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Resumen

Introducción. La guayaba es uno de los principales frutales de la familia Myrtaceae por su alto valor nutricional. 
Es originario de América tropical y los principales países productores son: México, India, Brasil y Tailandia. El interés 
generado en los últimos años por el mejoramiento genético de este cultivo, ha propiciado el empleo de herramientas 
moleculares que permitan determinar la variabilidad genética y seleccionar genes de interés agronómico de una 
forma rápida y confiable. Sin embargo, el aislamiento de ADN de alta pureza es un requisito previo para poder 
emplear las técnicas moleculares de última generación. Objetivo. Aislar ADN genómico (ADNg) de alta calidad de 
guayaba, en cantidad e integridad adecuados. Materiales y métodos. El experimento se realizó en el Laboratorio de 
Biología Molecular de la Estación Experimental Agrícola Fabio Baudrit Moreno, entre enero y diciembre del 2019. 
Se compararon tres métodos diferentes para aislar ADN: Promega (ReliaPrep™ gDNA Tissue Miniprep Kit), Qiagen 
(DNeasy Plant Mini Kit) y CTAB (Doyle y Doyle, 1990) con modificaciones. Para la extracción de ANDg se utilizó 
material fresco y liofilizado de hojas jóvenes de guayaba (Psidium guajava L.; 2n = 22). Para determinar el mejor 
método se midieron la calidad, cantidad e integridad del ADNg de cada uno. Resultados. Se logró obtener ADNg 
con los tres métodos evaluados, los mejores resultados en cantidad de ADNg (ng µl-1) se obtuvieron con el material 
liofilizado y con el método CTAB. Los métodos CTAB y Qiagen mostraron mayor grado de pureza (relaciones 
A260/280 con valores óptimos) en comparación con el método Promega. Conclusión. Se logró obtener ADNg en 
cantidad, calidad e integridad adecuada. Esto se logró con base en extracciones en tejido liofilizado de hojas jóvenes 
y con el método de extracción del kit de Qiagen.

Palabras clave: guayaba, métodos de extracción de ADN, integridad ADN, cuantificación de ADN, liofilización, 
secuenciación.

1	 Recepción: 18 de mayo, 2020. Aceptación: 13 de octubre, 2020. Este trabajo formó parte del proyecto ¨Desarrollo de herramientas genómicas 
modernas para el mejoramiento de caracteres de calidad en guayaba¨ inscrito en la vicerrectoría de investigación de la Universidad de Costa Rica. 

2 	 Universidad de Costa Rica, Estación Experimental Fabio Baudrit Moreno, Laboratorio de Biología Molecular, Alajuela, Costa Rica. 
elodia.sanchez@ucr.ac.cr (https://orcid.org/0000-0001-9014-5884). walter.barrantes@ucr.ac.cr (autor para la correspondencia, https://orcid.
org/0000-0002-5288-451X).

3 	 Universidad de Costa Rica, Estación Experimental Fabio Baudrit Moreno, Programa de mejoramiento genético de la guayaba. Alajuela, Costa 
Rica. eric.mora@ucr.ac.cr (https://orcid.org/0000-0003-4713-0622).

Nota técnica
Volumen 32(2):638-649. Mayo-agosto, 2021

e-ISSN 2215-3608, doi:10.15517/am.v32i2.41606
https://revistas.ucr.ac.cr/index.php/agromeso/index

AGRONOMÍA
MESOAMERICANA

Agronomía Mesoamericana

https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://revistas.ucr.ac.cr/index.php/agromeso/index


Agron. Mesoam. 32(2):638-649, mayo-agosto, 2021
ISSN 2215-3608   doi:10.15517/am.v32i2.41606

Sánchez-Barrantes et al.: Aislamiento de ADN de calidad en Psidium guajava

639

Introducción

La guayaba (Psidium guajava L.; 2n = 22) es un frutal tropical perteneciente a la familia Myrtaceae. Conocida 
como fruto del pobre o manzana del trópico, es nativa de América y, actualmente, está ampliamente distribuida en 
las regiones tropicales del mundo (Prakash et al., 2002).

Entre los principales países productores se encuentran India, México, Brasil y Tailandia, aunque esta especie se 
considera un cultivo secundario en términos de comercio mundial, su importancia económica está relacionada con 
el uso de la fruta y sus múltiples productos derivados como jugo, pasta y mermelada, que contienen altas cantidades 
de vitaminas A y C, fibra y calcio (Risterucci et al., 2005). Además, se ha informado que diferentes partes de las 
plantas como hojas, raíces y corteza, son útiles en el tratamiento de gastroenteritis, diarrea, disentería e infecciones 
fúngicas (Kanupriya et al., 2011), por lo que también posee gran importancia por sus usos farmacéuticos. 

En cuanto a recursos fitogenéticos, existe germoplasma para producir variedades que producen tanto frutos 
climatéricos como no climatéricos (Chen et al., 2017), estos últimos de larga vida pos-cosecha, lo cual permite 
su transporte a largas distancias. También se ha observado variabilidad genética en cuanto a sabores (Moon et al., 
2018). La guayaba es una de las pocas especies frutales que no requiere inducción ambiental para florecer, por lo 
que se puede producir durante todo el año. Esta serie de características que presenta este frutal, lo convierten en un 
cultivo con potencial para adquirir una gran relevancia y a su vez, despierta gran interés en cuanto a su mejoramiento 
genético. Sin embargo, actualmente existe muy poca información genética disponible y, además, esta especie no es 
candidata idónea para el análisis genético clásico, por ser árboles leñosos perennes con un ciclo reproductivo largo, 
que hace que este tipo de análisis sean demasiado lentos y laboriosos (Hendre & Aggarwal, 2007).

El uso de la caracterización morfológica es poco práctico para discriminar genotipos estrechamente 
relacionados, debido a que los afectan el ambiente, las interacciones epistáticas, los efectos pleiotrópicos, entre 
otros. Esta situación incentiva el desarrollo de protocolos moleculares específicos que aceleren y brinden fiabilidad 

Abstract

Introduction. Guava is one of the main fruit trees of the Myrtaceae family for its high nutritional value. It is 
originally from tropical America and the main producing countries are: Mexico, India, Brazil, and Thailand. The 
interest generated in recent years by the genetic improvement of this crop, has led to the use of molecular tools that 
allow determining genetic variability and selecting genes of agronomic interest in a fast and reliable way. However, the 
isolation of high-purity DNA is a prerequisite for the use of state-of-the-art molecular techniques for genetic analysis. 
Objective. Isolate high-quality genomic DNA (gDNA) from guava, in adequate quantity and integrity. Materials and 
methods. The experiment was carried out in the Molecular Biology Laboratory of the Estacion Experimental Agricola 
Fabio Baudrit Moreno, between January and December 2019. Three different methods for isolating DNA were compared: 
Promega (ReliaPrep™ gDNA Tissue Miniprep Kit), Qiagen (DNeasy Plant Mini Kit), and CTAB (Doyle and Doyle, 
1990) with modifications. For the gDNA extraction, fresh and lyophilized of young leaves of guava (Psidium guajava 
L; 2n = 22) were used. To determine the best method, the quality, quantity, and integrity of the gDNA were measured 
for each method. Results. The gDNA was obtained with the three evaluated methods. The best results in terms of gDNA 
quantity (ng µl-1) were obtained with the lyophilized material and with the CTAB method (Doyle and Doyle). The 
CTAB (Doyle and Doyle) and Qiagen methods showed a higher degree of purity (A260 / 280 ratios with optimal values) 
compared to the Promega method. Conclusion. The gDNA was obtained in adequate quantity, quality, and integrity. This 
was achieved based on extractions in lyophilized young leaf tissue and with the extraction method of the Qiagen kit.
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en la caracterización del acervo genético, que conlleven a una utilización más eficiente del germoplasma disponible 
en los programas de mejoramiento genético (Hendre & Aggarwal, 2014).

La agricultura moderna emplea cada vez con mayor frecuencia las nuevas técnicas moleculares, un ejemplo 
son los programas de mejoramiento mediante biotecnología. Para poder desarrollar y utilizar eficientemente las 
herramientas moleculares, es fundamental contar con protocolos de extracción de ADN, que produzcan aislamientos 
de buena calidad y con un alto rendimiento, lo cual ha sido un factor limitante en muchos análisis genéticos de las 
plantas (Healey et al., 2014; Pommer & Murakami, 2009). En el caso de aplicaciones nuevas, como los ensayos de 
secuenciación de una sola molécula, el genotipado SNP de alto rendimiento y la secuenciación Illumina de lectura 
corta, requieren un ADN sin fallas, que sea de alta calidad y pureza (libre de contaminación por proteínas, ARN o 
polisacáridos) (Inglis et al., 2018). 

Actualmente, hay disponibles numerosos métodos para el aislamiento de ADN genómico en plantas, entre 
los más utilizados están el aislamiento basado en bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) (Abdel-Latif & Osman, 
2017; Aboul-Maaty & Oraby, 2019; Arif et al., 2010; Betancurt et al., 2018) y el aislamiento basado en dodecil 
sulfato de sodio (SDS) (Amani et al., 2011; Sabriu-Haxhijaha et al., 2020; Xia et al., 2019), los cuales se usan en 
conjunto con otros compuestos como NaCl, Tris-HCl y EDTA, para formar un buffer de lisis que permite modificar 
o destruir las moléculas que conforman las paredes y membranas celulares y nucleares, permitiendo que los ácidos 
nucleicos se liberen y que las enzimas que degradan el ADN se inhiban (Xu, 2016). Posteriormente, estos métodos 
de aislamiento utilizan reactivos orgánicos que permiten eliminar los contaminantes (polisacáridos, proteínas y 
compuestos aromáticos) y precipitar el ADN (Xia et al., 2019).

En la práctica estos procedimientos no se pueden generalizar, debido a la variabilidad en la composición del 
tejido vegetal y a las particularidades de cada especie vegetal, que pueden provocar problemas en el aislamiento, 
como degradación del ADN por las endonucleasas, coaislamiento de polisacáridos viscosos y compuestos 
inhibidores como metabolitos secundarios (Amani et al., 2011). Con el fin de contrarrestar estos problemas durante 
el aislamiento del ADN genómico de especies vegetales, se han diseñado kits de extracción de ácidos nucleicos 
especializados en este tipo de tejidos como el “DNeasy Plant Mini Kit” de la empresa Qiagen, el cual se ha 
utilizado en extracciones de ADN de plantas como Zea mays (Abdel-Latif & Osman, 2017), Stevia rebaudiana 
Bert (Lata et al., 2012), Cupressus sempervirens L. (Doulis et al., 1999) y Arabidopsis thaliana y Brassica rapa 
(Strehle et al., 2018), con buenos resultados. Otro kit similar es el “ReliaPrep™ gDNA Tissue Miniprep Kit”, el 
cual no fue diseñado especialmente para plantas, pero autores como Leonel et al. (2020) y Salgado et al. (2018), 
han reportado su uso en el aislamiento de ADN de tejidos de insectos, los cuales se caracterizan por su alto 
contenido del polisacárido quitina. Estos kits comerciales poseen columnas con membranas de sílica que permiten 
una alta purificación del material genómico aislado en tejidos que poseen contaminantes como los mencionados 
anteriormente.

El aislamiento de ADN en guayaba (Psidium guajava) para procedimientos de rutina como la Reacción en 
Cadena de la Polimerasa (PCR), no es del todo desconocido. Se han realizado extracciones de ADN para el uso de 
marcadores como RAPD (Ahmed et al., 2011; Bajpai et al., 2008; Dahiya et al., 2002; Prakash et al., 2002) AFLP 
(Rodríguez et al. 2004; Valdés-Infante et al., 2003), SSR (Chaithanya et al., 2017; Sánchez-Teyer et al., 2010), entre 
otros. Sin embargo, para tecnologías como la secuenciación se necesitan grandes cantidades de ADN genómico de 
alta calidad, lo que hace que sea particularmente problemático en esta especie, debido a la alta cantidad de fenoles 
y polisacáridos (Ramírez et al., 2004). Esta particularidad hace que la adopción de nuevas tecnologías de mejora 
biotecnológica en guayaba se haya relegado en demasía.

El objetivo de la presente investigación fue aislar ADN genómico (ADNg) de alta calidad de guayaba, en 
cantidad e integridad adecuados.
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Materiales y métodos

Material vegetal y tratamiento previo

La investigación se desarrolló durante los meses de enero a diciembre del año 2019, en el Laboratorio de 
Biología Molecular de la Estación Experimental Agrícola Fabio Baudrit Moreno de la Universidad de Costa Rica 
(EEAFBM); la cual se localiza a una Latitud de: 10° 16’ 54” N y una Longitud de: 84° 57’ 52” O, a una altitud de 
859 msnm, en la zona de la Garita de Alajuela, Costa Rica. 

Se recolectaron hojas jóvenes de árboles de guayaba (Psidium guajava L.) de entre dos y tres años de 
edad, pertenecientes a una selección fenotípica promisoria llamada P411 que fue seleccionado para realizarle 
la secuenciación de su genoma completo. Las principales características de la fruta de este genotipo son: peso 
aproximando 300 g, forma redondeada, no climatérica, de pulpa blanca, los grados brix oscilan entre 9 y 12, 
son árboles de alta precocidad (entra en producción a los nueve meses después del trasplante). Este material se 
desarrolló por el programa de mejoramiento genético de guayaba de la EEAFBM. El tejido joven se colectó en 
tubos plásticos de 1,5 ml y se mantuvieron con nitrógeno líquido hasta su llegada al Laboratorio de Biología 
Molecular de la EEAFBM, donde se realizaron las extracciones.

Se evaluaron en total dieciocho muestras de follaje joven. Las muestras se dividieron en dos grupos, un primer 
grupo se utilizaron para realizar las extracciones con material fresco (1-9), el segundo grupo (10-18), se colocó en 
un liofilizador (BK-FD10S Biobase Biodustry, Shandong), durante 24 h, después de ese tiempo se inició con las 
extracciones.

Para las extracciones con tejido fresco se tomaron 100 mg de tejido foliar y se maceraron en nitrógeno líquido. 
En el caso de las muestras liofilizadas se utilizaron 25 mg cada una. Las muestras de tejido fresco y las muestras de 
tejido liofilizado se colocaron en tubos de 1,5 ml y se les agregaron dos balines de acero inoxidable de 0,2 mm de 
diámetro, estériles. Luego se procedió a su trituración usando el macerador Geno/Grinder 2010 (SPEX CertiPrep, 
Metuchen, NJ, USA), el macerado duró 5 min y se utilizaron 1500 rpm, cada tubo contenía la cantidad de buffer de 
extracción respectiva según el protocolo indicado. Una vez realizado el macerado se procedió con los tratamientos 
siguiendo las instrucciones de cada protocolo.

Métodos de extracción de ADN genómico

Se evaluaron tres métodos de extracción de ADN genómico en dos sustratos de hojas jóvenes. Los métodos de 
extracción y el tipo de sustrato en cada método fueron los siguientes: 

1. Método de Promega (ReliaPrep™ gDNA Tissue Miniprep Kit)

La extracción de ADN se realizó con el kit comercial ReliaPrep™ gDNA Tissue Miniprep System, Promega, 
Wisconsin, USA, para ello se utilizó el tejido previamente macerado con el buffer de extracción de este kit (100 
mg de tejido joven/fresco maceradas en nitrógeno líquido y 25 mg de tejido liofilizado joven/fresco), cada tipo 
de muestra se hizo por triplicado. El proceso de extracción se realizó con base en las instrucciones del fabricante 
(Promega, 2013). 
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2. Método de Qiagen (DNeasy Plant Mini Kit)

La extracción de ADN se realizó con el kit comercial DNeasy Plant Mini Kit, Qiagen, Valencia, CA, USA, para 
lo cual se utilizó el tejido previamente macerado con el buffer de extracción de ese kit (100 mg de tejido joven/
fresco maceradas en nitrógeno líquido y 25 mg de tejido joven/fresco y liofilizado), cada tipo de muestra se hizo 
por triplicado. El proceso de extracción se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante (Qiagen, 2016).

3. Método CTAB (Doyle y Doyle, 1990) incluyendo las modificaciones

Para la extracción de ADN con el método CTAB, se procedió de la siguiente forma:  a cada tipo de muestra, 
que se hizo por triplicado (100 mg de tejido joven/fresco maceradas en nitrógeno líquido y 25 mg de tejido joven/
fresco y liofilizado), se le agregaron 600 µl de buffer de extracción (20 mM EDTA (pH 8,0), 100 mM Tris (pH 8,0), 
2 % PVP, 2 % CTAB, 1,4 M NaCl y 0,2 % v/v β-mercaptoetanol), se maceraron como se indicó en el tratamiento 
previo y se incubaron a 65 °C por 20 min. Posteriormente, se agregaron 600 µl de una solución de cloroformo-fenol 
(24:1) a cada tubo y se homogenizaron por inversión.

Los tubos se centrifugaron a 13000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Se transfirieron 400 µl del 
sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 ml, a cada uno de estos tubos se le agregó 400 µl de isopropanol 
frío (-20 ºC), se homogenizaron por inversión y se dejó reposar durante 10 min a -20 ºC. Se centrifugó a 13000 rpm 
durante 15 min a -4 ºC y se descartó el sobrenadante. El pellet obtenido se lavó con 600 µl de etanol 70 % frío, y 
se centrifugó por 2 min a 13 000 rpm. Se descartó el sobrenadante y se realizó un segundo lavado. Finalmente, se 
puso a secar el pellet a 42 ºC por 20 min y se resuspendió en 100 µl de agua libre de nucleasas junto con 1 µl de 
ARNasa (concentración solución stock 10 mg ml-1) y se incubó a 37 ºC durante 30 min.

Evaluación de la cantidad, calidad e integridad del ADN

Una vez aislado el ADN, se determinó la cantidad obtenida del mismo (ng µl-1) por cada método, a 
través de espectrofotometría con el equipo Qubit (Invitrogen, USA). La medición de la calidad y pureza se 
determinó mediante las relaciones A260/280 nm y A260/230 nm (Desjardins & Conklin, 2010), obtenidas en el 
espectrofotómetro NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) y, finalmente, la integridad del ADN se 
verificó en un gel de agarosa al 0,8 % corrido en TBE 1X (45 min / 100 V).

Los datos de cantidad de ADN genómico medido por medio de espectrometría se sometieron a un análisis de 
varianza y posterior prueba de comparación de medias (Tukey), para determinar el tratamiento que obtuvo mayor 
rendimiento.

Resultados

Se logró aislar ADN genómico de guayaba (Psidium guajava L.; 2n = 22) con los tres métodos evaluados. No 
obstante, la cantidad, calidad e integridad del mismo varió dependiendo del método utilizado y del tipo de sustrato 
empleado. Dentro de las características evaluadas interesaba sobre manera la integridad del ADN, las extracciones 
realizadas con tejido liofilizado (muestras de la 10-18), mostraron mayor integridad respecto al material fresco 
que mostró un mayor grado de degradación del ADN (Figura 1), esta característica fue mucho más evidente en el 
método de extracción CTAB. Se observó que durante el proceso de aislamiento con muestras frescas (maceradas 
con nitrógeno líquido), la solución de extracción comenzó a oxidarse (oscurecerse) durante la incubación y 
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centrifugación, hasta que finalmente se volvió marrón, este fenómeno se observó en los tres métodos evaluados. 
Por su parte, en el caso de las extracciones con hojas liofilizadas, la oxidación con el método Promega fue baja y 
en los otros métodos la oxidación estuvo ausente. 

Con respecto al rendimiento (ng µl-1), parámetro importante debido a que se requiere una gran cantidad de 
ADN para realizar la secuenciación de genoma completo y genotipados masivos, se notó que el procedimiento de 
liofilización de las muestras, aunque no mejoró en todos los métodos de extracción la cantidad de ADN extraído, 
sí aumentó la homogeneidad en este parámetro (Figura 2).

Con el método de extracción CTAB y el empleo de tejido fresco, se logró aislar en números absolutos la mayor 
cantidad de ADN genómico (Figura 2, muestras 7, 8 y 9), aunque no difirió estadísticamente del tratamiento CTAB 
y Qiagen que usaron tejido liofilizados. Donde sí se presentaron diferencias significativas fue con respecto a los 
métodos de extracción Qiagen con tejido fresco y Promega con ambos tipos de tejido (Cuadro 1). A su vez cuando 
el tejido fue liofilizado no se presentaron diferencias estadísticas significativas entre los tratamientos (p≥0,007).

El análisis de absorbancia con el espectrofotómetro, mostró que las relaciones A260/280 presentaron valores 
de pureza de ADN óptimos (~1,8 – 2,0) para los métodos Qiagen y CTAB, tanto en extracciones de tejido 

Figura 1. ADN aislado de muestras de Psidium guajava L. (2n= 22) por tres métodos de extracción y dos tipos de tejido distintos en gel 
de agarosa al 1 % (m/v). MM: Marcador molecular. 1, 2, 3: HF-MP, 4, 5, 6: HF-MQ, 7, 8, 9: HF-MC, 10, 11, 12: HL-MP, 13, 14, 15: 
HL-MQ, 16, 17, 18: HL-MC. Laboratorio de biología molecular, Estación Experimental Agrícola Fabio Baudrit Moreno, Universidad 
de Costa Rica. Alajuela, Costa Rica. 2020.

HF: hoja fresca, HL: hoja liofilizada, MP: método Promega, MQ: método Qiagen, MC: método CTAB.

Figure 1. DNA isolated from Psidium guajava (2n= 22) samples by three extraction methods and two different types of tissue on 1 % 
agarose gel (m/v). MM: Molecular marker. 1, 2, 3: HF-MP, 4, 5, 6: HF-MQ, 7, 8, 9: HF-MC, 10, 11, 12: HL-MP, 13, 14, 15: HL-MQ, 
16, 17, 18: HL-MC. Molecular Biology Laboratory, Estacion Experimental Agricola Fabio Baudrit Moreno, Universidad de Costa Rica. 
Alajuela, Costa Rica. 2020.

HF: fresh leaf, HL: lyophilized leaf, MP: Promega method, MQ: Qiagen method, MC: CTAB method.
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macerado con nitrógeno líquido como con tejido liofilizado (Cuadro 1). Con el método Promega, estas relaciones 
de absorbancia se observaron fuera del rango óptimo, lo que denota baja pureza y, consecuentemente, baja calidad 
del ADN extraído.

En cuanto las relaciones de absorbancia A260/230, el rango óptimo debe ubicarse entre los valores 1,8-2,2. 
En este caso las extracciones realizadas por el método CTAB y Qiagen, con ambos sustratos, fueron las que se 
acercaron más al rango óptimo.

Cuadro 1. Rendimiento del ADN y relaciones A260/230 y A260/230 para las muestra frescas y liofilizadas de guayaba (Psidium 
guajava L.; 2n = 22), con los métodos de extracción Promega, Qiagen y CTAB. Laboratorio de Biología Molecular, Estación Agrícola 
Experimental Fabio Baudrit Moreno, Universidad de Costa Rica. Alajuela, Costa Rica. 2020.
Table 1. DNA yield and A260 / 230, and A260 / 230 ratios for fresh and lyophilized guava samples (Psidium guajava L.; 2n = 22), with 
the Promega, Qiagen, and CTAB extraction methods. Molecular Biology Laboratory, Estacion Experimental Agricola Fabio Baudrit 
Moreno, Universidad de Costa Rica. Alajuela, Costa Rica. 2020.

Protocolo de 
extracción

Estado del 
tejido

Concentración 
(ng µl-1)

Relación 
A260/280

Relación 
A260/230

Volumen (µl) Cantidad total de 
ADN (ug µl-1)

Promega Fresco 41,27 1,54 0,89 50,00 2,06b

Liofilizado 30,80 1,67 1,08 50,00 1,54b

Qiagen Fresco 34,87 1,83 2,52 200,00 6,97b

Liofilizado 78,53 1,88 2,84 200,00 15,71ab

CTAB Fresco 329,67 1,94 1,66 100,00 32,97a

Liofilizado 160,33 1,91 1,50 100,00 16,03ab

Medias con la misma letra no presentan diferencias estadísticamente significativas / Means fallowed by the same letter do not show 
statistically significant difference.

Figura 2. Rendimiento de ADN aislado de guayaba (Psidium guajava L.; 2n = 22) mediante tres métodos de extracción utilizando 
tejido fresco y liofilizado. Laboratorio de Biología Molecular, Estación Experimental Agrícola Fabio Baudrit Moreno, Universidad de 
Costa Rica. Alajuela, Costa Rica, 2020.

Figure 2. Yield of DNA isolated from guava (Psidium guajava L.; 2n = 22) by three extraction methods using fresh and lyophilized 
tissue. Molecular Biology Laboratory, Estacion Experimental Agricola Fabio Baudrit Moreno, Universidad de Costa Rica. Alajuela, 
Costa Rica, 2020.
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Discusión

El mayor problema que se presentó en los métodos de extracción fue la oxidación de los tejidos, traducido 
en coloraciones marrón oscuro del tejido en las soluciones durante los procesos intermedios de extracción. El 
oscurecimiento de la solución es atribuido a la oxidación de los metabolitos secundarios fenólicos que se encuentran 
en las hojas de muchas plantas (Sahu et al., 2012). Este problema de oxidación es muy conocido en plantas como 
café (Diniz et al., 2005), aguacate y guayaba (Ramírez et al., 2004). En sus formas oxidadas, los polifenoles se 
unen al ADN covalentemente, lo cual lo hace no deseado para la mayoría de las aplicaciones moleculares (Pommer 
& Murakami, 2009).

En el procedimiento de extracción, las condiciones del buffer de los kits de extracción del mercado, están 
diseñadas para permitir la adsorción de ADN específico de la membrana de gel de sílice y ofrecer una eliminación 
óptima de polisacáridos, polifenoles y otros metabolitos de las plantas (Abdel-Latif & Osman, 2017), lo que permite 
obtener un ADN más puro. Sin embargo, ocasiona que el rendimiento sea menor, ya que en plantas que presentan 
grandes cantidades de compuestos aromáticos o sustancias mucilaginosas, las columnas o filtros de purificación 
que traen los Kits, pueden obstruirse lo que conlleva a la pérdida de ADN en la columna (Roy & Sherpa, 2017). 
Dichos resultados concuerdan con los resultados obtenidos en el presente estudio, donde el mayor rendimiento se 
obtuvo con el protocolo CTAB, respecto a los kits utilizados, los cuales mostraron menor cantidad de ADN aislado. 
Una forma de solucionar este inconveniente que presentan los kits de extracción, es realizar repetidas extracciones 
y combinarlas para lograr alcanzar la cantidad de ADN requerida para la preparación de una librería NGS para su 
posterior secuenciación y genotipado; sin embargo, esto conlleva más trabajo y mayores costos.

En métodos convencionales de extracción de ADN vegetal, como CTAB, una manera de disminuir los 
problemas de oxidación es utilizar un buffer de extracción con ß-mercaptoetanol al 2 % que la previene (Dempster 
et al., 1999) y PVP al 2 % que mejora la calidad del ADN al eliminar las impurezas fenólicas. Este polímero forma 
un complejo con los polifenoles a través de los enlaces de hidrógeno, que permite que se eliminen de las muestras 
con facilidad antes de que oxide irreversiblemente la molécula de ADN (Nunes et al., 2011). En este experimento, 
el único método que llevó ß-mercaptoetanol fue el CTAB y fue el que logró el mayor rendimiento y las relaciones 
260/280 estuvieron dentro del rango óptimo. Sin embargo, la integridad del ADN se vio comprometida al presentar 
mayor degradación si se compara con los otros métodos estudiados.

De acuerdo con lo que se observó durante cada procedimiento de extracción, la disminución en la oxidación 
de los tejidos y soluciones intermedias, fue más dependiente de la condición del sustrato, ya que con el tejido 
liofilizado se logró disminuir considerablemente los problemas de oxidación en los tres tratamientos. Además, hay 
una mejora en el rendimiento y calidad de las extracciones de ADN al utilizar muestras liofilizadas (Nunes et al., 
2011; Betancurt et al., 2018), ya que al disminuir la cantidad de agua dentro del tejido se disminuye el proceso 
catabólico dentro de la célula, la fluidez del ambiente y se disminuye la actividad catalítica de las nucleasas y 
proteasas, lo que evita que se degraden los ácidos nucleicos (Santos et al., 2014).

Otro factor considerado en el contraste de los métodos de extracción fueron las relaciones de absorbancia 
a 260/280 nm que se emplearon para evaluar la pureza del ADN con respecto a la contaminación con fenoles, 
proteínas, aminoácidos aromáticos, entre otros (Arif et al., 2010). En general, tanto en el protocolo de CTAB como 
Qiagen los valores fueron óptimos (1,8 -2,0); sin embargo, esto está en contraposición con otras investigaciones 
que mencionaron que los métodos que emplean kits DNeasy (Qiagen) y / o métodos basados en CTAB pueden no 
ser óptimos para todas las plantas, porque los inhibidores pueden coprecipitarse con el ADN (Siegel et al., 2017), 
lo cual no sucedió con el género Psidium.

El método Promega presentó valores más bajos a los considerados como óptimos, lo cual indica que hubo 
contaminación con compuestos aromáticos como fenoles y proteínas. Una medida alternativa para medir la pureza 
del ácido nucleico se basa en la relación de absorbancia a 260/230 nm (Arif et al., 2010). Tanto el protocolo de 
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CTAB como Qiagen mostraron valores cercanos a los óptimos (1,5 a 2,2), es posible que la modificación de usar 
NaCl (1.4 M) en el método CTAB facilitó la eliminación de los polisacáridos al aumentar su solubilidad en etanol 
y evitó la coprecipitación con el ADN (Fang et al., 1992), lo que ayudó a obtener valores cercanos a los óptimos. 
En esta variable el método Promega presentó valores más bajos que los óptimos, lo que indica la presencia de 
contaminantes que se absorben a 230 nm como el ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), carbohidratos y fenoles 
(Arif et al., 2010); mientras que en el método Qiagen los valores superiores a 2,2 no necesariamente denotaron 
baja calidad del ADN, sino que son característicos del buffer usado en el kit de extracción. La relación A260/230 
es mucho más variable que la relación A260/280 y depende de la composición del buffer del kit de extracción, así 
como de la dilución de la muestra de ADN.

Conclusiones

Los métodos de extracción del kit de Qiagen y el CTAB, fueron los que presentaron índices adecuados en cuanto 
a calidad y cantidad del ADNg de guayaba, recomendados para los procedimientos de secuenciación de genoma 
completo y genotipado de poblaciones de plantas. En cuanto a la integridad del ADN, medida por medio de la 
electroforesis, fueron los dos kits comerciales (Qiagen y Promega) quienes mostraron bandas con menor degradación. 

El Kit de Qiagen fue superior en los tres parámetros evaluados y que definen un ADN genómico ideal para 
procesos de secuenciación y genotipado masivo del genoma completo de la guayaba.

En las extracciones de ADNg de la guayaba, el proceso liofilización del tejido fresco mejoró la homogeneidad 
de las muestras antes de realizar el proceso de extracción, lo que se reflejó en mejor integridad y, en algunos casos 
como con el método de Qiagen, hubo más cantidad del ADN.
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