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Resumen
La extraccion de ADN es el primer paso crucial para

llevar a cabo andlisis genéticos en una amplia variedad
de areas de investigacion. Aunque se puede utilizar
ADN de calidad y cantidad subdptimas segin la
finalidad, durante el proceso de extraccién se deben
evaluar estos parametros para optimizar el método y su
eficiencia. Con estos factores en mente, el objetivo de
este estudio fue comparar la eficacia de la electroforesis
en gel de agarosa y la espectrofotometria de micro
volumen para evaluar la calidad del ADN de ocho
hierbas medicinales, una fresca y siete secas extraido
utilizando la técnica de CTAB con modificaciones. Se
determind la concentracion de ADN mediante el uso de
un espectrofotometro de micro volumen y se realiz6
una corrida en gel de agarosa al 0.8%. Los resultados
obtenidos fueron comparados y los resultados
obtenidos por espectrofotometria de micro volumen y
geles de agarosa no fueron coincidentes siendo
visualizado Unicamente el ADN de la hierba medicinal
en estado fresco.

Palabras clave: Migracion. Trabajo. Discriminacion.
Género. Cuidado.
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Abstract

DNA extraction is the first crucial step in conducting
genetic analyses in a wide variety of research areas.
Although DNA of suboptimal quality and quantity can
be used depending on the purpose, these parameters
must be evaluated during the extraction process to
optimize the method and its efficiency. With these
factors in mind, the objective of this study was to
compare the effectiveness of agarose gel
electrophoresis and microvolume spectrophotometry in
assessing the quality of DNA from fresh samples of
Plectranthus ornatus and Rubus ulmifolius, as well as
dry samples of Rhynchosia edulis, Verbena officinalis,
Eucalyptus sp., Moringa oleifera, Salvia officinalis,
Ruta graveolens, and leaves of the llex paraguariensis
tree using the CTAB technique with modifications.
DNA concentration was determined using a
microvolume spectrophotometer, and a 0.8% agarose
gel electrophoresis run was performed. The results
obtained from microvolume spectrophotometry and
agarose gels could not be statistically correlated, with
DNA from the medicinal herb in the fresh state being
the only one visualized.

Keywords: plant tissue, nucleic acid, extraction,
CTAB, medicinal herbs
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Introduccién

El uso de diagndsticos moleculares basados en acidos
nucleicos ha aumentado en los Ultimos afios en
diversos campos de la ciencia, incluyendo la
agrobiotecnologia. En el caso de las plantas
medicinales se han ensayado varios protocolos siendo
la presencia de metabolitos secundarios uno de los
problemas méas importantes asociados a la calidad e
integridad de los acidos nucleicos (Aboul-Maaty &
Oraby, 2019; Moyo et al., 2008; Wang et al., 2021).
Esto se debe a que el ADN (&cido desoxirribonucleico)
se considera uno de los aspectos mas confiables para
la individualizacion e identificacion de organismos.
Con instrumentos cada vez mas avanzados Yy
sofisticados, los cientificos pueden generar perfiles de
identificacion a partir de cantidades tan bajas de
microgramos o nanogramos (Nimbkar & D. Bhatt,
2022).

El primer paso esencial para todos los analisis
subsiguientes como el uso de marcadores moleculares
0 el secuenciamiento es obtener ADN de alta calidad y
pureza. Para la extraccion de ADN de plantas, el
método de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)
(Doyle y Doyle, 1987) es una técnica disefiada para
aislar el ADN del tejido vegetal y es ampliamente
utilizada en los laboratorios. El protocolo de
extraccién CTAB ha sido continuamente optimizado
para reducir los posibles contaminantes presentes en
los tejidos vegetales (Wang et al., 2021). En relacién
con el tejido vegetal, la utilidad de diversos métodos
de extraccion de ADN se basa en la eliminacién de
compuestos inhibitorios presentes en las muestras que
comprometen su calidad e incluso su uso posterior
(Suazo Ubieta et al., 2020). El aislamiento de ADN de
las plantas sigue siendo un paso limitante en muchos
casos debido a la presencia de polisacéridos,
polifenoles y otros metabolitos secundarios. Estos
compuestos pueden acumularse en las plantas como
consecuencia del estrés abidtico o bidtico, como la
sequia o la infeccion por patégenos. Posteriormente,
estas sustancias tienden a co-purificar con el ADN,
interfiriendo con las aplicaciones subsiguientes como
uso de marcadores moleculares o secuenciamiento por
mencionar algunas (Aboul-Maaty & Oraby, 2019;
Vega Vela & Chacon Sénchez, 2012). En muchos
casos, la presencia de estos compuestos puede
comprometer la calidad y el rendimiento del ADN
extraido, lo que conduce a un rendimiento subéptimo
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en las aplicaciones posteriores. Es importante
desarrollar y optimizar protocolos de extraccion de
ADN que eliminen de manera efectiva estos
compuestos inhibidores mientras se preserva la
integridad y pureza del ADN (Piskata et al., 2019). Por
lo tanto, es crucial seleccionar y preparar
cuidadosamente las muestras de plantas de manera que
se maximice el rendimiento y la calidad del ADN al
tiempo que se minimizan posibles fuentes de
variabilidad y error. Esto requiere una comprension
profunda de la biologia y fisiologia de la especie de
planta en investigacion, asi como el uso apropiado de
protocolos de extraccion adaptados a los requisitos
especificos de cada muestra (Abdel-Latif & Osman,
2017; Sahu et al, 2012). La cuantificacion y
evaluacion precisa de la calidad del ADN son pasos
cruciales en el andlisis molecular posterior. La
absorcion UV en micro volumenes es un método
ampliamente  aceptado para  determinar la
concentracion y pureza del ADN, ya que permite una
cuantificacion rapida y confiable de acido nucleico. La
relacion de absorbancia a 260 nm y 280 nm se utiliza
comunmente como indicador de la pureza del ADN,
con un valor cercano a 1,8 que indica un alto grado de
pureza. Ademas, la relacion 260/230, con valores
menores a 1.6 se utilizan para evaluar la presencia de
contaminantes como sales residuales, carbohidratos o
compuestos fendlicos, que pueden interferir con las
aplicaciones posteriores (Farrell, 2005; Lucena-
Aguilar et al., 2016; Shen, 2019; Zelenin, 1999). La
evaluacion de la integridad del ADN es importante
para garantizar su idoneidad en andlisis moleculares
posteriores. La electroforesis en gel es una técnica
ampliamente utilizada para determinar la calidad e
integridad del ADN, ya que permite la visualizacion de
los fragmentos de ADN vy la deteccion de posibles
productos de degradacion. Se pueden utilizar geles de
agarosa o acrilamida para separar los fragmentos de
ADN por tamafio, y después de la tincion, la presencia
de una banda bien definida indica la presencia de ADN
intacto. Ademas del tamafio, también se pueden
evaluar otros factores, como la presencia de
contaminantes de ARN o proteinas, mediante la
electroforesis en gel (Lee et al., 2012). El objetivo de
este estudio fue comparar la cantidad y calidad de
ADN extraido de muestras frescas de Plectranthus
ornatus y Rubus ulmifolius;y demuestras secas de
Rhynchosia edulis, Verbena officinalis, Eucaliptus sp.,
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Moringa oleifera, Salvia officinalis, Ruta graveolens e
y hojas del arbol de llex paraguariensis mediante la
técnica modificada de CTAB (Doyle & Doyle, 1987),
evaluada mediante espectrofotometria de micro
volumen y analisis de perfiles de electroforesis en gel
de agarosa para comparar la eficacia de la
electroforesis en gel de agarosa y la espectrofotometria
de micro volumen para la evaluacion de la calidad del
ADN, siendo la hipotesis que la comparacién de dos
métodos, la electroforesis en gel de agarosa y la
espectrofotometria de micro volumen, para evaluar la
calidad del ADN obtenido mediante la técnica del
CTAB en muestras de plantas medicinales revelara
diferencias significativas en la eficacia de estos
métodos para detectar la pureza y la integridad del
ADN extraido (Doyle & Doyle, 1987).

Materiales y Métodos

Material de estudio

Para la ejecucion de este experimento, se emplearon
muestras frescas de Plectranthus ornatus y Rubus
ulmifolius. Ademas, se procesaron muestras secas de
Rhynchosia edulis, Verbena officinalis, Eucaliptus sp.,
Moringa oleifera, Salvia officinalis, Ruta graveolens y
hojas secas del arbol de llex paraguariensis. Todas las
muestras utilizadas fueron proporcionadas por el
Centro  Multidisciplinario  de  Investigaciones
Tecnolégicas (CEMIT). En el caso de las muestras de
plantas secas, se traté de productos comerciales que
habian sido depositados en CEMIT y suministrados
por empresas especializadas en la comercializacion de
hierbas medicinales. Cabe destacar que, en todos los
casos de este estudio, se utilizaron exclusivamente
hojas como material de analisis.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizd siguiendo el
protocolo de (Doyle & Doyle, 1987) con
modificaciones para simplificar la técnica, reducir en
tiempo de trabajo, disminuir el uso de insumos y
reactivos y las posibilidades de introduccion de
contaminantes al momento del procesado de las
muestras. La lisis celular se realizé con nitrogeno
liqguido moliendo el tejido vegetal en morteros de
porcelana previamente esterilizados y congelados a -
80+2°C; el material vegetal fue luego transvasado a
tubos de mL estériles se agregaron 750 pL de buffer de
lisis y previamente precalentado a 65°C. Esta dilucion,
se pasé por vortex durante 1 minuto y posteriormente
los tubos fueron incubados a 65°C por 30 minutos,
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agitdndolos a los 15 minutos para garantizar la
homogeneizacion. Subsiguientemente se adicionaron a
los tubos 750 pL de cloroformo enfriado a -25+2°C se
mezclaron suavemente por inversiones y se
centrifugaron a 13.000 rpm durante 8 minutos. El
sobrenadante obtenido fue transvasado a tubos de 1,5
mL limpios y estériles y se agregaron 450 pL de
Isopropanol frio a -25+2°C. Nuevamente el contenido
de cada tubo se mezcl6 por inmersiones hasta observar
una emulsion blanquecina. Los tubos se dejaron en
reposo durante 5 minutos y luego se centrifugaron a
8100 rpm durante 5 minutos. Al finalizar el proceso,
en el fondo de cada tubo se observé un pellet o pastilla
blanquecina. El sobrenadante fue eliminado con
cuidado de no perder el pellet. Seguidamente se
desechd el sobrenadante y los tubos se dejaron a
37+2°C y abiertos en un blogue térmico con tapa hasta
la evaporacion total de los residuos del solvente. Por
ultimo, se afiadieron 50 pl de agua ultrapura
previamente calentada a 65°C y se incubaron los tubos
a 37+2°C por 24h para disolver la pastilla.

Analisis por espectrofotometria de micro volumen

El analisis de pureza y concentracion del ADN se
realiz6 mediante un espectrofotdmetro de micro
volumen (DeNovix EasyApps). Se utilizaron 2 pl del
ADN extraido por triplicado para cada medicion y
como control agua ultrapura Invitrogen™ UltraPure™
DNase/RNase-Free Distilled Water, USA

Deteccidn de ADN por electroforesis

Se preparé el gel de electroforesis pesando 0,8 g de
agarosa, que posteriormente se disolvié en tampdn
TBE (Tris-borato-EDTA). Se mezclaron ocho
microlitros de cada muestra con 2 ul de buffer de carga
con azul de bromofenol y se colocaron los 10 pl
completos en cada uno de los pocillos del gel de
agarosa. Después de cargar todas las muestras, se
conecto la fuente de alimentacion y se ajusté a 100 V
y se dejé correr el gel durante 1 hora. Para la tincién,
se transfiri cuidadosamente el gel a un recipiente en
el que se afladieron 10 pl de una solucion de
intercalante Diamond™ Nucleic Acid Dye (Promega,
2013) al tampon TBE. Después de tefiir durante 60
minutos, se visualizd el gel en el sistema foto
documentador de geles y se registraron los resultados
mediante el sistema de documentacion de geles Gel
Doc EZ System de Bio-Rad (BioRad, 2014)
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Resultados y Discusion

En el caso de la extraccion de ADN hojas frescas de
Plecantus ornatus, la media de la concentracion de
ADN obtenido fue de 582,89 ng/uL. En en Ilex
paraguariensis no pudo ser detectado ADN, indicando
el espectrofotémetro de micro volumen error de
lectura. En el caso de las demés hierbas se observaron
diferencias significativas entre los valores de ADN
arrojados por el espectrofotometro de micro volumen,
siendo estos, en media los que se detallan a
continuacion: Ruta graveolens 4,60 ng/uL, Eucaliptus
sp. 122,23 ng/uL; Verbena officinalis 142,46 ng/uL;
Salvia officinalis 202,75 ng/uL; Rhynchosia edulis
303,05 ng/uL y Moringa olerifera 557,45 ng/uL. A
pesar de estos valores obtenidos, las bandas indicativas
de la presencia de ADN en el gel de electroforesis se
observaron difusas lo que indica degradacion.

Tabla 1. Valores de ADN obtenidos mediante lectura
en espectrofotdmetro de micro volumeny
visualizacién en gel de agarosa.

Concentracion

(ng/pL) en Relacion Visualizacién
Muestra Replica espectrofotémetro 260/280 en gel de
. agarosa
de micro volumen
Plecantus 1 12,27 17 .
ornatus
Plecantus 2 1153,49 18 +
ornatus
llex
paraguari 1 Error de lectura Sin valor
ensis
llex
paraguari 2 Error de lectura Sin valor
ensis
Rhynchos 1 20,99 14
ia edulis
Rhynchos 2 585,23 18
ia edulis
Ruta
graveolen 1 750,69 17
s
Ruta
graveolen 2 163,63 11
s
Vefrl?eni.l 1 4,94 1,9
officinalis
Verbena 2 280,03 2,0
officinalis
salvia 1 156,69 19
officinalis
salvia 2 248,82 1.9
officinalis
Moringa 1 366,77 21
olerifera
Moringa 2 748,14 21
olerifera
Eucaliptu 1 9451 19
s sp.
Eucaliptu 2 149,95 1,9

s sp.
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Es importante sefialar que de todas las muestras
analizadas solo el ADN de Plecantus ornatus (tejido
fresco) pudo ser observada en el gel de agarosa.
Discusion

Esta investigacién proporciona una evaluacién
rigurosa y comparativa de la eficacia y fiabilidad de
estos métodos en particular, lo que puede tener
importantes implicaciones para la calidad y
aplicabilidad de los datos genéticos obtenidos a partir
de estas muestras. Ademas, al identificar cual de los
dos métodos es mas adecuado, se contribuye al avance
y optimizacién de las técnicas de extraccién de ADN
en el contexto de la investigacion sobre plantas
medicinales en Paraguay, lo que puede ser de utilidad
tanto para la identificacién de especies como para la
caracterizacion genética de estas plantas con fines
medicinales.

Posterior a los diversos experimentos realizados en
este trabajo se pudo constatar que los valores de ADN
obtenidos mediante espectrofotdmetro de micro
volumen y la presencia o ausencia de bandas en el gel
de electroforesis no son consistentes. El valor indicado
en el equipo podria deberse a factores como reactivos,
nucledtidos libres, colorantes y proteinas de la etapa de
purificacion que influyen en la concentracion leida por
el equipo y el proceso de extraccion manual
igualmente influye en el rendimiento de extraccion por
el exceso de manipulacién y por los diferentes pasos a
los cuales se somete la muestra, se puede degradar y
perder parte del material (Abdel-Latif & Osman, 2017;
Alejos et al., 2014).

El valor estimado de pureza que proporciona el equipo
otorga informacidn acerca de la presencia de proteinas,
lo cual es conveniente para percibir la eficiencia del
proceso de extraccion, aunque hubo variabilidad en la
pureza conseguida, esta no guardé relacion directa con
la concentracién de ADN (Olson & Morrow, 2012;
Tang & Stratton, 2014).

Existen investigaciones en los que las concentraciones
de ADN con mediciones espectrofotométricas a 260
nm incrementaron ligeramente con el aumento de la
fragmentacion del ADN. Sin embargo, existen otros
resultados en el que se visualiza que la cuantificacion
de ADN basada en A 260 no se ve afectada
significativamente por el nivel de fragmentacion del
ADN. Sin embargo, las principales desventajas de este
método son su baja sensibilidad y el hecho de que las
mediciones no discriminan entre ADN y ARN y estan
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sesgadas por la presencia de ADN monocatenario,
oligonucleétidos y nucleétidos libres. Por otro lado, la
cuantificacion basada en espectrofotometria de micro
volimenes muy simple y ofrece la forma mas rapida
de cuantificar el ADN, ya que no es necesaria ninguna
manipulacion adicional con la muestra antes de la
medicion. Ademas, permite evaluar la cantidad de
ADN vy su pureza en un solo paso (Sedlackova et al.,
2013).

En biologia molecular, la relacion A260/280 es una
medida de la pureza del ADN y se considera una
métrica importante para evaluar la calidad del ADN.
La relacion A260/280 es altamente estable y se
considera que una pureza éptima del ADN tiene un
valor entre 1,8-2,0. Una pureza aceptable del ADN
debe tener al menos una relacion A260/280 > 1,6. Un
valor de A260/280 < 1,6 indica una posible
contaminacién por compuestos aromaticos como
fenoles y proteinas, lo que puede afectar la calidad del
ADN. Por otro lado, una relacion A260/280 > 2,1
podria ser indicativa de la presencia de ARN en la
muestra, lo que también puede afectar la pureza del
ADN. La absorbancia a 230 nm es una medida de la
presencia de contaminantes en una muestra de ADN.
Los contaminantes cominmente absorbidos a 230 nm
incluyen sales caotrdpicas, fenoles y carbohidratos.
Una relacion A260/230 < 1,5 indicaria una impureza
significativa en la muestra que podria afectar su
funcionalidad. Sin embargo, es importante tener en
cuenta que esta relacion es méas variable que la relacion
A260/280 y depende de factores como la
concentracion de ADN y la composicion del tampon
de re-suspensidn de la muestra (Lucena-Aguilar et al.,
2016).

En otros casos, la electroforesis en gel de agarosa al
0,7% o 0,8 % (p/v) permite la valoracion de la
integridad de la muestra de ADN. Se considera que una
muestra de ADN es integra cuando su perfil en una
electroforesis en gel de agarosa se corresponde a una
banda discreta. El nivel de degradacion de una muestra
esta determinado por la pérdida de definicion de la
banda predominante y el acompafiamiento de una
estela o “smear” a lo largo del gel (Semenov et al.,
2023; Shardul et al., 2008).

La extraccion del ADN de plantas que contienen
grandes cantidades de polifenoles, taninos vy
polisacaridos ha sido siempre dificil de manejar en el
pasado. Segun (Velasquez et al., 2005), en Teca al
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igual que en otros vegetales existe la presencia de
metabolitos secundarios tales como los polifenoles y
taninos, los cuales inhiben la accidén enzimética, la
misma que es esencial en el proceso extraccion y
purificacion del ADN (Friar, 2005; Sahu et al., 2012).
Segun Sanchez et al, (2021) este inconveniente de
oxidacion es ampliamente conocido en distintas
plantas como café, aguacate, guayaba y en este caso en
plantas medicinales. En sus formas oxidadas, los
polifenoles se unen al ADN covalentemente, lo que lo
convierte en no deseado para la mayoria de las
aplicaciones moleculares. Esto corresponde con los
resultados obtenidos en la extraccion de las distintas
hierbas medicinales empleadas (Sanchez-Barrantes et
al., 2021).

En cuanto a las hierbas estudiadas, la falta de
visualizacion de ADN en todas las muestras excepto
Plecantus ornatus puede atribuirse al hecho de que solo
en esta planta fue utilizado tejido fresco, mientras que
el resto eran secas, lo que potencialmente llevé a la
degradacion del ADN y como es sabido a pesar de la
estabilidad del ADN debido a su estructura de doble
cadena, el calor puede romper los enlaces covalentes
dentro de las cadenas y llevar a la degradacién, sin
embargo para probar esto se podria extraer ADN de
tejido fresco de las mismas plantas y compararla
calidad e integridad del mismo antes y después del
proceso de secado. Se encontraron problemas
comunes, probablemente debido a la presencia de
metabolitos secundarios que obstaculizaron la
electroforesis en gel, lo que resulté en baja cantidad y
calidad de ADN extraido, asi como ADN viscoso y de
color marroén. La presencia de metabolitos secundarios
en las plantas medicinales puede representar un
problema al momento de la extraccion y la
determinacion de la calidad e integridad del ADN
obtenido. Este hecho, es indicativo de que para cada
especie es necesario ajustar la técnica a ser aplicada y
que no existe una receta Unica a ser aplicada (Aboul-
Maaty & Oraby, 2019; Moyo et al., 2008; Wang et al.,
2021), por lo cual es necesario realizar mudltiples
pruebas de mdltiples técnicas en mas especies
medicinales, tanto en muestras frescas como en
muestras secas.

En relacion con las limitaciones, este estudio se limitd
a la evaluacion de ocho especies de plantas tomando
en todos los casos para la extraccion solo hojas de
estas, 1o que plantea la cuestion de si estos resultados
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son representativos de la diversidad de plantas
medicinales en su totalidad y mediante el método de
extraccion basado en CTAB con modificaciones, lo
cual podria no ser generalizable o aplicable a otros
métodos de extraccion utilizados en investigaciones
relacionadas. Por otra parte, la evaluacion de la calidad
del ADN se basé Unicamente en dos técnicas: la
electroforesis en gel de agarosa y la espectrofotometria
de micro volimenes. Estos métodos, aunque valiosos,
no son los Unicos que existen para evaluar la calidad e
integridad del ADN obtenido.

Conclusiones

Este estudio revel6 resultados variables entre los
métodos de determinacion de la calidad e integridad
del ADN obtenido de las muestras. Aunque el
espectrofotometro de micro volumen mostré valores
indicativos de la presencia de ADN en las muestras, los
mismos no pudieron ser visualizados en el gel de
agarosa. Estos hallazgos subrayan la importancia de
utilizar enfoques complementarios para la evaluacion
de la calidad y la integridad del ADN en muestras de
hierbas medicinales. Esta estrategia combinada puede
proporcionar una evaluacion mas completa y precisa
de la calidad del ADN, lo que es esencial para futuras
investigaciones relacionadas con la identificacion y
caracterizacion genética de estas especies de plantas
medicinales en Paraguay.
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