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Introduccioén. Ligusticum porteri es una planta herbacea
de tejidos blandos con propiedades medicinales,
mientras que Prosopis sp. es una planta lefiosa de tejidos
rigidos utilizada en fitorremediacion; la asociacion
simbiética con microorganismos endofltos podria
proveerles o potenciar estas caracteristicas™. Un método
adecuado de extraccion de DNA metagendmico
permitiria conocer los enddfitos y la diversidad de cada
planta.

El objetivo de este estudio es la comparacion de tres
métodos de extraccién de DNA metagendmico a partir de
tejidos de ambas plantas.

Metodologia. Los tejidos analizados fueron raiz y tallo de
L. porteri y tallo de Prosopls sp. Los métodos a utlllzar
fueron de Panlgrahy et al.® (A) Marquez et al.® (C) y
Sessitsch et al.” (B) En los métodos A y C se
eliminaron posibles epifitos, de 5 gr de los tejidos,
mediante lavados con etanol (70%), NaCIO (2.5%), cinco
lavados sucesivos con agua destilada estéril, el agua del
Ultimo lavado se us6 como control de esterilidad. Estos
protocolos incluyen maceracion para romper las paredes
del tejido vegetal, para la lisis de microorganismos se
utilizé un buffer de lisis (SDS y CTAB, respectivamente)
e incubaciéon (65 °C por 1 h). En el método B, la
esterilizacion superficial y liberacién de microorganismos
se realiz6 utilizando perlas de vidrio estéril con agitacion
vigorosa (4 h y 30 min, respectivamente) usando como
buffer de lisis CTAB. En los tres casos a la pastilla
resultante se le hizo un lavado con fenol:cloroformo:
alcohol isoamilico (24:25:1). La pastilla final se
resuspendiéo en buffer TE. La extraccion de DNA se
verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa y
tincibn con bromuro de etidio. Finalmente, para
comprobar que el DNA obtenido podia utilizarse en un
futuro para conocer la biodiversidad de endofitos, se
realiz6 una PCR para amplificar el gen 26s rRNA.

Resultados. Los resultados de las extracciones
realizadas con los diferentes métodos se muestran en la
figura 1. En la electroforesis se observa que los controles
de esterilidad superficial para epifiticos no hay
contaminacion, y el metagenoma extraido se encuentran
por encima de 23 kb; excepto en tallo de L. porteri, con
la metodologla A. Al igual que en el estudio realizado por
Panlgrahy se observa DNA metagendmico
aparentemente intacto y una banda de alto peso
molecular en raiz de L. porteri y tallo de Prosopis sp. En

la figura 2 se presenta la amplificacion del DNA
metagendémico, en este caso un fragmento del gen 26s
rRNA. Los resultados obtenidos en este estudio son
consistentes con lo presentado por Sessitsch® y
Mérquez(3’ en cuyos trabajos indican que el DNA
obtenido les fue util para determinar la biodiversidad de
enddfitos.
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Flgura 1. Extraccnon de DNA metagendmico de L. porteriy Prosopis
sp. R: raiz, T: tallo y E: control de epifitos. A, B 'y C se refieren a los
métodos de extraccion utilizados
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Figura 2. Amplificacién del gen 26s rRNA. A partir de DNA
metagendmico. R: raiz y T: tallo.

Conclusiones. El mejor método de extraccion de DNA
metagenémico para L. porteri fue el protocolo de
Panigrahy, mientras que para Prosopis sp. los métodos

de Panigrahy y Marquez mostraron los mejores
resultados.
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