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PALABRAS CLAVE Resumen

Levaduras, extraccion de La extraccion de ADN constituye una técnica de importancia crucial en mdltiples investigaciones
ADN, pureza de ADN, cientificas, mayormente para analisis genéticos, por ejemplo, amplificar genes especificos in vitro
Saccharomyces cerevisiae a través de PCR. Debido a esto, es muy importante que los métodos de extraccion sean eficientes
(W68), Scheffersomyces para obtener ADN de alta pureza libre de contaminantes y de alta calidad. Por lo cual, el objetivo
stipitis (NRRLY-7124). del presente estudio fue evaluar 3 métodos de extraccion de ADN, dos tipos de levaduras,

Saccharomyces cerevisiae (W68) y Scheffersomyces stipitis (NRRLY-7124). Los métodos comparados
fueron: extraccion de ADN por hervido, extraccion de ADN gendmico por solventes organicos y
extraccion de ADN con DNeasy PowerSoil Kit. Posteriormente se compard la concentracion de acidos
nucleicos y su pureza. Los resultados demostraron que el método mas eficiente para la extraccion
de ADN es la extraccion por medio de solventes, ya que obtuvo una mayor concentracion (ng/uL) y
mejor relacion de pureza entre acidos nucleicos y proteinas.
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KEYWORDS Abstract

DNA extraction is a crucially important technique in many scientific investigations, mostly for

Yeast, DNA extraction,
DNA purity,
Saccharomyces cerevisiae
(W68), Scheffersomyces
stipitis (NRRLY-7124).

genetic analysis, e.g., amplifying specific genes in vitro through PCR. Because of this, it is very
important that the extraction methods are efficient to obtain high purity DNA free of
contaminants and of high quality. Therefore, the aim of the present study was to evaluate 3 DNA
extraction methods for two types of yeast, Saccharomyces cerevisiae W68 and Scheffersomyces
stipitis NRRLY-7124. The methods compared were DNA extraction by boiling, genomic DNA

extraction by organic solvents and DNA extraction with DNeasy PowerSoil Kit. Subsequently, the
concentration of nucleic acids and their purity were compared. The results showed that the most
efficient method for DNA extraction is solvent extraction, since it obtained a higher
concentration (ng/uL) and better purity ratio between nucleic acids and proteins.

Introduccién

El Acido Desoxirribonucleico (ADN) es una molécula de
gran importancia que ha brindado informacion sobre la
naturaleza hereditaria de los organismos. A partir de su
descubrimiento, se han desarrollado diversas tecnologias
y pruebas Utiles para aislarlo y aplicar sus datos en areas
como la investigacion, ciencias médicas, forenses,
bioldgicas, y mas actualmente en la generacion de bancos
y bibliotecas de informacion para diversos fines. En el
estudio de la biologia molecular la extraccion de ADN es
un proceso fundamental para el desarrollo, investigacion
e innovacion. Existen diferentes métodos que usa la
biologia molecular para la correcta manipulacion de la
molécula que contiene la informacion genética del
organismo. Por ejemplo, es posible secuenciar, clonar y

amplificar mediante PCR'.

La extraccion de ADN se realiza con distintos métodos
dependiendo del resultado que necesitamos, de la calidad
buscada, o de los recursos con los que se cuenta. La
extraccion de ADN implica el rompimiento de las células y
la separacion de diferentes componentes de esta, como
proteinas, lipidos y carbohidratos. Una vez que se extrae
la molécula de ADN, puede utilizarse para una variedad de
aplicaciones como investigacion y modificacion. Existen
diversas técnicas sencillas y de bajo costo, como lo es la
extraccion con fenol-cloroformo, considerado uno de los
mas eficaces. La desventaja que presenta este método es
que es un procedimiento laborioso y que utiliza
compuestos toxicos que pueden ser potencialmente
peligrosos para los manipuladores, ademas de contener
inhibidores para la PCR como los disolventes fenol y
cloroformo, por lo que se debe anadir un paso mas en la
extraccion. El método de hervido es rapido, simple y de
bajo costo, sin embargo, el ADN que se obtiene tiende a
ser de baja pureza y con un rendimiento limitado.

Por otro lado, estan los kits completos, los cuales cuentan
con todos los materiales necesarios para llevar a cabo la
extraccion de una forma muy sencilla, reproducible y con
una reduccion significativa en el tiempo. La limitante que
presenta este método es el alto costo del kit y la poca
cantidad obtenida de ADNZ.

Por lo tanto, antes de elegir el método por el cual se
extraera el ADN, es importante evaluar detalladamente
todas las variables que se presenten como la calidad que se
necesita, el rendimiento, costos y recursos y el material
gendmico que se necesitara, asi como el uso posterior que
se le dara a la muestra, lo que involucra a su vez la cantidad
que sera necesaria para llevar a cabo la investigacion.
Ejecutar la mejor técnica de extraccion para cada caso tiene
un impacto significativo en el rendimiento, la eficienciay la
calidad de experimentos posteriores. Una eleccion adecuada
en el método de extraccion significa resultados confiables y
consistentes, asegurando asi que los resultados sean
reproducibles y precisos en experimentos futuros.

Las cepas utilizadas en estas extracciones son
Saccharomyces cerevisiae (W68) y Scheffersomyces stipitis
(NRRLY-7124), S. cerevisiae (W68) es la levadura de cerveza
que se caracteriza por su perfil aromatico y su capacidad de
llevar a cabo el proceso de fermentacion. Su estudio ha
contribuido a elucidar procesos basicos de la fisiologia
celular siendo la especie de Saccharomyces mas estudiada’.
S. stipitis destaca entre las levaduras por su consumo de
xilosa y arabinosa. Una de sus aplicaciones es la produccion
de etanol a partir de biomasa lignocelulésica®. Por lo cual,
el objetivo fue evaluar y optimizar métodos de extraccion
de ADN en dos cepas de levaduras, S. cerevisiae W68 y S.
stipitis NRRLY-7124, para determinar su efectividad en
funcion del rendimiento, pureza y aplicacion en
experimentos. La investigacion busca establecer el método
de extraccion mas adecuado para cada cepa, maximizando
la calidad del ADN obtenido y garantizando su utilidad en
estudios futuros de biotecnologia y fermentacion.

Materiales y métodos

Material biologico

Se emplearon dos cepas de levadura, S. cerevisiae W68 y S.
stipitis NRRLY-7124 crecidos en medio YPD (10g/L extracto
de levadura, 20g/L peptona y 20g/L de glucosa) por 14 h a
30°Cy 200 rpm. El cosechado de las células se hizo en la fase
media logaritmica de ambas levaduras por ser la fase mas
activa. Adicionalmente, se empled TAB-NaCl, Buffer TE, SDS
al 10%, Proteinasa bacteriana Tipo XXIV P8038-1G Sigma-
Aldrich, NaCl, cloroformo, isopropanol, etanol al 70% y agua
desionizada.

Técnica de extraccion por Hervido
El primer método de extraccion fue por hervido, adaptado
de Holmes y Quigley®. Se calentd la muestra bioldgica con
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agua caliente para romper las membranas celulares y
liberar el ADN. A partir de un cultivo inicial de caldo YPD
en el cual se encontraban las levaduras activas, se
transfirio 1 mL del cultivo a tubos eppendorf y se
centrifugaron para concentrar a 10000 rpm, se eliminé el
sobrenadante y se repitio el proceso 2 veces mas hasta
obtener unas pastillas con suficiente biomasa (todas las
muestras fueron por triplicado). Después se decanté el
sobrenadante cuidando que el pellet quedara en el tubo.
Posteriormente se agregaron 500 pl de agua inyectable
estéril al pellet para resuspender la muestra. Se colocaron
los tubos en bano maria a temperatura de ebullicion
(100°C) por 15 minutos para lisar. Se dejo enfriar a
temperatura ambiente y se volvio a centrifugar a 13000
rpm por 15 minutos para separar el ADN. Por Ultimo, se
recuperoé el sobrenadante, el cual contiene el ADN en un
nuevo tubo Eppendorf. Con este método es dificil obtener
moléculas con una alta pureza.

Técnica de extraccion por Solventes Organicos

El segundo método probado fue la extraccion de ADN
genomico por solventes organicos®. Se transfirio a tubos
eppendorf 1 mL de muestra de las levaduras a partir de
cultivos en caldo YPD concentrado y se centrifugaron a
10000 rpm para concentrar, se elimino el sobrenadante y
se repitid el proceso 2 veces mas hasta obtener unas
pastillas con suficiente biomasa. Para la lisis celular se
agrego a los tubos 567 L de Buffer TE y se homogeneizd
por pipeteo. Posteriormente se agregaron 30 pL de SDS al
10% y 3 pL de Proteinasa bacteriana Tipo XXIV (P8038-1G
Sigma-Aldrich) y se mezcloé con ayuda de un vortex para
después incubar a 37° por una hora.

Para el precipitado y purificacion del ADN se agregaron 100
pL de NaCl 5M y se mezclé con un vortex. Después se
agregaron 80 pL de solucion CTAB/NaCl la cual permitié
remover residuos como la pared celular, proteinas y
polisacaridos. Se agit6 la muestra y se incubo a 65°C por
15 minutos. Se agregaron 750 pL de cloroformo-alcohol
isoamilico y se agitd la muestra por 5 minutos para después
centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos. Se extrajo la fase
acuosa para transferirla a tubos nuevos evitando tocar la
interfase. Se realizo un segundo lavado repitiendo desde
agregar cloroformo-alcohol isoamilico. Después se le
agregaron a la fase acuosa 345 L de isopropanol. Se agitd
la muestra y se incubd a -20°C por 30 minutos; en este
paso inicio la precipitacion del ADN. Después se centrifugd
a 13000 rpm por 10 minutos y se elimind el sobrenadante
cuidando el precipitado de ADN. Se agregd 1 mL de etanol
al 70% y se agit6 para que el pellet y las paredes del tubo
se lavaran, posteriormente se centrifugd nuevamente a
13000 rpm por 3 minutos y se elimind el sobrenadante.
Este Ultimo paso se repitid una vez mas. Por ultimo, se
adicionaron 50 pL de buffer TE para posteriormente
almacenarlo.

Técnica de extraccion por DNeasy PowerSoil Kit

En este proceso de extraccion se siguido el método del
fabricante (DNeasy PowerSoil ProKit Handbook) con
modificaciones’. Se transfirié a tubos eppendorf 1 mL de
muestra de las levaduras a partir de cultivos en caldo YPD
concentrado y por medio de centrifugacion a 10000 rpm se
concentraron para obtener mayor biomasa. Al pellet se le
agregaron 60 pL de la solucion C1 presente en el kit y se
mezcldé en vortex a maxima velocidad por 10 min. Se
centrifugd a 10000 rpm por 30 segundos. Posteriormente
se transfirio el sobrenadante a un tubo de coleccion limpio
de 2 mL, al que se le agregaron 250 pL de solucién C2 y
que se llevd al vortex por 5 segundos. Se centrifugd
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después por 1 minuto a 10000 rpm. Sin tomar el pellet, se
transfirieron 400 pL del sobrenadante a un tubo de Coleccion
limpio de 2 mL. Se agregaron 200 pL de Solucién C3 y se llevo
al vortex. Después, se centrifugd por 1 min a 10000 rpm.
Nuevamente evitando el pellet, se transfirieron 600 pL de
sobrenadante a un tubo de Coleccion limpio de 2 mL. Se
agitd para mezclar la Solucion C4 y se agregaron 1200 L al
sobrenadante, usando el vortex después por 5 segundos.
Cargamos 675 pL en una Columna de Centrifugacion MB y se
centrifugd a 10000 rpm por 1 minuto. El flujo se desecho y
se repitid 2 veces desde la carga en la columna de
centrifugacion hasta que toda la muestra se procesé. Se
agregaron 500 pL de solucion C5, y después se centrifugo por
30 segundos a 10000 rpm. El flujo se desecho, y se volvid a
centrifugar por 1 minuto a 10000 rpm. Se coloco la columna
de centrifugacion MB en un tubo de coleccion limpio de 2 mL
y al centro de la membrana del filtro blanco se agregaron
100 pL de solucion Cé. Se centrifugd por 30 segundos a 10000
rpm y se desechd la columna de centrifugacion MB.

Analisis de concentracion y pureza

La concentracion y la pureza de cada muestra de ADN se evalud
mediante espectrofotometria utilizando un NanoDrop 2000
(Thermo Fisher, Wilmington, Delaware, USA). Los valores de
concentracion se registraron en ng/pL, mientras que la relacion
de absorbancia 260/280 se utilizé6 como indicador de la pureza
del ADN.

Analisis estadistico

Los resultados se presentan como la media + desviacion estandar
(DE). Se hizo un analisis de varianza (ANOVA) y una comparacion
de medias entre tratamientos mediante la prueba de Tukey. El
analisis estadistico y las graficas se disenaron empleando el
software GraphPad Prism v.5 (GraphPad Software, La Jolla, CA,
USA).

Resultados

Los resultados obtenidos se presentan en las Tablas 1y 2,
donde se comparan las concentraciones de ADN (ng/pL) y las
relaciones de absorbancia 260/280 para cada uno de los tres
métodos de extraccion evaluados: hervido, solventes
organicos y DNeasy PowerSoil Kit.

Tabla 1. Extraccion de ADN de los tres métodos evaluados.

Método de Cepa Concentracion
extraccion ADN (ng/pL)
Método de | S. stipitis 29.5+7.3
hervido
S. cerevisiae 24.06 + 23
Solventes S. stipitis 748.2 + 255
organicos
S. cerevisiae 495.3 + 203.6
DNeasy S. stipitis 33.6 + 14.8
PowerSoil Kit
S. cerevisiae 69.63 + 18.17
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Figura 1. Comparacion de concentracion de ADN de los
métodos de extraccion evaluados. H: Método de hervido, S:
Método de solventes organicos, K: Método de extraccion por
kit. Resultados representan la media+DE de 3 réplicas.
Letras diferentes muestran diferencias estadisticas
significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05).

El método de extraccion por solventes organicos demostro
ser el mas eficiente, logrando las concentraciones de ADN
mas altas tanto para S. stipitis (748.2 = 255 ng/pL) como
para S. cerevisiae (495.3 + 203.6 ng/pL). Este método
también mostré una relacion A260/280 adecuada en S.
cerevisiae (2.00 + 0.00), aunque los valores para S. stipitis
(2.19 + 0.09) excedieron ligeramente el rango optimo de
pureza. Por otro lado, el método por hervido presenté las
concentraciones mas bajas para ambas cepas, con 29.5
7.3 ng/pL para S. stipitis y 24.06 + 23 ng/pL para S.
cerevisiae. Las relaciones A260/280 (2.21 + 0.07 para S.
stipitis y 2.14 + 0.56 para S. cerevisiae) sugieren una pureza
aceptable, aunque este método es limitado en rendimiento
y calidad de ADN.

Tabla 2. Relacion A260/280 de las muestras de ADN
extraidos bajo diferentes métodos.

Método de Cepa indice
extraccion A260/280
Método de | S. stipitis 2.21 £ 0.07
hervido
S. cerevisiae 2.14 + 0.56
Solventes | S. stipitis 2.19 + 0.09
organicos
S. cerevisiae 2.00+0
DNeasy S. stipitis 1.53 £ 0.11
PowerSoil
Kit
S. cerevisiae 1.34+ 0.02

Finalmente, el DNeasy PowerSoil Kit produjo
concentraciones intermedias (33.6 + 14.8 ng/pL para S.
stipitis y 69.63 + 18.17 ng/pL para S. cerevisiae), pero las
relaciones A260/280 estuvieron fuera del rango oOptimo
(1.53 £ 0.11 para S. stipitis y 1.34 + 0.02 para S. cerevisiae),
indicando posibles contaminantes o wuna inadecuada
compatibilidad del kit con estas muestras.
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Figura 2. Comparacion de concentracion de ADN de los
métodos de extraccion evaluados. H: Método de hervido, S:
Método de solventes organicos, K: Método de extraccion por
kit. Resultados representan la media+DE de 3 réplicas. Letras
diferentes muestran diferencias estadisticas significativas de
acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05).

La Figura 1 ilustra la comparacion de las concentraciones de
ADN para cada método, destacando la superioridad del
método de solventes organicos. Por su parte, la Figura 2
muestra la pureza del ADN, donde el método por solventes y
el de hervido presentan mejores valores en comparacion con
el método basado en el kit. El andlisis estadistico mostro
diferencias significativas entre los métodos, siendo
importante senalar que si bien hay mayor rendimiento de
extraccion con el método de solventes, los indices de pureza
no mostraron diferencias entre el método de hervido y el de
solventes.

Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio destacan la
importancia de seleccionar un método de extraccion de ADN
adecuado segln los objetivos experimentales. De acuerdo
con la literatura, la eficiencia de un método puede variar en
funcion de las caracteristicas de la muestra y las aplicaciones
posteriores del ADN obtenido'>. Al tener ADN purificado, es
esencial la calidad de este para poder aplicarlo en diversas
técnicas moleculares. Los parametros que se evallGan
después de una extraccion son la integridad, cantidad y
pureza. Una técnica de extraccion ideal se caracteriza por
tener un nimero reducido de pasos, minimizar el uso de
disolventes peligrosos, requerir un equipo minimo y ser
relativamente econémicad.

El método de extraccion por solventes presenta una mayor
concentracion de ADN, pudiendo deberse al uso de
isopropanol, SDS y amortiguadores®. Sin embargo, su uso
conlleva desventajas, como el empleo de sustancias toxicas
y un procedimiento mucho mas extenso>'3. Ademas, el uso
de solventes puede presentar variabilidad en los resultados,
como se observd en las diferencias de concentracion entre
S. stipitis 'y S. cerevisiae, posiblemente debido a diferencias
estructurales en sus paredes celulares'?. Investigaciones
recientes sugieren que las técnicas avanzadas de extraccion
por solventes podrian incluir pasos de microfiltracion para
reducir los riesgos y mejorar la eficiencia'®.

Por otro lado, el método por hervido, aunque rapido y
economico, produjo las concentraciones mas bajas de ADN,
alinedandose con reportes que sefalan su limitacion para
obtener ADN de alta calidad'. A pesar de ello, la pureza
alcanzada fue aceptable, lo que lo convierte en una
alternativa viable para aplicaciones menos exigentes en
términos de calidad de ADN'™. Algunos autores han sugerido
que combinaciones de este método con tecnologias de
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purificacion adicionales podrian
significativamente su rendimiento’’.

incrementar

El DNeasy PowerSoil Kit, disefado para muestras de suelo,
resulto ser el menos efectivo para levaduras en términos
de pureza, lo cual coincide con investigaciones que
advierten sobre la especificidad de los kits comerciales y
su limitada adaptabilidad a diferentes tipos de
muestras?’. Esto pone de manifiesto la necesidad de
evaluar cuidadosamente la compatibilidad del método con
el tipo de muestra antes de su aplicacion. Adicionalmente,
la implementacion de kits personalizados para
microorganismos especificos podria representar una
mejora significativa en la industria biotecnoldgica'®.

La comparacion grafica entre métodos resalta que el
método de solventes organicos no solo es mas eficiente en
términos de concentracion, sino también en pureza. Sin
embargo, se observd una mayor variabilidad en los
resultados de S. stipitis, probablemente debido a
diferencias en la composicion celular de esta levadura en
comparacion con S. cerevisiae. Este hallazgo coincide con
estudios que destacan como las caracteristicas fisiologicas
de las especies pueden influir en la eficiencia de los
métodos de extraccion >''. Ademas, investigaciones sobre
S. stipitis han mostrado que su resistencia a condiciones
extremas puede complicar los procesos de lisis celular'®.

En general, estos resultados confirman que la eleccion del
método debe considerar factores como la pureza
requerida, los recursos disponibles y la naturaleza de la
muestra. Aunque los kits comerciales son Utiles para
protocolos estandarizados, los métodos tradicionales,
como el de solventes organicos, siguen siendo la opcion
mas confiable para obtener ADN de alta calidad. Por otra
parte, el desarrollo de tecnologias basadas en extraccion
automatizada esta revolucionando la forma en que los
laboratorios realizan este tipo de procesos, ofreciendo
nuevas oportunidades para mejorar la reproducibilidad y
eficiencia®.

Conclusiones

El método de extraccion por medio de solventes organicos
demostro ser mejor en cuanto a la concentracion de ADN
(ng/ul) y relacion de absorbancia 260/280 para su empleo
en técnicas utilizadas en la biologia molecular, ademas
tiene un mayor rendimiento y un menor costo.
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