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Introduccion. El aislamiento de &cidos nucleicos,
constituye el primer paso en los analisis metagendmicos.
A pesar de queno existe un protocolo general de
extraccion y purificacion aplicable a todas las
muestras, se han reportado diversos métodos de
extraccion de ADN total para la construcciéon de bancos
metagenémicos. Para muestras con alto contenido de
materia organica, como las de suelo, los protocolos
reportados han sufrido modificaciones que consisten en
hacer lavados con soluciones amortiguadoras para
eliminar sustancias contaminantes. A pesar de ello, se
han utilizado procesos subsecuentes de purificacion. En
el caso de ambientes tipicamente acidos, ricos en
materia organica, como sedimentos de manglar (1) y en
muestras con alto contenido de compuestos fendlicos,
como las compostas de desechos agroindustriales (2), se
dificulta la obtencion de ADN total de alta calidad.

El objetivo del presente estudio fue evaluar métodos de
extraccion de 4&cidos nucleicos totales a partir de
muestras dificiles.

Metodologia. Se probé la extraccion de ADN total de
muestras de suelo, pulpa fermentada de café vy
sedimentos de manglar con los métodos que se
mencionan en la Tabla 1. Los kits comerciales utilizados:
DNA Stool (Qiagen®), ZR Miniprep (Zymo®) y Power Soil
(Mobio®)

Resultados. Como se observa en la Tabla 1, se obtuvo
ADN con los métodos de lisis enzimatica (proteinasa K y
proteinasa K + lisozima) para las tres muestras. Sin
embargo, a pesar de que la mayoria de los métodos
evaluados funcionaron con la muestra de suelo,
solamente en algunos casos se extrajo ADN para las
muestras de pulpa fermentada de café y de sedimento de
manglar. Es posible que algunos métodos funcionen en
sedimentos y no en pulpa, o viceversa, debido a que
existen diferencias en cuanto a sus caracteristicas. Por
ejemplo, la microbiota de sedimento puede adherirse a
particulas que se  hallan en wuna matriz de
exopolisacaridos, tipicamente presentes en estos nichos,
lo que podria obstaculizar la etapa de lisis celular.
Mientras que, la pulpa de café por encontrarse en un
proceso de fermentacién presenta cambios constantes
tanto en sus caracteristicas fisicoquimicas como
microbiolégicas que pueden dificultar la extraccion de los
acidos nucleicos.

Los protocolos que, ademas de la ruptura via enzimética
incluyen tratamiento quimico y, en el caso del método
con lisozima, también lisis fisica, permiten extraer no sélo
una mayor cantidad de ADN sino también una muestra
mas representativa de la diversidad de microorganismos

().

Tabla 1. Relacién de procedimientos de extracciéon de ADN total
efectuados en las muestras evaluadas.

Muestra
Suelo | Sedimento | Pulpa de
Método de de café

jardin manglar | fermentada
Fenol/cloroformo +/- + -
Kit Mobio® + - -
Kit Qiagen® + - -
Kit Zymo® Na - +
Lisis proteinasa K + +/- +
3)
Lisis roteinasa
K+ Iisozipma (4) * " +h-
Lisis fisica (5) - Na +

Nota. Na: método no aplicado, +/-: ADN parcialmente degradado.

Conclusiones. Los métodos de extracciébn de acidos
nucleicos totales que incluyen procesos integrados de
lisis, generan mejores resultados que los métodos con un
solo proceso de lisis.
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