiples granos
incluyendo los seleccionados para esta tesis. Los referidos autores establecen que el uso de
nitrogeno liquido en este procedimiento garantiza una gran reproducibilidad a diferencia de otros

métodos de lisis basados en enzimas.

El método para la extraccion de ADN con “amortiguador de lisis” se llevo a cabo por
cuadruplicado para cinco variedades en granos de soya, seis de arroz y siete de maiz. Su
cuantificacién se describe en las Tablas 19, 20 y 21. Los valores muestran una alta
concentracion de ADN util para analisis PCR, sin embargo, se registra una baja calidad
especificamente para las muestras de soya, esto podria deberse a la alta variedad de metabolitos
secundarios y polisacaridos (Demeke y Jenkins, 2009) que presentan los granos de este vegetal,
este contenido de sacarosa, fructosa, rufinosa y estaquiosa (De Luna - Jiménez, 2007) que
aumenta dependiendo de algunas variedades (Zhang et al., 2017), pueden no ser eliminados por
completo durante el proceso de aislamiento. Es sumamente importante determinar la pureza del
ADN, pues la presencia de contaminantes afecta la accion de las enzimas durante la reaccion en

cadena de la polimerasa.

Multiples factores pueden afectar la integridad del ADN durante este proceso de extraccion
desde la fragmentacién del ADN por el calor que genera la friccién hasta la falta de pericia en el

procesamiento de las muestras (Demeke & Jenkins, 2009).
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Tabla 19. Concentracion de ADN y pureza obtenida en variedades de soya por el método

amortiguador de lisis.

Variedad de soya ID A (260nm) | A (280 nm) | [ng/puL] | (260 nm /280 nm)
1.1.A 2.119 1.415 41.50 1.50
1 1.2.A 2.142 1.459 41.95 1.47
1.3.A 2.108 1.419 41.08 1.49
1.4.A 1.032 0.679 19.03 1.52
2.1.A 2.311 1.525 37.38 1.52
5 2.2.A* 2.282 1.554 33.45 1.47
2.3.A 2.184 1.476 33.93 1.48
2.4.A 1.971 1.253 33.35 1.57
3.1LA* 2.740 1.736 58.30 1.58
3 3.2.A 2.256 1.694 41.95 1.33
3.3A 2.322 1.639 45.05 1.42
34.A 2.195 1.438 42.43 1.53
4.1.A 2.261 2.334 23.48 0.97
4 4.2.A 0.630 0.495 9.70 1.27
4.3.A 1.940 1.310 35.85 1.48
4.4.A 2.571 1.993 47.48 1.29
51A 2.597 1.676 48.53 1.55
5 52.A 2.353 1.677 41.93 1.40
5.3.A* 2.307 1.535 45.55 1.50
5.4.A 2.562 2.244 44.88 1.14

*Muestras seleccionadas para PCR

26



Tabla 20. Concentracion de ADN y pureza obtenida en variedades de arroz por el método

amortiguador de lisis.

Variedad de arroz ID A (260 nm) | A (280 nm) | [ng/uL] | (260 nm /280 nm)

6.1.A* 1.379 0.767 28.00 1.80

6 6.2.A 1.163 0.613 25.40 1.90
6.3.A 1.040 0.586 21.85 1.77

6.4.A 1.330 0.703 29.03 1.89

7.1.A 1.099 0.582 23.33 1.89

7 7.2.A* 1.378 0.763 28.83 1.81
7.3.A 1.111 0.632 22.85 1.76

7.4.A 1.280 0.678 27.93 1.89

8.1.A 1.705 0.968 35.35 1.76

8 8.2.A 1.559 0.843 34.05 1.85
8.3.A 1.202 0.651 27.18 1.85

8.4.A 1.649 0.933 34.33 1.77

9.1.A 1.987 0.999 41.80 1.99

9 9.2.A 2.037 1.273 40.23 1.60
9.3.A 1.651 0.941 34.60 1.75

9.4.A 1.702 0.990 35.08 1.72

10.1.A 2.666 1.563 55.20 1.71

10 10.2.A 1.575 0.882 33.15 1.79
10.3.A* 2.450 1.346 54.40 1.82

10.4.A 1.226 0.646 27.38 1.90

18.1.A* 1.561 0.848 33.93 1.84

18 18.2.A 1.209 0.690 25.98 1.75
18.3.A 0.892 0.490 20.20 1.82

18.4.A 2.377 1.369 51.10 1.74

*Muestras seleccionadas para PCR
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Tabla 21. Concentracién de ADN y pureza obtenida en variedades de maiz por el método

amortiguador de lisis.

Variedad de maiz ID A (260 nm) | A (280 nm) | [ng/uL] | (260 nm /280 nm)
11.1.A 1.650 0.956 34.43 1.73
11 11.2.A 1.930 1.137 39.13 1.70
11.3.A 1.870 1.084 40.25 1.73
11.4 A* 2.192 1.251 48.23 1.75
12.1.A* 1.678 0.983 36.43 1.71
12 12.2.A 1.258 0.725 25.98 1.74
12.3.A 0.897 0.536 18.43 1.67
12.4.A 1.150 0.681 23.53 1.69
13.1.A 0.546 0.319 11.50 1.71
13 13.2.A 0.712 0.456 13.03 1.56
13.3.A 1.114 0.685 21.83 1.63
13.4.A* 1.677 0.934 35.55 1.80
14.1.A* 1.501 0.819 30.53 1.83
14 14.2.A 1.203 0.682 24.43 1.76
14.3.A* 1.973 1.147 39.85 1.72
14.4.A 1.304 0.827 23.60 1.58
15.1.A 0.952 0.561 20.40 1.70
15 15.2.A* 1.432 0.846 29.70 1.69
15.3.A 0.997 0.613 19.88 1.63
15.4.A 1.781 1.113 33.38 1.60
16.1.A 0.749 0.434 15.48 1.73
16 16.2.A 0.740 0.470 14.68 1.57
16.3.A 1.004 0.645 18.73 1.56
16.4.A* 1.396 0.894 25.30 1.56
17.1.A* 1.160 0.669 23.35 1.73
17 17.2.A 0.937 0.537 18.78 1.74
17.3.A 0.686 0.410 14.10 1.67
17.4.A 0.755 0.448 15.30 1.69
*Muestras seleccionadas para PCR
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La extraccion con el método CTAB también se realizé por cuadruplicado para cinco variedades
de soya, seis de arroz y siete variedades de maiz, los detalles de la cuantificacion se puntualizan
en las Tablas 22, 23 y 24.

En tanto, que los métodos CTAB y amortiguador de lisis son méas econdmicos y producen alto
rendimiento, también son vulnerables a variaciones debido a los multiples pasos del
procedimiento. Cabe resaltar, que en la actualidad el método CTAB, es ampliamente promovido
dentro de ensayos que procesan un alto nimero de muestras, debido a que permite obtener ADN
de alta calidad eliminando los inhibidores que afectan la PCR; ademas de ser un protocolo f4cil

de estandarizar.

Tabla 22. Concentracion de ADN y pureza obtenida en variedades de soya por el método CTAB.

Variedad de soya ID A (260 nm) | A (280 nm) | [ng/pL] | (260 nm /280 nm)
1.1.B* 2.165 1.228 43.00 1.76
1 1.2.B 2.176 1.512 36.83 1.44
1.3.B 2.006 1.262 38.00 1.59
14B 2.261 1.524 41.90 1.48
2.1B 2.667 2.021 47.78 1.32
5 2.2.B 2.420 1.758 40.70 1.38
2.3.B 2.295 1.556 42.23 1.47
24.B 2.145 1.400 44.25 1.53
3.1B 2.749 2.018 46.18 1.36
3.2B 1.864 1.171 36.13 1.59
3 3.3.B 2.570 1.752 47.48 1.47
34B 1.931 1.314 37.15 1.47
41B 2.277 1.505 43.38 1.51
4 4.2.B* 2.719 1.658 57.65 1.64
4.3.B 2.156 1.468 37.50 1.47
44B 3.523 3.230 59.73 1.09
5.1B 1.028 0.579 15.23 1.78
5 5.2.B 1.078 0.556 16.63 1.94
53B 1.543 1.182 23.48 1.31
54B 1.234 0.772 19.48 1.60

*Muestras seleccionadas para PCR
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Tabla 23. Concentracion de ADN y pureza obtenida en variedades de arroz por el método CTAB.

Variedad de arroz ID 2 (260 nm) | A (280 nm) | [ng/uL] | (260 nm /280 nm)
6.1.B 0.545 0.330 17.65 1.65
6 6.2.B 0.243 0.147 7.10 1.65
6.3.B 0.359 0.233 12.50 1.54
6.4.B 0.661 0.434 19.90 1.52
7.1.B 0.462 0.253 16.90 1.83
. 7.2.B 0.749 0.354 25.85 2.12
7.3.B 0.377 0.220 13.65 1.71
74.B 0.508 0.367 14.90 1.38
8.1.B 0.697 0.334 22.60 2.09
8 8.2.B 0.749 0.347 27.55 2.16
8.3.B 0.354 0.093 12.35 3.81
8.4.B 0.605 0.218 22.85 2.78
9.1.B 0.726 0.527 19.15 1.38
9 9.2.B 0.566 0.427 12.70 1.33
9.3.B 0.274 0.131 11.05 2.09
9.4.B 0.276 0.138 10.15 2.00
10.1.B 0.336 0.209 10.65 1.61
10 10.2.B 0.289 0.162 8.70 1.78
10.3.B 0.205 0.112 6.60 1.83
10.4.B 0.418 0.246 12.80 1.70
18.1.B 0.935 0.432 35.10 2.16
18 18.2.B 0.631 0.229 25.55 2.76
18.3.B 0.141 0.065 5.25 2.17
18.4.B 0.298 0.240 9.30 1.24
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Tabla 24. Concentracion de ADN y pureza obtenida en variedades de maiz por el método CTAB.

Variedad de maiz ID A (260 nm) | A (280 nm) | [ng/puL] | (260 nm /280 nm)
11.1.B 0.378 0.240 28 1.80
1 11.2.B 0.670 0.526 25.4 1.90
11.3.B 0.734 0.470 21.85 1.77
11.4.B 1.172 0.719 29.03 1.89
12.1.B 0.291 0.166 23.33 1.89
12 12.2.B 0.562 0.334 28.83 1.81
12.3.B 0.406 0.257 22.85 1.76
12.4.B 0.520 0.336 27.93 1.89
13.1.B 0.696 0.381 35.35 1.76
13 13.2.B 0.460 0.221 34.05 1.85
13.3.B 0.241 0.161 27.18 1.85
13.4.B 0.311 0.201 34.33 1.77
14.1.B 0.546 0.337 41.8 1.99
1 14.2.B 1.045 0.651 40.23 1.60
14.3.B 0.303 0.255 34.6 1.75
14.4.B 0.597 0.395 35.08 1.72
15.1.B 0.365 0.194 12.00 1.88
15 15.2.B 1.182 0.681 41.50 1.74
15.3.B 0.630 0.353 21.65 1.78
15.4.B 0.885 0.475 31.55 1.86
16.1.B 0.823 0.367 33.30 2.24
16 16.2.B 0.715 0.374 26.00 1.91
16.3.B 0.330 0.214 10.20 1.54
16.4.B 0.355 0.135 14.40 2.63
17.1.B 0.123 0.083 3.15 1.48
17 17.2.B 1.146 0.826 40.05 1.39
17.3.B 0.253 0.163 7.35 1.55
17.4.B 0.017 0.014 0.05 1.21
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8.1.2.1 Efecto del proceso de extraccion y del tipo de grano en la concentracion de ADN

Para determinar el efecto del proceso de extraccion y del tipo de grano en la concentracion de
ADN, se realizd6 un ANOVA de dos vias. Se encontrd que existieron diferencias significativas a
un nivel de confianza del 95.0 % (p <0.05) para la concentracion de ADN obtenida a través de
los dos procesos de extraccion y el tipo de grano (Tabla 25). Para determinar la media
significativamente diferente entre los granos a un nivel de confianza del 95.0 %, aplicamos la
prueba de Bonferroni para cada método de extraccion. En el caso del método de extraccion
CTAB, la concentracion de ADN en los granos de soya fue significativamente diferente de la
concentracion de ADN en los granos de maiz y arroz; mientras que los granos de maiz y arroz,
no presentaron diferencias significativas en la concentracion de ADN (Figura 4). Con respecto,
al método de extraccion con amortiguador de lisis, la concentracion de ADN para los granos de
maiz fue significativamente diferente de los otros granos; mientras que los granos de soya y

arroz, no presentaron diferencias significativas en la concentracion de ADN (Figura 5).

Tabla 25. Andlisis de varianza para los valores de la concentracion de ADN obtenida.

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F | Valor-P
Efectos A: Grano 6.94E3 2 3.47E3 32.24 0.0000
Principales | B: Proceso de extraccion 2.18E3 1 2.18E3 20.24 0.0000
Interacciones AB 1.71E3 2 857. 7.96 0.0005
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Figura 4. Media de la concentracion de ADN e intervalo de Bonferroni al 95% de confianza para la
extraccion con CTAB.
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Figura 5. Media de la concentracion de ADN e intervalo de Bonferroni al 95 % de confianza para la

extraccion con amortiguador de lisis.

8.1.2.2 Efecto de la variedad del grano en la concentracion de ADN

Para determinar el efecto de la variedad del grano en la concentracion de ADN para cada método
de extraccion, se realizaron distintas pruebas como: ANOVA simple, comparacion multiple y
analisis de mediana Kruskal Wallis (Tabla 26). Se evaluaron seis variedades de arroz, siete
variedades de maiz y cinco variedades de soya. Las cuales fueron codificadas como se muestra
en la Figura 6 y 7. Se encontré que existen diferencias significativas a un nivel de confianza del
95.0 % en la concentracion de ADN obtenida por el método de extraccién con amortiguador de
lisis en la variedad de maiz 1 con respecto a la variedad 3, 6 y 7 (Tabla 26, Figura 6). En el
método de extraccion CTAB la variedad de soya 5 es significativamente diferente de las otras a
un nivel de confianza del 95.0 % (Tabla 26, Figura 7).

Tabla 26. Efecto de las variedades dentro de cada grano en la concentracion de ADN.
Método de

- Fuente Prueba Valor-P | Diferencias significativas
extraccion
Variedades de soya ANOVA 0.0903 No hay
Amortiauador Variedades de arroz Kruskal-Wallis 0.0662 No hay
u _ ANOVA 0.0027 Si hay
de lisis Variedades - —
de maiz Tukey Varledao_l 1 es distinta de la
variedad 3,6y 7
. Kruskal-Wallis 0.0241 Si hay
Variedades - - - —
de soya Diagrama de caja 'y Variedad 5 es distinta de las
CTAB bigotes, Bonferroni otras
Variedades de arroz ANOVA 0.2938 No hay
Variedades de maiz ANOVA 0.500 No hay
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Figura 6. Concentracién de ADN obtenida por el método extraccion con amortiguador de lisis. A, B

y C. Variedades de soya, arroz y maiz respectivamente.
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Figura 7. Concentracion de ADN obtenida por el método extraccion con CTAB. A, B y C.

Variedades de soya, arroz y maiz respectivamente.
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8.1.2.3 Efecto del método de extraccion en la pureza del ADN

De acuerdo a los resultados obtenidos la pureza de ADN depende significativamente del método
de extraccion empleado (p < 0.05) a un nivel de significancia del 95.0 % de acuerdo a la Prueba
de Chi cuadrado (Tabla 27). Para las muestras de maiz y arroz el método lisis permite la
obtencion de un ADN con mayor pureza. Mientras que para la muestra de soya se obtiene ADN

de mayor pureza usando el método CTAB.

Tabla 27. Datos de frecuencia de ADN con el método amortiguador de lisisy CTAB.

Grano | Pureza | Amortiguador de lisis | CTAB | X2?-Valor de P
Soya Alta 0 7 0.0125
Baja 20 13
Arroz Alta 24 18 0.0291
Baja 0 6
Maiz Alta 28 15 0.0001
Baja 0 13

Nota: Se aplicd la correccion de Yates

8.2 Aplicacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencional para la

identificacion de soya, arroz y maiz

Obtenido el material genético y seleccionado con calidad y cantidad adecuadas, el siguiente paso
fue determinar si podria emplearse para algunos trabajos como amplificaciones por PCR en
alguna de sus modalidades.

Dentro de las aplicaciones de la PCR se encuentra la identificacion o autenticacion de materia
prima o componentes de productos, y especificamente una de ellas es la identificacion de
especies vegetales, como las seleccionadas para este estudio que incluyen soya, arroz y maiz. El
principio de la identificacion consiste en utilizar partidores dirigidos a zonas exclusivas de cada
especie, como lo son el gen que codifica la proteina lectina de la soya, el gen Wx o el sitio SSR
de un cromosoma en el arroz, y el gen que codifica la proteina zeina en el maiz. Para estos fines
partidores especificos fueron disefiados para amplificar fragmentos de las zonas gendmicas antes

mencionadas utilizando como molde de ADN extraido de soya, arroz y maiz.
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En la Figura 8 se registra la amplificacion mediante una PCR convencional para el ADN de la
especie O. sativa extraido mediante el Kit PureLink, con el propdésito de determinar esta especie

vegetal se utilizaron partidores para comprobar la presencia de los genes Wx y SSR cromosomal.

Con la ayuda del Ladder DNA Marker (100-3000 bp) de Axygen se logran observar los
productos de amplificacion de aproximadamente a 100 y 350 pb, correspondientes a los tamafios
esperados (Tabla 13). Los controles negativos se basan en utilizar ADN de otro vegetal y un par

de partidores con la secuencia replicante para otra especie vegetal.

C D E F G H I J K L
e N L R P R S R T
B 3 b 3 . P

e et
§

800

700

600

400 v ..

s - - | ¢ 350 b
200 ‘ |

100 s R el W | — 100 pb

Figura 8. Determinacion de especie vegetal (arroz). Los carriles A y E contienen muestras de ADN

de arroz y partidores para el gen Wx. Los carriles B y F son muestras de ADN de arroz y
partidores RM1 para la identificacién de la region SSR cromosomal. Los carriles C y G son
muestras de ADN de arroz y partidores R171 para la identificacion de la regiéon SSR cromosomal.

Los controles negativos se ubican en los carriles D, H, I, J, K, L.

Productos de la amplificacion empleando una PCR convencional para el ADN extraido con el
Kit PureLink a partir de hojas de arroz y con el método amortiguador de lisis a partir de granos
de maiz se ilustran en la Figura 9, se aplico el marcador 100 bp DNA Ladder (100-3000 bp) de
DNALand Scientific.
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La determinacion genética se da utilizando partidores para los genes Wx y SSR cromosomal del
arroz, y el gen zeina en el maiz; para la cual se obtienen los productos esperados a 100, 350 y
250 pb, respectivamente. Sin embargo, en el carril G no se obtiene la amplificacion que
corresponde, reaccion en la que utilizamos partidores elaborados con un afio de anterioridad, es
recomendable para evitar la falta de homogeneidad en la mezcla para PCR utilizar un agitador,
pues el congelar y descongelar se cambia las concentraciones de los reactivos o bien forma

gradientes dentro de los tubos.

Los resultados de las pruebas de PCR (Figuras 8 y 9) mostraron que el material extraido, es

funcional para trabajos como la identificacion de especies vegetales utilizando partidores

especificos.
A B C D E F G H I IRk L
bp
3000 -
2000
1500
200 - o
,'{l) .
= [ e -
400 — | dm— 350 pb
300 W e . — — 250 pb
200
00 - ¢ 100 pb

Figura 9. Determinacion de especies vegetales (arroz y maiz). Los carriles A y B contienen
muestras de ADN de arroz y partidores para el gen Wx. Los carriles C y D con muestras de ADN
de arroz y partidores RM1 para la identificacién de la region SSR cromosomal. Los carriles Ey F
son muestras del ADN de arroz y partidores R171 para la identificacion de la region SSR
cromosomal. Los carriles G y H con ADN de arroz y con partidores para el gen Wx preparados un
afo atras. Los carriles I, J, Ky L para muestras de maiz y partidores para el gen zeina, en estos dos

altimos carriles el par de partidores también contaban con un afio de antigliedad.
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Dentro de la aplicacion de la PCR para la identificacion de genes, hay muchos usos, uno de ellos
es la identificacion de elementos transgénicos, por lo que se incluyé un ensayo donde se busco
identificar la presencia del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV 35S), uno
de los genes mas comunes presente en plantas genéticamente modificadas. Para esto se
aprovecho la amplificacion resultante de una PCR anidada en las tres matrices y como marcador
de peso molecular se recurrié al Perfect DNA™ Ladder (500-10000 bp) de Invitrogen (Figura
10). De los resultados obtenidos se puede observar claramente que las muestras K y L amplifican
un fragmento de aproximadamente 200 pb, lo cual, corresponde al tamafio que se obtendria con
el par de partidores especifico para amplificar una region del elemento transgénico del promotor
35S. Cabe destacar que por los tamafios que se esperaban obtener, el marcador de 1 Kb (Perfect
DNA™ Ladder-Invitrogen) no es el mejor a utilizar, no obstante, al momento de realizar el
experimento el marcador de 100 pb no se encontraba disponible. Con este experimento se
muestra que el ADN obtenido mediante la metodologia aplicada, es apto para pruebas por PCR

convencional y su variante anidada.

A B C D E F G H I J K L M N N O P

g

§ 833 8558
31

. e | ¢ 200 pb

-

Figura 10. Determinacion del Promotor 35S en especies vegetales (soya, arroz y maiz). Los carriles

A, B, C, Dy E contienen muestras de ADN de soya. Los carriles F, G, H, | y J con muestras de ADN
de arroz. Los carriles K, L, M, N, N, O y P para las muestras de ADN de maiz. Todos con

partidores del Promotor 35 S.
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8.3. Aplicacion de la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real para la

identificacion de soya, arroz y maiz.

La PCR en tiempo real se utilizd con su variante de “Fusion de alta resolucion” (HRM por sus
siglas en ingles de High Resolution Melting), esta consiste en que, una vez realizada la
amplificacion de los productos por PCR en tiempo real, a los productos obtenidos se les aumenta
gradualmente la temperatura hasta que alcancen su desnaturalizacion. En los ensayos realizados
se utilizé el agente fluorescente SYBR GREEN el cual, al producirse la sintesis de la doble hebra
de ADN, se intercala entre las hebras de ADN y durante el proceso de desnaturalizacion se
registra la perdida de fluorescencia cada 0.3 °C, como resultado se obtiene una curva que posee
un punto de inflexidn, que al sacarle la derivada genera un pico, el cual, coincide con el punto de
fusion (Tm) del producto sintetizado. En este punto el resultado indica la presencia del elemento
para el cual, fueron disefiados los partidores, en otras palabras, si hay amplificacion, con el
analisis de HRM se debera obtener un pico que coincide con la Tm del amplicon. Los resultados
gue se muestran a continuacion corresponden a la primera derivada del proceso de decaimiento

de la fluorescencia conocidos como curvas de fusion (en el idioma inglés “melt curve”).

En esta seccidn experimental se presentan los resultados de dos grupos de ensayos, en primera
instancia para muestras puras de ADN obtenidas de soya, maiz y arroz con sus respectivos
partidores especificos y en segunda instancia resultados de ensayos aplicados a mezclas de ADN,

para identificar las especies vegetales.

En la Figura 11 se registra el resultado de la PCR en tiempo real con la respectiva curva de
fusion para el ADN de arroz extraido con amortiguador de lisis utilizando los partidores F/R Wx.
Se puede observar un Gnico pico que corresponde a la temperatura de fusion del amplicon que es
de 77.66 °C. El resultado nos ofrece una muestra de lo que se debe esperar en una identificacion

positiva basada en los partidores para Wx para identificar la especie de arroz.
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Figura 11. Identificacion positiva del gen Wx en arroz, mediante PCR en tiempo real y la variante
de HRM.

La curva de fusion para muestras de ADN de maiz extraido con amortiguador de lisis empleando
los partidores F/RZel se ilustran en la Figura 12. Se observan dos curvas que pueden indicar
que las muestras usadas pueden contener diferencias en su cddigo genético los cuales, pueden ser
detectados por esta técnica al observar el corrimiento en los valores de las Tm. Por otro lado, la
Tm calculada de 84.2 °C (Tabla 28) no corresponde al valor obtenido experimentalmente 76.48

°C. Esto altimo puede deberse a que la secuencia amplificada es mas pequefia que la esperada.

Curva de fusion (Melt Curve). ADN maiz, Fze1/Rze1

0.

Cerivative Reporter (-Rn?

0.4

85.0 700 75.0 80.0 25.0 o0.0
Tm: 76.48
Temperature (*C)

Figura 12. ldentificacion positiva del gen de zeina en maiz, mediante PCR en tiempo real y la
variante de HRM.
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En las Figura 13 y Figura 14 se presentan las curvas de fusion obtenidas para las muestras de
ADN de soya extraido con CTAB usando los partidores FA49/RA49 y FGMO3/RGMO4. Los
productos obtenidos con el par de partidores F49/R49 y GMO3/GMO4 alcanzan su punto de
fusion a 79.61 °C y 82.14 °C, respectivamente. Al calcular la temperatura de fusién tedrica
herramientas

aproximada mediante las

disponibles en linea
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html), se determinaron que estas fueron 83.5
°C y 81.8 °C (Tabla 28). Con estos valores también se puede decir que para el caso de los
partidores GMO3/GMO4, hay amplificacion de fragmentos de ADN maés pequefios que el

amplicon esperado, los cuales tienen una Tm de 72 °C.
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Figura 13. Identificacion positiva del gen de lectina en soya, mediante PCR en tiempo real y la
variante de HRM con partidores A49 (CIBQUIA).
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Figura 14. Identificacion positiva del gen de lectina en soya, mediante PCR en tiempo real y la

variante de HRM con los partidores de referencias GMO3/GMO4.
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Al comparar los resultados obtenidos para identificar soya con los partidores A49 disefiados en
CIBQUIA vy los resultados con los partidores GMO3/GMO4 (Meyer y Cols. 1996), podemos
observar que los partidores A49 ofrecen mejores resultados al mostrar un dnico producto de
amplificacion, no obstante, el par de partidores GMO3/GMO4, muestran un producto adicional o
inespecifico descrito por el pico a 76.0 °C, lo cual, puede deberse a que este par de partidores
segun la referencia de donde se obtuvieron, fueron disefiados para PCR convencional en su
version anidada, no para PCR en tiempo real.

A parte, de realizar la técnica en reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real utilizando
ADN puros de especies conocidas, junto a los partidores que amplifican para esa especie y asi
registrar el comportamiento de la técnica en condiciones ideales, también se busco ensayar la
PCR en tiempo real con una mezcla de ADN de arroz, maiz y soya empleando los partidores
FA49/RA49. Este andlisis resulta util para identificar genes en productos constituidos por
mezclas de ADN. La Figura 15 testifica la capacidad de este partidor para detectar el gen lectina
presente en soya, logrando amplificar aun cuando este se encuentre mezclado. La amplificacion

muestra un producto Unico con una Tm de 79.3 °C.

Curva de fusion (Melt Curve). Mezcla ADN (A+M+S), FA49/RA49
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Figura 15. Identificacion positiva del gen de lectina en soya, mediante PCR en tiempo real y la

variante de HRM con los partidores A49 y en mezclas de ADN de arroz, maiz, y soya.
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Asimismo, se realiz6 la qRT-PCR para una mezcla de ADN de arroz, soya y maiz, pero esta vez
con el partidor F/RZel (los cuales identifican la zeina en maiz) (Figura 16), de igual forma
como en la determinacién individual del gen zeina solo con ADN de maiz donde no
corresponden las Tm, en este caso de 75.1 °C con la Tm calculada de 84.2 °C, se plantea que la
secuencia amplificada es més pequefia, aun asi, se comprueba la utilidad de este partidor para

identificar zeina en una mezcla de ADN.

Curva de fusion (Melt Curve). Mezcla ADN (A+M+S), Fze1/Rze1
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Figura 16. ldentificacion positiva del gen de zeina en maiz, mediante PCR en tiempo real y la

variante de HRM con los partidores Zel y en mezclas de ADN de arroz, maiz y soya.

Por Gltimo, una amplificacion compuesta por una mezcla vegetal de ADN procedente de arroz,
soya y maiz en reaccién con una solucién preparada a base de tres pares de partidores para
identificar cada especie (FWx/RWx, A49/RA49 y FZel/RZel) simultaneamente, se representa
en la Figura 17. Generalmente, no es recomendable realizar reacciones multiples, en donde se
amplifican varios genes en la misma reaccion debido a que la sefial emitida no es especifica,
pues el fluoroforo puede unirse a cualquier amplicon del ADN. Sin embargo, como es de esperar
las temperaturas de fusion, acorde a los resultados en las pruebas individuales previas, serian
76.5 °C para maiz y 77.7 °C en arroz, esta cercania en las temperaturas intensifica la sefial
traslapando los picos y aumentando la altura de esa curva (Figura 17, pico superior). En tanto,
que la Tm de 80.6 °C para el ADN de la soya también evidencia la presencia de esta especie

vegetal en la mezcla analizada.
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Figura 17. PCR en tiempo real (mix arroz + maiz + soya — gen Wx / lectina / zeina).

Para obtener una mejor resolucion de las curvas se aconseja que los productos de PCR en tiempo
real sean lo méas pequefos posibles, ya que los amplicones muy largos disminuyen la resolucion
del ensayo debido a tener méas probabilidad de abarcar regiones con gran nimero de mutaciones
que varian la temperatura de fusién notablemente, como se puede observar la diferencia de
temperaturas para el gen lectina de 501 pb y de zeina con 250 pb (Tabla 28). Adicional, dado
que el estudio emplea la temperatura de fusion de productos de doble cadena para la
identificacion de productos, se debe evitar la formacion de productos inespecificos en la reaccion
ya que al ser detectados producen multiples picos y alteran significativamente la Tm, provocando

datos inconclusos para la identificacion de la muestra (Prado, 2017).

Tabla 28. Datos de g-RT-PCR

Especie Pares de Ger,] 0 _regién Producto tedrico m m
vegetal partidores genomica que esperado (pb) calculada RT-PCR
amplifica (°C) HRM
Arroz FWx/RWx Gen Wx 121 (Figura 18) 77.0 77.66
Maiz FZel/RZel Zeina 250 (Figura 19) 84.2 76.48
Soya | FGMO3/RGMO4 Lectina 118 (Figura 20) 81.8 82.14
Soya F49/R49 Lectina 501 (Figura 21) 83.5 79.61

A continuacién, las Figuras 18, 19, 20 y 21 presentan las secuencias de los partidores utilizados,
las mismas han sido extraidas del banco de genes, estas permiten visualizar su ubicacion dentro
del gen para el cual fueron disefiados, ademas registran el tamafio y secuencia exacta que se
busca amplificar. Conjuntamente, se toman estas secuencias que amplifican desde el partidor

iniciador hasta el terminador para calcular el punto de fusién teorico.
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Figura 18. Producto de PCR que se obtiene con el par de partidores Fwl/Rwl que amplifican un fragmento de 121 pb del gen Wx (gen
waxy de Oryza sativa). El diagrama muestra la disposicién de los partidores sobre la secuencia obtenida del Gen BanK (NCBI) HM881012.
El segmento se restringio solo para el producto que se espera obtener con los partidores Fwl/Rwl.

I-:' Z;:' : 4 / .T';:'
2 2.5 3.5 rlIE' 5|5 5.5 FIE' 5.5
FZel
EBi| 370343852 |gb|JQO83080.. CAT T GT TCGCTCTCCTAGCTCT T TGTGCAAGCGCCACGAGTGCGACCCATATTICCAGGGCACTTIGCCACCAGT
Frame 3 I F A NN A NN C A S A T S A T HTEE P G H @ op P s
5::' E'IZI 1 -;r:l 1 lI [1] 120 1 :J:l 1 cll-:'
SIS 1-?5 1 lI 9 14:5 TJ I‘IIE 1 ?5
5| 370343852 | gb|JQ083080.. CATGCCAT TGGGTACCATGAACCCATGCATGCAGTACTGCATGATGCAACAGGGGC TTGCCAGCTTGATGGCG
Frame 3 [ P s G T M N P C M Q Y C EMEEMEE Q Q G oA N A
1 ?—:' 1 ?{l 170 L?{' 1 :7:' Z?:' 2 lI [+]
1?5 1?5 1.?5 1?5 2-?5 Z1|5 21:5

gi| 370343852 |gb|JQO83080.... TOCTCCGTCCCTOGATGOC TGCAGCAACTGTTCGGCCTTACCGCTTCAGACGATCECCAGTCGATOATGCCACAGATGA
Frame 3 C P S [DmmEmEmTmEE Q Q o A e P mmm T e P

[
|-t
ol

[
-l =h
o e
[

30 730 70
a5 255 2 51

Frame 3 w7 P

gi| 370343852 |gb|JQ083080... TOACGCCTAACATOCATOGTCACCATTOATOA
™ S P S

Figura 19. Producto de PCR que se obtiene con el par de partidores FZ1/RZ1 que amplifican un fragmento de 250 pb del gen de la Zeina
del maiz. El diagrama muestra la disposicion de los partidores sobre la secuencia codificante para zeina obtenida del Gen BanK (NCBI)
Q083080.1. El segmento se restringio solo para el producto que se espera obtener con los partidores FZ1/RZ1.
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K00821 Soybean_Lectin_Let ... 1 TCCACCCCCATCCACATTTGGGACAAAGAAMACCGGTAT®G
Translation G C K
lectin prepeptide CDS

source Glycine max

K00821_Soybean_Lectin_Lel ...

Translation

CONEVARCGEETNEGI A C A C A A A A AGGCTTGCA
Translation C F A

lectin prepeptide COS

source Glycine max

Figura 20. Producto de PCR que se obtiene con el par de partidores GMO3/GMO4 que amplifican un fragmento de 118 pb gen de lectina
de soya. El diagrama muestra la disposicién de los partidores sobre la secuencia codificante para lectina obtenida del Gen BanK (NCBI)
K00821. El segmento se restringio6 solo para el producto que se espera obtener con los partidores GMO3/GMOA4.
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Figura 21. Producto de PCR que se obtiene con el par de partidores F49/R49 que amplifican un fragmento de 501 pb del gen de lectina de
soya. El diagrama muestra la disposicion de los partidores sentido y antisentido, la secuencia codificante para lectina obtenida del Gen
BanK (NCBI) K00821. El segmento se restringi6 solo para el producto que se espera obtener con los partidores F49/R49.
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IX. CONCLUSIONES

= En términos de concentracion el método de lisis es una mejor opcion para la
extraccion de ADN a partir de granos de arroz y maiz, mientras que el método CTAB
es el mejor para granos de soya.

= La variedad de la especie vegetal es un factor influyente en la extraccion de ADN,
sobre todo en las muestras de maiz con el método de lisis y en las de soya con CTAB.

= Un mayor grado de pureza se obtuvo en las muestras de maiz y arroz utilizando el
método de lisis, en tanto para las muestras de soya se obtiene con el método CTAB.

= El Protocolo comercial PureLink genera un ADN de baja concentracion, pero con un
buen grado de pureza, funcional para reacciones en cadena de la polimerasa.

= Los ADN obtenidos mostraron su viabilidad para ser usados en diferentes variantes
de PCR como convencional, anidada, en tiempo real y HRM.

= El tamafio de los amplicones influye en el punto de fusion experimental de la PCR en
tiempo real, por lo cual se recomienda utilizar aquellos que amplifiquen para
fragmentos no superiores a las 100 pb.

= LaPCR en tiempo real es viable para la identificacién genética en mezclas de ADN y
de partidores siempre y cuando las Tm no se encuentren muy cercanas, pues esto

impide la discriminacion entre la fluorescencia de un ADN y de otro.
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