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Introduccion.

Debido a que se ha extendido el estudio genémico mas
mas alld de los organismos modelo, algunas técnicas
aplicadas en éstos no resultan tan eficientes al aplicarlas
en organismos no modelo, es por ello que se
implementan nuevas técnicas con el fin de hacer méas
eficiente la extraccion de los acidos nucleicos que
puedan funcionar en casos especificos. La extraccion de
ADN asistida por ultrasonidos, es un método con el que
se podria aumentar la calidad y el rendimiento, asi como
también reducir el tiempo y los costos de extraccion O,
La informacion relacionada sobre la aplicacion de este
sistema para extraccién de ADN en células vegetales es
limitada, sin embargo existen reportes donde se utiliza la
sonicaciobn en la extraccion de metabolitos como
polifenoles @, obteniendo la disminucién del tiempo y
costos de extraccion.

El objetivo de este trabajo fue realizar la extraccion de
ADN asistida por sonicacién, utilizando como matriz
vegetal el fruto de carambolo (Averrhoa carambola).

Metodologia. Se recolectaron hojas maduras de
carambolo, las cuales fueron lavadas y cortadas en
segmentos de 0.5 cm?2. A 0.5 g de muestra se le adiciond
30 mL de buffer CTAB al 3 %, precalentado a 60 °C y se
someti6 a los diferentes tratamientos de sonicacion
(Cuadro 1) realizados bajo un disefio experimental
factorial fraccionado del cual se obtuvieron 9
tratamientos. Para los tratamientos con sonicacién se
utilizé un equipo de ultrasonido UP-400s. Posterior a la
sonicacién se utilizé el protocolo de extraccion de ADN
convencional de Murray y Thompson (1980) ), con
algunas modificaciones. Para confirmar la presencia de
ADN total, las muestras se examinaron por electroforesis
en gel de agarosa al 2%; mientras que la concentracion y
la pureza del ADN extraido se realizaron en un equipo
Genoma Nano Jenway .

Cuadro 1. Disefio experimental factorial fraccionado 33!

Tiempo | ~. Amplitud Tiempo | ~. Amplitud
Tmt (min) Ciclos % Tmt (min) Ciclos %
A 5 0.2 20 F 10 0.6 60
B 5 0.4 60 G 15 0.2 60
C 5 0.6 40 H 15 0.4 40
D 10 0.2 40
E| 10 | 04 20 ! 15 | 06 20

Resultados. En la extraccion con el método sin sonicar
se presentan bandas muy concentradas (Figura 1) y con
poca fragmentacion del ADN. La extraccién asistida por
sonicacién fue efectiva para los tratamientos de 15 min,
con ciclos de 0.4 y 0.6 y con una amplitud de 20 y 40 %.
En los tratamientos H e | la relacién de las absorbancias
(A260/A280 ¥ A260/A230) fue de 1.8 y 2.0, respectivamente,
sin embargo el rendimiento fue menor, asi como tambien
se presenté fragmentacién del ADN lo cual pudiera
afectar el buen desempefio para las técnicas utilizadas
en biologia molecular ©).

Figura 1. Integridad de las bandas caracteristicas de ADN. (A)
Extraccion convencional sin utilizar sonicacién; (B) y (C)
Extraccion asistida por sonicacion: Carriles 3-6, tratamientos A,
B, C y D, respectivamente. Carril 7 y 8, tratamiento H e I,
respectivamente.

Conclusiones. Mediante extraccion de DNA asistida por
ultrasonido se obtuvo ADN de buena calidad y pureza
ideal, sin embargo las condiciones de los tratamientos de
sonicacién utilizadas no permitieron obtener un
rendimiento adecuado, por lo cual se debe de optimizar
el desarrollo del proceso de sonicacion.
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