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I. INTRODUCCIÓN 

La identificación de signos y síntomas permite un acercamiento al diagnóstico oportuno de 

enfermedades asociadas a microorganismos en plantas. En los últimos años las técnicas 

moleculares han favorecido la detección de fitopatógenos en plantas se identifique en menor 

tiempo. Para ello se requiere que los protocolos de extracción de DNA sean los adecuados 

(Pérez, 2011). 

El objetivo del presente proyecto fue comparar cinco métodos de extracción de DNA: CTAB 

2%, DNeasy Plant Mini Kit, GF-1 de Vivantis, Plant DNazol y Wizard® HMW DNA 

Extraction Kit, en matrices de tejido vegetal; estolones de papa (Solanum tuberosum), 

pseudotallo y cormo de plátano enano gigante (Musa paradisiaca var. cavendish), semillas de 

frijol (Phaseolus vulgaris), semillas de melón (Cucumis melo) y limón mexicano (Citrus 

aurantifolia) con ocho repeticiones para cada protocolo. Se evaluó la cantidad, calidad, e 

integridad de cada método de extracción. Con el fin de determinar el protocolo de extracción 

idóneo que permita obtener DNA de alta cantidad, calidad e integridad de acuerdo con el tejido 

vegetal que se desee procesar. 

II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN  

A lo largo de los años se han registrado innumerables pérdidas en la agricultura a causa de 

microorganismos asociados a enfermedades, algunos cultivos presentan sintomatología en un 

periodo tardío, otros más son asintomáticos. Por lo cual, es de vital importancia un diagnóstico 

certero y oportuno. La extracción de DNA permite, a través de las técnicas moleculares, estudiar 

el genoma, su heredabilidad y la identificación de enfermedades en las plantas, entre otros 

aspectos. Al finalizar el proceso de extracción de DNA a partir de tejidos vegetales se espera 

contar con suficiente cantidad y pureza ya que de ello depende el éxito en las técnicas 

moleculares posteriores; PCR, qPCR, secuenciación, genotipaje, Southern blot, etc. En la 

actualidad, para extraer DNA de cualquier matriz existen métodos tradicionales y más 

recientemente kits comerciales que pueden ser utilizados, no obstante, no se cuenta con 

registros estandarizados conforme al tipo de material vegetal a utilizar. 
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III. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo general  

Determinar el protocolo de extracción que permita obtener DNA de alta calidad, cantidad e 

integridad de acuerdo con el tejido vegetal que se desee procesar.  

3.2 Objetivos específicos  

● Analizar la cantidad y pureza del DNA mediante espectrofotometría. 

● Evaluar la integridad del DNA a través de electroforesis en gel de agarosa. 

● Evaluar la calidad del DNA extraído por medio de su amplificación con el gen endógeno 

16S y control interno.  

IV. ANTECEDENTES 

4.1 Generalidades del DNA 

Los organismos vivos se encuentran constituidos y diferenciados por el DNA o Ácido 

Desoxirribonucleico (por sus siglas en inglés deoxyribonucleic acid), esta molécula se 

encuentra formada por nucleótidos dispuestos en dos hebras o cadenas antiparalelas una en 

sentido 5´- 3´ y la otra 3´-5´ unidas entre sí en forma de doble hélice, cada nucleótido está 

compuesto por un azúcar (desoxirribosa), un grupo fosfato y una base nitrogenada (adenina, 

guanina, timina o citosina). Los nucleótidos se unen entre el grupo fosfato y el azúcar a través 

de enlaces fosfodiéster, mientras que la unión de las dos hebras se debe a puentes de hidrógeno 

(Beas et al., 2009; Iwasa y Marshall, 2014). 

4.2 Extracción del DNA 

El proceso de extracción de ácidos nucleicos consiste en aislar y purificar moléculas de DNA 

o RNA, existen diversos protocolos para su ejecución que se basan en tres principales 

principios: lisis celular, purificación y precipitación del DNA. La primera etapa tiene como 

objetivo liberar los ácidos nucleicos, para romper la pared y membrana celular se utilizan 

métodos físicos a través de la disrupción mecánica de los tejidos a bajas temperaturas utilizando 

nitrógeno líquido mortero y pistilo. También, se usan agentes químicos como: detergentes 

iónicos; Dodecil-sulfato de sodio (SDS) y/o, Bromuro de hexadecil-trimetil-amonio (CTAB), 

quelantes iones; Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) y enzimas, por ejemplo, proteinasa 



7 
 

K. Estos favorecen el rompimiento de la bicapa de fosfolípidos de la membrana y la envoltura 

nuclear. Además, durante esta etapa se someten las muestras a periodos de incubación a altas 

temperaturas con el propósito de facilitar el proceso de lisis (Howe, 2007; Salazar et al., 2013).  

En la etapa de purificación lo que se espera es eliminar proteínas, utilizando solventes orgánicos 

(fenol, cloroformo), al momento de someter las matrices a centrifugación se forman dos fases: 

acuosa donde se localizan los ácidos nucleicos y la fase orgánica donde están restos de los 

solventes utilizados, entre estas dos se forma una interfase en la que se quedan proteínas. 

Respecto a la precipitación del DNA, consiste en lavados de las matrices empleando alcoholes 

(etanol al 75 %) a fin de remover sales, igualmente se centrifugan las veces que indique el 

protocolo, finalmente el DNA se concentra formando un pellet el cual se deja secar para 

posteriormente resuspender en agua libre de nucleasas (Camarena, 2008). 

4.3 Parámetros de la calidad del DNA  

Se considera que el DNA extraído es apropiado para su uso cuando este cumple con tres 

características: 1) Concentración, 2) Pureza y 3) Integridad. Primeramente, se puede determinar 

la concentración de forma cuantitativa a través de un espectrofotómetro, teniendo como 

principio que los ácidos nucleicos absorben las radiaciones electromagnéticas a una longitud de 

onda de 260 nm, de manera que la cantidad de luz que es absorbida por la muestra será 

proporcional a su concentración (O'Neill et al., 2011).  

Simultáneamente este aparato también permite evaluar la pureza del DNA para ello se utilizan 

las relaciones de absorbancia A260/280 y A260/230. La primera es indicadora de que la muestra 

podría estar contaminada por proteínas; los valores óptimos son aquellos que estén entre 1.8-

2.1, un valor <1.6 señala una probable contaminación por compuestos aromáticos (fenoles y 

proteínas) y valores >2.1 indican posible presencia de RNA. Mientras que la relación A260/230 

es el indicador para la contaminación por sales caotrópicas, fenoles o carbohidratos, lo ideal es 

que los valores se encuentren entre 2.0-2.2, por lo tanto, cifras <1.8 significa contaminantes en 

la extracción (Banco Nacional de ADN, 2020).  

La integridad se logra evaluar por electroforesis en gel de agarosa, consiste en una matriz porosa 

(gel) a la cual se le aplica un campo eléctrico, generando la separación de biomoléculas en 

relación con su tamaño y carga eléctrica, el DNA posee carga negativa por ello migra del polo 

negativo al positivo, posteriormente los fragmentos de ácidos nucleicos presentes en gel se 

observan en un fotodocumentador (Iwasa y Marshall, 2014). 
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La electroforesis se considera una técnica cualitativa debido a que se basa en la presencia o 

ausencia de bandas, así como a las características visuales de las bandas. Seeker et al. (2016) 

propusieron una clasificación de la integridad del DNA, constituida por cinco clases, la 1 

pertenece a la integridad ideal, banda bien definida en la parte superior del gel y sin estela. 

Clase 2 será aquella que presente una banda limpia, pero presentan estelas. Clase 3 las bandas 

se distinguen muy poco de las estelas.  Clase 4 las bandas no se logran percibir y en la 

clase 5 se caracteriza porque el DNA migra a lo largo del gel (Figura 1).  

Figura 1. Clasificación de la integridad del DNA. Tomado de Seeker et al., 2016.  

 

Otra forma de verificar que el DNA extraído sea apto para su posterior uso es la prueba de PCR 

(por sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction), técnica de biología molecular en la cual 

se realiza una síntesis in vitro del DNA, tiene tres pasos que constituyen un ciclo: 

desnaturalización, alineamiento de primers y elongación de la cadena. Generalmente esto se 

repite durante 30 ciclos, al final del proceso se obtienen miles de copias de un fragmento de 

interés de DNA (Lozano et al., 2005). Al realizar la PCR con un control interno o gen endógeno 

se consigue comprobar la calidad del DNA; el gen ribosomal 16S permite conocer si existen 

inhibidores para la PCR, además es ampliamente empleado para generar relaciones 

filogenéticas entre organismos procariontes. Mientras que, la PCR cuantitativa (Real-time 

Polymerase Chain Reaction, qPCR) amplifica y cuantifica a la vez, en tiempo real, esto a través 

de la cuantificación de la fluorescencia de una molécula reportera conocida como sonda 

(Rodicio y Mendoza, 2004; Gutiérrez-Ibáñez et al., 2009).  
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Sitio de estudio  

El presente trabajo se llevó a cabo en el Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria, en el Área 

de Diagnóstico Fitosanitario dentro del Laboratorio de Bacteriología. Carretera Federal 

México-Pachuca km 37.5, Tecámac, 55740 México.  

5.2 Material vegetal  

La extracción de DNA total se ejecutó a partir de cinco cultivos: hojas de limón mexicano 

(Citrus aurantifolia) con sintomatología asociada a Xanthomonas citri subsp. citri. También, 

se usaron 60 gramos de semillas de melón (Cucumis melo) inoculadas con Acidovorax citrulli. 

16 gramos correspondiente a semillas de frijol pinto (Phaseolus vulgaris) inoculadas con 

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. 25 gramos de pseudotallo y cormo de 

plátano enano gigante (Musa paradisiaca var. cavendish) y 70 gramos de estolones de papa 

(Solanum tuberosum). Asimismo, se trabajó con ocho repeticiones para cada tejido por 

protocolo. Previamente a iniciar los protocolos se pesó 0.2 gramos por muestra, esta fue 

macerada en un mortero estéril congelado -80 °C, hasta obtener consistencia de polvo, mismo 

que fue depositado en un tubo estéril de 2 mL.  

5.3 Protocolos para la extracción de DNA total  

5.3.1 Bromuro de hexadecil-trimetil-amonio (CTAB 2%)  

1) Transferir el tejido vegetal en un tubo estéril de 2 mL y agregar 1.5 mL de buffer CTAB 2% 

y 100 µL de Dodecil-sulfato de sodio (SDS) al 10% homogenizar las muestras. 2) Incubar los 

tubos en baño maría a 80 °C durante 15 minutos. 3) Transcurrido el tiempo dejar enfriar los 

tubos a temperatura ambiente de 3 a 5 y centrifugar a 13 000 g por 15 minutos. 4) Transferir el 

sobrenadante a otro tubo de 2 mL y agregar 500 µL de fenol: cloroformo: alcohol isoamílico 

(25:24:1), mezclar por inversión para homogeneizar la muestra 5). Centrifugar a 13 000 g 

durante 15 minutos y transferir de 500 a 700 µL del sobrenadante a un tubo de 1.5 mL. 6) 

Agregar ½ volumen de etanol: metanol: ácido acético glacial (9:3:1), mezclar por inversión y 

centrifugar a 13 000 g por 10 minutos. 7) Decantar el sobrenadante, procurando no tirar la 

pastilla y lavarla con 500 μl de etanol: agua: metanol: acetato de sodio 3M (30:9:5:1). 

Centrifugar a 13 000 g por 5 minutos. 8) Decantar el sobrenadante, sin perder la pastilla y 
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lavarla con 500 μl de etanol al 70 %. Centrifugar a 13 000 g por 5 minutos. 9) Dejar secar la 

pastilla y resuspender en 70 µL de agua grado biología molecular y almacenar el DNA a 4°C.  

5.3.2 DNeasy Plant Mini Kit  

1) Transferir el tejido vegetal a un tubo de 2.0 mL y agregar 800 µl de buffer AP1 y 4 µl de 

RNase. Dar vortex hasta homogeneizar las muestras. 2) Incubar los tubos a 65°C por 10 

minutos, mezclar por inversión dos o tres veces durante la incubación. 

3) Agregar 260 µl de buffer P3 e incubar los tubos 5 minutos a -20°C. 4) centrifugar el lisado a 

14 000 rpm por 5 minutos. 5) recuperar 500 µL del lisado, transferirlo a una columna 

QIAshredder y centrifugar a 14 000 por 3 minutos. 6) Retirar con cuidado la columna y 

transferir 400 µl del lisado a un nuevo tubo de 2.0 mL (con precaución de no mezclar el pellet 

formado al fondo del tubo), agregar 1000 µL de buffer AW1 y mezclar por pipeteo para 

homogeneizar la muestra. 7) Transferir 650 µl de la mezcla a una columna DNeasy Mini spin, 

centrifugar a 10 000 rpm por 2 minutos, decantar el sobrenadante. Repetir este paso con la 

mezcla restante. 8) Colocar la columna en un nuevo tubo recolector de 2.0 mL, agregar 500 µl 

de buffer AW2 y centrifugar a 10 000 rpm por 2 minutos. Desechar el líquido. 8) Agregar 

nuevamente 500 µL de buffer AW2 y centrifugar a 14 000 rpm por 2 minutos. 9) Transferir la 

columna a un tubo de 1.5 mL y agregar 70 µL de buffer AE para elución del DNA. Incubar a 

temperatura ambiente por 5 minutos. 10) Centrifugar a 10 000 rpm por 2 minutos y almacenar 

el DNA a 4°C. 

5.3.3 GF-1 de Vivantis 

1) Transferir el tejido vegetal a un tubo de 2.0 mL, agregar 600 µL de buffer PB y 20 µL de 

proteinasa K, dar vortex hasta homogeneizar la muestra. 2) Incubar los tubos a 65°C durante 

una hora. 3) Centrifugar los tubos a 16 000 g por 5 minutos, transferir el sobrenadante a otro 

tubo de 2.0 mL. 4) Agregar 2 volúmenes de buffer PB y mezclar por inversión para 

homogeneizar las muestras. 5) Incubar los tubos a 65 °C por 10 minutos. 6) Agregar 200 µL de 

etanol al 100% y mezclar por inversión. 7) Transferir 650 µL de la mezcla a una columna 

ensamblada a un tubo colector. Centrifugar a 10 000 g por un minuto y desechar el sobrante. 

Repetir este paso con la mezcla restante. 8) Lavar la columna con 650 µL de Wash buffer, 

centrifugar a 10 000 g por un minuto y desechar el sobrante. 9) Centrifugar la columna a 10 000 

por un minuto a fin de remover todo el etanol. 10) Transferir la columna a un tubo de 1.5 mL, 

agregar 70 µL de elution buffer, incubar los tubos 2 minutos a temperatura ambiente. 11) 

Centrifugar a 10 000 g por 2 minutos y almacenar el DNA a 4°C. 
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5.3.4 Plant DNazol 

1) A partir del tejido macerado incorporar a un tubo de 2.0 mL y agregar 600 µL de Plant 

DNazol, dar vortex hasta homogeneizar la muestra e incubar las muestras con agitación a 

temperatura ambiente por 5 minutos. 2) Posteriormente agregar 300 µL de cloroformo, mezclar 

e incubar con agitación a temperatura ambiente por 5 minutos. 

3) Centrifugar los tubos a 12 000 g por 10 minutos y transferir el sobrenadante a un tubo de 1.5 

mL. 4) Añadir 300 µL de etanol al 100%, mezclar por inversión de 6 a 8 veces e incubar a 

temperatura ambiente por 5 minutos. 5) Centrifugar los tubos a 12 000 g por 5 minutos y 

desechar el sobrenadante. 6) lavar la pastilla con 300 µL de etanol al 70%, centrifugar a 12 000 

g por 5 min y desechar el sobrenadante. 7) Resuspender el DNA en 70 µL de agua grado 

biología molecular y almacenar el DNA a 4°C. 

5.3.5 Wizard® HMW DNA Extraction Kit 

1) Transferir el tejido a un tubo de 2.0 mL y agregar 500 µL de HMW Lysis Buffer. Dar vortex 

hasta homogeneizar la muestra. 2) Incubar los tubos a 65 °C durante 15 minutos. 3) 

Transcurrido el tiempo dejar enfriar los tubos a temperatura ambiente durante 5 minutos. 

Agregar 3 µL de ARNasa, mezclar por inversión. Incubar los tubos a 37 °C durante 15 minutos. 

4) Agregar 20 µL de proteinasa K, mezclar por inversión hasta homogeneizar la muestra. 

Incubar a 56 °C durante 15 minutos. Dejar enfriar a temperatura ambiente por 5 minutos. 5) 

Centrifugar los tubos a 16 000 g por 3 minutos. 6) Transferir el lisado a un tubo de 2.0 mL. 7) 

Agregar 200 µL de Protein Precipitation Solution. Mezclar por pipeteo e incubar 5 minutos a -

20 °C. 8) Centrifugar los tubos a 16 000 g durante 10 minutos. 9) Transferir el sobrenadante a 

un tubo de 1.5 mL. Añadir 600 µL de isopropanol. Mezclar por inversión, incubar 1 minuto a 

temperatura ambiente y repetir la inversión. 10) Centrifugar los tubos a 16 000 g por 2 minutos. 

11) Decantar el sobrenadante y lavar la pastilla con 600 µL de etanol al 70%. Repetir paso 10. 

12) Desechar el sobrenadante y repetir paso 11. 13) Dejar secar la pastilla y resuspender en 70 

µL de DNA Rehydration Solution de y almacenar el DNA a 4°C. 

5.4 Variables a evaluar 

Se evaluó la cantidad, calidad e integridad del DNA extraído, para ello se llevó a cabo la 

cuantificación de la concentración del DNA de doble cadena (dsDNA, por sus siglas en inglés) 

misma que se realizó mediante el espectrofotómetro; NanoDrop 2000c de Thermo Scientific™ 

siguiendo las instrucciones del fabricante para determinar su absorbancia a 260 nm. La calidad 
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óptima del DNA se considerará adecuada con los valores de absorbancia A260/280= 1.8-2.1 y 

A260/230= 2.0-2.2. Igualmente se verificó la integridad del DNA mediante electroforesis en gel 

de agarosa al 1.8 % considerando 7 µL de DNA mezclado con 3 µL de buffer de corrida (naranja 

G 6X) teñido con el colorante GelRed a 95 Voltios durante 1 hora 5 minutos y los resultados se 

visualizaron en el fotodocumentador. 

5.4.1 PCR y qPCR 

Por otra parte, al DNA extraído de cada una de las muestras se realizaron diluciones hasta 

obtener concentraciones de 20 a 50 ng/µL a fin de realizar las pruebas de PCR y qPCR. 

5.4.1.1 PCR punto final  

Para las muestras de frijol, plátano y papa se efectuó un ensayo de gen endógeno, amplificando 

el gen ribosomal 16S, con los iniciadores 16S1 (TGAGAATGGATAAGAGGCTC) y 16S2 

(TGTTGTTCCCCTCCCAAGGG) esperando una amplificación a 315 pb. Con la finalidad de 

corroborar que el DNA fuera idóneo para amplificar. En la mezcla de reacción se utilizaron los 

reactivos señalados en el Cuadro 1 y las condiciones del termocicaldor se señalan en el Cuadro 

2. 

Cuadro 1. Preparación de la mezcla de reacción para gen 16S. 

Reactivos Concentración inicial Concentración 
final 

Volumen (µL) 

Buffer PCR  10X 1X 2.5 
MgCl2 50 mM 1.5 mM 0.75 
dNTP 10 mM 0.16 mM 0.4 
Iniciador  S161 10 µM 0.4 µM 1 
Iniciador S162 10 µM 0.4 µM 1 
Taq DNA Pol 5 U/µL 0.06 U/µL 0.3 
DNA  20 - 50 ng/µL 4 – 10 ng/µL 5 
Agua grado biología molecular - - 14.05 

 Volumen final  25 

Cuadro 2. Programa del termociclador para los iniciadores 16s1 y 16s2. 

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial 94 °C 90 s 1 

Desnaturalización 94 °C 40 s  
35 Hibridación 55 °C 40 s 

Extensión 72 °C 1 min 

Extensión final 72 °C 3 min 1 
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5.4.1.2 PCR en tiempo real 

Se realizó PCR tiempo real para la detección de X. citri subsp. citri, los iniciadores y sonda 

recomendados son J-pth3 (ACCGTCCCCTACTTCAACTCAA) y J-pth4 

(CGCACCTCGAACGATTGC) sonda J-Taqpth2 (FAM-ATGCGCCCAGCCCAACQC). 

Estos están diseñados a partir de secuencias del gen pth para detectar específicamente cepas de 

X. citri subsp. citri (IPPC, 2016). Para la mezcla de reacción se utilizaron los reactivos señalados 

en el Cuadro 3.  

Cuadro 3. Preparación de la mezcla de reacción para la X. citri subsp. citri. 

Reactivos Concentración inicial Concentración 
final 

Volumen (µL) 

Buffer PCR 10X 1X 2.2 
MgCl2 50 mM 4 mM 1.76 
dNTP 10 mM 0.3 mM 0.6 
Iniciador J-pth3 10 µM 0.3 µM 0.6 
Iniciador J-pth4 10 µM 0.3 µM 0.6 
Sonda J-Taq pth2 10 µM 0.04 µM 0.1 
Taq DNA Pol 5 U/µL 0.09 U/µL 0.4 
DNA 20 - 50 ng/µL 3.64 - 9 ng/µL 4 
Agua grado biología molecular - - 11.74 
 Volumen final  22 

Las condiciones del termociclador para los iniciadores J-pth1 y J-pth2 fueron las siguientes.  

Cuadro 4. Programa del termociclador para los iniciadores J-pth3 y Iniciador J-pth4. 

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos 
 

Desnaturalización inicial 95 °C 15 min 1 

Desnaturalización 95 °C 15 s  
40 

Hibridación 60 °C 1 min 

Mientras que para la detección de Acidovorax citrulli a partir del DNA extraído de melón se 

verificó su amplificación con los iniciadores 2549 (GAGTCTACGAGGTTGTT) y 2550 

(GACCCTACGAAAGCTAG) sonda 2551-P (FAM-TGCAQCCCT/ZEN/TCA TTC ACG), bajo la 

mezcla de reacción mostrada en el Cuadro 5 y las condiciones de amplificación fueron las que 

se señalan en el Cuadro 6.  
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Cuadro 5. Preparación de la mezcla de reacción para Acidovorax citrulli.  

Reactivos Concentración inicial Concentración 
final 

Volumen (µL) 

Buffer PCR 10X 1X 2.2 
MgCl2 50 mM 4 mM 1.76 
dNTP 10 mM 0.3 mM 0.6 
Iniciador  2549 10 µM 0.3 µM 0.6 
Iniciador 2550 10 µM 0.3 µM 0.6 
Sonda 2551 10 µM 0.04 µM 0.1 
Taq DNA Pol 5 U/µL 0.09 U/µL 0.4 
DNA 20 - 50 ng/µL 3.64 - 9 ng/µL 4 
Agua grado biología molecular - - 11.74 
 Volumen final  22 

 

Cuadro 6. Programa del termociclador para los iniciadores 2549 y 2550. 

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización inicial 
95 °C 10 min 1 

Desnaturalización 95 °C 15 s 40 

Hibridación 60 °C 45 S 

5.5. Análisis estadísticos de datos 

Se hizo un análisis ANOVA de un solo factor con P<0.05, independiente para determinar si 

existen diferencias estadísticamente significativas entre los métodos de extracción respecto a 

los criterios de: concentración de DNA, relaciones A260/280 y A260/230. De la misma forma se 

ejecutó una comparación múltiple de medias con Tukey p<0.05 mediante el paquete estadístico 

OriginPro.  
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.1 Verificación de la calidad del DNA 

6.1.1 Verificación de la cantidad y calidad del DNA mediante espectrofotometría 

A continuación, se muestra la media y desviación estándar para las matrices trabajadas, así como los protocolos evaluados.  

Cuadro 7. Valores promedio para la concentración y pureza obtenidos con los protocolos de extracción de DNA. 

 
Cultivo  

 
Protocolo de extracción 

Concentración 
(ng/ µL) 

Pureza 

A260/280 A260/230 

μ s μ s μ s 

Limón  CTAB 2 % 1038.26 504.31 1.71 0.17 1.48 0.24 

DNeasy Plant mini kit 33.53 4.94 1.77 0.09 1.18 0.17 

Vivantis GF-1  77.54 30.80 1.79 0.13 0.12 0.08 

Wizard® HMW DNA Extraction Kit 303.68 76.29 1.44 0.02 0.69 0.04 

Melón  CTAB 2 % 540.23 953.11 1.87 0.20 1.90 0.25 

DNeasy plant mini 
 kit  

9.70 15.96 1.34 4.95 -0.08 0.95 

Vivantis GF-1  96.09 30.63 2.18 0.19 0.17 0.07 

Wizard® HMW DNA Extraction Kit 69.01  10.63 1.25 0.04 0.51 0.04 
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Cultivo  

 
Protocolo de extracción 

Concentración 
(ng/ µL) 

Pureza 

A260/280 A260/230 

μ s μ s μ s 

Frijol CTAB 2 % 40.21 20.27 1.42 0.03 1.44 0.18 

DNeasy plant mini kit  40.21 20.27 1.25 0.12 4.12 8.92 

Vivantis GF-1  49.63 17.87 7.59 2.66 1.07 0.89 

Wizard® HMW DNA Extraction Kit 560.15 86.23 1.11 0.07 0.40 0.20 
 
 

Plátano  CTAB 2 % 27.06 4.53 2.10 0.07 1.90 0.18 

DNeasy plant mini kit  18.80 28.44 1.63 0.11 1.71 0.82 

Vivantis GF-1  7.23 3.08 25.05 21.34 1.03 2.87 

Wizard® HMW DNA Extraction Kit 51.21 26.57 3.64 4.87 0.56 
 
 
 

0.27 

Papa  CTAB 2 % 463.25 128.10 1.97 0.02 2.18 0.19 

DNeasy plant mini kit  17.56 18.89 2.01 0.12 2.12 0.33 

Vivantis GF-1  71.95 11.61 2.23 0.18 0.26 0.25 

Plant DNAzol®  449.90 104.73 1.64 0.11 0.34 0.22 

Nota: μ=media, s= desviación estándar. 
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Se pudo observar con base en los resultados del análisis de la varianza (ANOVA). Primeramente, los 

protocolos empleados en las muestras de limón se obtuvieron que la concentración CTAB 2 % es 

estadísticamente diferente, en la relación A260/280 Wizard® HMW DNA Extraction Kit, aunque la 

media es inferior a 1.6, lo cual indica que no se encuentra dentro de los valores aceptables. En la 

relación A260/230 todos son distintos, sin embargo, para efectos de pureza los kits Vivantis GF-1 y 

Wizard® HMW DNA Extraction Kit mantienen valores de absorbancia menores a 1.0 (Cuadro 8).  

Por otra parte, para la concentración de DNA en semillas de melón ningún protocolo resultó distinto, 

en la relación A260/280 no mostró diferencias significativas, sin embargo, se puede distinguir que los 

valores de interés (1.80-2.0) se encuentran con el kit Vivantis GF-1 y, en cambio con DNeasy plant 

mini kit se obtuvieron valores menores a 1. En contraste CTAB 2% fue estadísticamente significativo 

para la relación A260/280 con niveles entre 1.5 y 2.0. 

Con relación a las muestras de frijol, se obtuvo que hay significancia para las tres variables; Wizard® 

HMW DNA Extraction Kit registró mayor rendimiento en la concentración con valores mayores 450 

ng/ µL, para el resto de los métodos se obtuvieron datos menores a los 100 ng/ µL. Vivantis GF-1 es 

significativo para la relación A260/280 y DNeasy plant mini kit en la relación A260/230. 

Asimismo, en el caso de plátano se tiene que CTAB 2 % y Wizard® HMW tienen similitudes de la 

misma manera DNeasy plant mini kit y Vivantis GF-1 muestran afinidad, pero con diferencia 

significativa a los otros dos protocolos En tanto la relación A260/280 el kit Vivantis GF-1 es 

estadísticamente distinto respecto a los otros métodos. 

En cuanto a la extracción del DNA a partir de tubérculos de papa se registró mayor recuperación de 

DNA en dos grupos; el primero CTAB 2 % y Plant DNAzol®, el segundo DNeasy plant mini kit y 

Vivantis GF-1, de manera que los primeros indican tener medias similares entre sí, pero distintas a 

los otros dos métodos. En la variable de A260/280 Vivantis GF-1 y Plant DNAzol® son 

significativamente diferentes al resto y entre sí, para la relación A260/280 estos dos últimos kits 

muestran similitudes entre sí, del mismo modo CTAB 2 % y DNeasy plant mini kit son similares 

entre sí, pero diferentes entre los otros dos métodos.
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Cuadro 8. Prueba Tukey para la concentración y pureza obtenidos con los protocolos de extracción de DNA. 

Cultivo Protocolo de 
extracción 

Concentración del DNA Relación A260/280 Relación A260/230 

Media Grupos Media Grupos Media Grupos 

Limón  CTAB 2 % 1038.26 A  1.71 A   1.48 A    

DNeasy plant mini kit  33.53  B 1.77 A   1.18  B   

Vivantis GF-1 77.54  B 1.79 A   0.12   D  

Wizard® HMW DNA 
Extraction Kit 

303.68  B 1.44  B  0.69    C 

Melón  CTAB 2 % 540.23 A  1.87 A   1.90 A    

DNeasy plant mini 
kit 

9.70 A  1.34 A   -0.08  B   

Vivantis GF-1 96.09 A  2.18 A   0.17  B   

Wizard® HMW 
DNA Extraction 

Kit 

69.01 A  1.25 A   0.51  B   

Frijol  CTAB 2 % 40.21 B  1.42 B   1.44 A    

DNeasy plant mini 
kit  

40.21 B  1.25 B   4.12 A    

Vivantis GF-1  49.63 B  7.59  A  1.07 A    

Wizard® HMW 
DNA Extraction Kit 

 
 
 

560.15  A 1.11 B   0.40 A    
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Cultivo Protocolo de 
extracción 

Concentración del DNA Relación A260/280 Relación A260/230 

Media Grupos Media Grupos Media Grupos 

 

Plátano  CTAB 2 % 27.06 A  2.10  B  1.90 A    

DNeasy plant mini 
kit  

18.80  B 1.63  B  1.71 A    

Vivantis GF-1  7.23  B 25.05 A   1.03 A    

Wizard® HMW 
DNA Extraction Kit 

51.21 A  3.64  B  0.56 A    

Papa  CTAB 2 % 463.25 A   1.97   B   2.18 A     

DNeasy plant mini 
kit  

17.56   B 2.01   B   2.12 A     

Vivantis GF-1  71.95   B 2.23 A     0.26   B   

Plant DNAzol®  449.90 A   1.64     C 0.34   B   

Nota: Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Prueba Tukey= 0.05).
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6.1.2 Verificación de la integridad del DNA mediante electroforesis en gel de agarosa 

En la verificación de la integridad del DNA con el gel de agarosa al 1.8% se obtuvo lo siguiente; 

en las muestras con tejido foliar de limón existieron similitudes cualitativas entre los métodos; 

CTAB 2% (Figura 2) y Vivantis GF-1 (Figura 4) siendo clase 5, en cuanto a DNeasy plant 

mini kit obtuvo la clase 4 (Figura 3) y Wizard® HMW DNA Extraction Kit (Figura 5) se 

observan bandas que migran al final del gel por lo tanto obtuvieron una clase 4. 

 

Existen factores que influyen directamente en la cantidad, calidad e integridad del DNA 

extraído, una de ellas es la matriz que se está trabajando; en tejidos foliares jóvenes se concentra 

mayor cantidad de DNA y el uso de métodos convencionales como CTAB 2 % resulta factible. 

No obstante, las relaciones A260/280 y A260/230 se ven afectadas, de acuerdo con el Banco Nacional 

de ADN (2020) para la primera relación valores entre 1.6 - 1.7 aún son aceptables, 

comprometiéndose su integridad cuando los valores son menores a 1.6. Con DNeasy plant mini 

kit se emplean columnas que disminuyen el riesgo de contaminantes y por consecuencia la 

integridad del DNA es homogéneo.  

En cuanto a la integridad del DNA obtenido a partir de semillas de melón, con CTAB 2 % 

(Figura 6) tuvo bandas que migraron al final del gel, por ello adquiere una clase 4 al igual que 

DNeasy plant mini kit (Figura 7), con el kit Vivantis GF-1 no se logran observar bandas lo que 

corresponde a la clase 5 (Figura 8). Siendo Wizard® HMW DNA Extraction Kit el que obtuvo 

bandas limpias y visibles (Figura 9). 

 

Los protocolos de extracción en semillas deben asegurar que la cantidad de almidones y 

polifenoles sea baja ya que durante el proceso suelen precipitarse y contaminar. El almidón es 
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considerado como la sustancia de mayor importancia debido a su función de reserva energética, 

en semillas de melón se concentra gran cantidad de este tipo de glúcidos (Meisel et al. 2005; 

Pérez, 2003). Wizard® HMW DNA Extraction Kit proporciona en promedio 69.01 ng/µL e 

integridad de clase 1 lo cual supone menos inhibidores para su posterior uso.  

Por lo que refiere a las muestras de semillas de frijol la integridad tuvo mayor homogeneidad; 

tres métodos obtuvieron la clase 1; DNeasy plant mini kit (Figura 11), Vivantis GF-1 (Figura 

12) y Wizard® HMW DNA Extraction Kit (Figura 13). No así con el método CTAB 2 % que 

fue de clase 4 (Figura 10). 

 

Las semillas de frijol son consideradas altos en polisacáridos en su pared celular; su testa está 

compuesta por metabolitos secundarios, presenta hasta un 65% de polisacáridos celulósicos 

estructurales y llegan a concentrar un 1.9 % de lignina (Mex-Álvarez et al., 2021; Serrano, 

2004) lo cual influye directamente en la permeabilidad de la testa, comprometiendo la 

efectividad de los buffer de lisis, lo anterior puede contrarrestarse con aquellos protocolos que 
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proporcionen cantidades mayores a los 400 µL de buffer y con al menos un periodo de 

incubación no menor a 10 minutos.  

Los métodos para la extracción de DNA a partir de pseudotallo y cormo de plátano muestran 

baja integridad, para CTAB 2 % (Figura 14), DNeasy plant mini kit (Figura 15) y Vivantis 

GF-1 (Figura 16). Nuevamente el kit Wizard® HMW DNA Extraction Kit mostró mejores 

bandas, aunque estas no se encuentran a la misma altura de manera que es una clase 2 (Figura 

17). 

Se ha reportado que el pseudotallo del plátano es considerado como un tejido alto en celulosa, 

hemicelulosa y almidón, lo cual dificulta el funcionamiento de agentes químicos (Carchi, 2014) 

y las probabilidades de que las muestras se contaminen con ARN son mayores, por ello lo ideal 

es la utilización de ARNasa; Wizard® HMW DNA Extraction Kit incluye este tipo de enzimas 

favoreciendo la integridad del DNA.  

En la integridad del DNA obtenido a partir de tubérculos de papa se aprecian similitudes entre 

CTAB 2 % (Figura 18), DNeasy plant mini kit (Figura 19) y Vivantis GF-1 (Figura 20); 

bandas claramente visibles y sin estar borrosas o con estela, siendo características de la clase 1. 

Sólo con el kit Plant DNAzol® no se observaron bandas (Figura 21).  



23 
 

 

6.1.3 Verificación de la integridad del DNA por amplificación por PCR  

A fin de corroborar la calidad e integridad del DNA extraído de las muestras de frijol, plátano 

y tubérculo de papa se procedió a realizar la prueba de PCR con un control o gen endógeno; 

amplificando el gen ribosomal 16S, con los iniciadores 16S1 

(TGAGAATGGATAAGAGGCTC) y 16S2 (TGTTGTTCCCCTCCCAAGGG).  

Obteniéndose que para las muestras de frijol el método CTAB 2 % mostró mejores resultados 

(Figura 22) y Vivantis GF-1 se obtuvo tres muestras (Figura 24). No así para DNeasy plant 

mini kit (Figura 23) y Wizard® HMW DNA Extraction Kit (Figura 25) no se observó 

amplificación de gen endógeno. 
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En cuanto a la amplificación de la región 16S del DNA extraído de muestras de plátano con 

CTAB 2 % ocho muestras fueron positivas (Figura 26), con el kit Vivantis tres muestras 

resultaron positivas (Figura 28). 

Respecto a las muestras de DNA obtenido a partir de papa este tuvo mayor homogeneidad con 

CTAB 2 %, con el que las ocho muestras amplificaron (Figura 30), el kit DNeasy plant mini 

kit también permitió la amplificación de ocho muestras (Figura 31), Vivantis GF-1 y Wizard® 

HMW DNA Extraction Kit siete muestras mostraron amplificación (Figura 32 y 33). 

6.2 PCR tiempo real  

6.2.1 PCR tiempo real para la detección de Xanthomonas citri subsp. citri 

Considerando que las muestras de tejido foliar de limón mostraron sintomatología asociada a 

X. citri subsp. Citri, se procedió a realizar la técnica qPCR para analizar la amplificación y la 

detección de la bacteria.  

Se pudo observar que las muestras en que se consideraron positivas alcanzaron los valores 15 

≤ 35 (Figura 34). 
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6.2.2 PCR tiempo real para la detección de Acidovorax citrulli 

Por otra parte, las semillas de melón utilizadas se encontraban inoculadas con A. citrulli y en 

las por consiguiente se realizó qPCR para la detección de muestras positivas, de igual manera 

en la misma reacción el DNA de interés. 

Como resultado de la qPCR para A. citrulli se consideró como un resultado positivo aquellos 

valores 15 ≤ 35 (Figura 35).  

 

 

 

 

  

Figura 35. Curva de cuantificación para la detección de Acidovorax citrulli. 
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VII. CONCLUSIÓN 

La cantidad y calidad de los ácidos nucleicos determinan su efectividad para ser usadas en las 

distintas metodologías moleculares.  

Se concluye que, para tejidos foliares de limón, se recomienda utilizar DNeasy Plant Mini Kit, 

en semillas de melón y frijol Wizard® HMW DNA Extraction Kit al igual que para plátano. 

Por el contrario, para papa el protocolo idóneo es CTAB al 2 %. Lo anterior basado en la 

calidad, cantidad e integridad del DNA obtenido. 

Se recomienda considerar que el método a utilizar está en función a la muestra que se desee 

trabajar; no solo la cantidad recuperada de DNA, sino también los valores de absorbancia 

A260/280 y A260/230 a fin de que sea apto para su utilización en pruebas moleculares.  
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