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INTRODUCCION

La presencia de escarabajos conocidos como "ambrosiales", pertenecientes a la familia
Curculionidae (Coleoptera), es de suma importancia en la ecologia forestal y la agricultura
global. Con aproximadamente 30 géneros y 1,200 especies, estos insectos se distribuyen
ampliamente en los bosques del mundo, con una mayor diversidad en las regiones
tropicales. En Estados Unidos de Norteamérica, se ha registrado la presencia de numerosas
especies invasivas de escarabajos ambrosiales (Cognato et al., 2011).

La relevancia de estos escarabajos radica en su capacidad para dafar varias especies de
plantas lefosas de la familia Lauraceae, causando la muerte de ramas, tallos e incluso de
todo el hospedero. Este dafio estd asociado a una simbiosis con hongos fitopatégenos
(Crane y Pefia, 2008), lo que agrega complejidad a su impacto en los ecosistemas y la
agricultura.

En el contexto especifico de México, las especies Xyleborus glabratus Eichhoff y
Euwallacea sp. Eichhoff, miembros de la familia Curculionidae, representan un grave
riesgo debido a su papel como vectores de hongos fitopatdgenos como Raffaelea lauricola
y Fusarium euwallaceae, responsables de la enfermedad de la marchitez. Esta
enfermedad, de importancia cuarentenaria, amenaza la produccién de aguacate en el pais,
un cultivo de importancia econdmica y exportacion global (SENASICA, 2020a; SENASICA,
2020b; SIAP, 2021).

En México, para prevenir la introduccion y establecimiento de estas especies, es crucial
contar con métodos de identificacion especificos y efectivos. La biologia molecular ofrece
herramientas precisas para identificar insectos en diferentes etapas de su ciclo de vida. Por
tanto, este Proyecto de Servicio Social se enfocé en comparar cuatro métodos de
extraccion de ADN para los escarabajos ambrosiales Euwallacea kuroshio Eichhoff y
Xylosandrus compactus Eichhoff (Curculionidae), con la intenciéon de evaluar las
metodologias mas eficaces. El objetivo principal es garantizar la obtencion de ADN con
caracteristicas 6ptimas para su uso en aplicaciones como la PCR o clonacion.

Este proyecto se llevé a cabo en el Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria (CNRF) del
SENASICA, ubicado en Tecamac de Felipe Villanueva, Méx. La misién del CNRF es proteger
la agricultura nacional mediante la aplicacién de medidas de sanidad, inocuidad y calidad
agroalimentaria, contribuyendo asi a la seguridad alimentaria y al desarrollo de las cadenas
productivas. En consonancia con su vision, el SENASICA busca ser reconocido nacional e
internacionalmente como un generador de valor para la sociedad a través de la mejora
continua de sus plataformas técnico-cientificas y administrativas, facilitando el comercio
agroalimentario y el abasto nacional.



OBJETIVOS
Objetivo general

e Comparar cuatro métodos de extraccion de ADN en ejemplares de
escarabajos ambrosiales

Objetivos especificos
e Determinar la concentracién y la pureza del ADN de las muestras de

escarabajos ambrosiales mediante espectrofotometria.
e Seleccionar el mejor método de extraccion de ADN para muestras de

escarabajos ambrosiales.
e Amplificar el ADN obtenido con primers generales correspondientes a la
region mitocondrial COI

Metodologia utilizada

Método de extraccion: Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico (25:24:1)
Esta metodologia permite extraer el ADN con el uso de fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (25:24:1). Su fundamento es obtener dos fases, las cuales son: una fase acuosa
y otra organica, donde la fase acuosa contiene los acidos nucleicos y la otra fase
contiene residuos organicos (Red Bidbancos, 2011).

Este método puede adaptarse para la extraccién de ADN de escarabajos ambrosiales,
porque se rompen las células utilizando fenol:.cloroformo:alcohol isoamilico, seguido
de pasos de precipitacion del ADN y lavados con alcohol al 70 %.

Metodologia de extraccion: Fenol: Cloroformo: Alcohol Isoamilico (25:24:1)

1. Secar a Tams (15 °C- 25 °C) por 5 min en papel absorbente estéril las muestras
gue se encuentren en alcohol.

2. Colocar un ejemplar (sin alcohol) en una MP Biomedicals™ Matriz de lisis D
N422420 y agregar 300 ulL de HO.

3. Macerar a 5 m/s por 60 s en un disruptor mecanico.

4. Centrifugar por 1 min a 5 000 RCF.

5. Transferir 250 pyL a un tubo nuevo de 1.5 mL o 2 mL y agregar 25 uL de
Proteinasa K (20 mg/mL) e incubar a 56 °C por 10 min con una agitacién de 700
rom.

6. Agregar 220 plL de solucion de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1),
homogenizar por inversién por 5 min y centrifugar por 5 min a 15 000 RCF.

7. Transferir cuidadosamente la fase acuosa a un nuevo microtubo de1.5mL o
2mL.

8. Mezclar con un volumen de cloroformo y dar un vértex de 10 s.

9. Centrifugar a 10 000 RCF durante 5 min.

10. Tomar la fase acuosa y colocar en un tubo limpio de 1.5 mL o0 2 mL, adicionar
un volumen de isopropanol frio (-20 °C) y mezclar con voértex por 10 s.

1. Incubar a —20 °C durante 60 min.

12. Centrifugar a 15 000 RCF durante 5 min y decantar posteriormente.

13. Lavar con 500 yL de etanol al 70 % y mezclar con vortex por 10 s.
14.Centrifugar a 15 000 RCF durante 5 min.

15. Decantar el etanol y repetir todo desde el paso 13.

16. Secar la pastilla con un concentrador de ADN por 20 min a 37 °C.

17. Resuspender el ADN en 50 uL de H,O grado biologia molecular, previamente
calentado a 70 °C.

18. Proceder a la verificacion de cantidad y calidad de ADN.

19.Guardar a -20°C o a 4 °C.



Método de extracciéon: CTAB 2 %
El CTAB (Bromuro de cetiltrimetilamonio) es un detergente catidnico, que se utiliza
para la extraccion de ADN, es un compuesto antiséptico tépico cetrimide, que se usa
en forma de buffer (Probiotek, s.f). Tiene la propiedad de poder precipitar los acidos
nucleicos y los polisacaridos acidos en soluciones de baja concentraciéon iénica, para
obtener grandes cantidades de ADN.

La metodologia de CTAB 2 % se puede adaptar a diferentes matrices, donde se pueden
agregar o quitar pasos para mejorar la eficiencia de extracciéon, por lo que es una
metodologia que se considera para muestras de escarabajos ambrosiales.

Metodologia de extraccién: CTAB 2%

1. Secar el gjemplar a Tams (15 °C- 25 °C) por 5 min en papel absorbente

estéril las muestras que se encuentren en alcohol.

Colocar un ejemplar (sin alcohol), en una MP Biomedicals™ Matriz de lisis

D 11422420y agregar 300 uL de H,0.

Macerar a 5 m/s por 60 s en un disruptor mecanico.

Centrifugar por 1min a 15 000 RCF.

Tomar 250 pL del macerado y depositarlo a un tubo estérilde 1.502 mL.

Agregar 600 uL de Buffer CTAB 2 % y 30 uL de solucién de SDS 10 % al

tubo con el ejemplar macerado y realizar un vértex por 10 s.

Incubar los tubos con las muestras a 65 °C durante 30 min.

Colocar los tubos en hielo por 2 min y agregar 500 pL de cloroformo:

alcohol isoamilico (24:1) y mezclar por inversion por 5 min.

. Centrifugar a 10 000 RCF por 10 min.

10. Transferir 400-700 L del sobrenadante a un tubo limpio estéril de 1.5 0
2 mL.

1. Agregar un volumen de isopropanol del volumen recuperado del paso
anterior y realizar un vortex de 10 s e incubar por 70 min a -20°C.

12. Centrifugar a 13 000 RCF por 15 min.

13. Decantar el sobrenadante.

14. Lavar la pastilla formada con 500 pyL con etanol al 70 % y realizar un
vortex de 10 s.

15. Centrifugar a 13 000 RCF por 5 min y decantar.

16. Repetir el procedimiento desde el paso 14 y decantar.

17. Secar la pastilla con un concentrador de ADN por 20 min a 37 °C.

18. Disolver en 50 pL de H,O grado biologia molecular, previamente
calentada a 70 °C.

19. Proceder a la verificacion de cantidad y calidad de ADN.
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Qiagen “DNeasy® Blood & Tissue (No. Cat: 69506)”
Es un kit comercial que ofrece la extraccion de ADN por medio del uso de columnas
y en menor tiempo a comparacién con las metodologias tradicionales. Los reactivos
gue se usan son diferentes al fenol y cloroformo, ademas se usa la proteinasa K, la cual
permite degradar las proteinas que se encuentran en la muestra. Qiagen asegura que
estos protocolos garantizan una extracciéon homogénea de ADN y de alta calidad
(Qiagen, s.f).

Metodologia de extraccion: Qiagen “DNeasy® Blood & Tissue (No. Cat:
69506)"

1. Secar a Tams (15 °C- 25 °C) por 5 min en papel absorbente estéril las muestras
gue se encuentren en alcohol.

2. Colocar un solo ejemplar en una matriz de lisado nueva (MP Biomedicals™
Matriz de lisis D 11422420), agregar 300 uyL de H,O estéril, cerrar



herméticamente los viales y macerar a 5 m/s por 60 s, en un disruptor
mecanico.

3. Centrifugar por 1 min a 5000 RCF.

4, Tomar 250 uL del lisado y colocar en un tubo de 1.5 mL o 2 mL, anadir 25 yL
de Proteinasa K (20 mg/mL) y 200 uL de Buffer AL (sin etanol afadido). Mezclar
bien mediante agitacion con vértex por 10 s e incubar a 56 °C durante 10 min en
el bafio maria y/o termomixer.

Nota: asegurese de que no se haya agregado etanol al Buffer AL. Es fundamental
gue la muestray el Buffer AL se mezcle de forma inmediatay completa mediante
agitacion con vortex o pipeteado para obtener una solucién homogénea.

5. Agregar 200 pL de etanol (96 % — 100 %) a la muestra y mezclar en vortex por
10 s e incubar por 1 min a Tams (15 °C- 25 °C).

Nota: es importante que la muestra y el etanol se mezclen bien para obtener una
solucion homogénea.

6. Tomar 650 yL de la mezcla del paso 5 (incluido cualquier precipitado) y
depositar en una columna DNeasy Mini Spin junto con su tubo de recoleccion
de 2 mL (incluido), centrifugar a 8 000 RCF durante 1 min. Desechar el
sobrenadante y el tubo recoleccién.

7. Colocar la columna DNeasy Mini Spin en un tubo de recoleccién nuevo de 2
mL (incluido), agregar 500 pL de Buffer AW1y centrifugar durante 1 min a 8 000
RCF. Desechar el sobrenadante y el tubo de recoleccion.

8. Colocar la columna DNeasy Mini Spin en un nuevo tubo de recoleccion de 2
mL (incluido), agregar 500 uL de Buffer AW2 y centrifugar durante 2 min a 14
000 RCF. Desechar el sobrenadante. Colocar la columna en el tubo de
recoleccion y centrifugar durante 1 min a 14 000 RCF para secar
completamente la membrana. Desechar el sobrenadante y el tubo de
recoleccion.

Nota: si se produce un arrastre de etanol, vacie el tubo de recoleccidon, luego
reutilicelo en otro paso de centrifugacion durante 1 min a 14 000 RCF.

9. Colocar la columna DNeasy Mini Spin en un tubo de microcentrifuga limpio
del5mLo2mL (noincluido)y colocar 50 uL de Buffer AE,a 56 °C, directamente
sobre la membrana DNeasy Mini Spin. Incubar a T.w (15 °C- 25 °C) durante 2 min
y luego centrifugar durante 2 min a 8 000 RCF para eluir.

10.Repetir la elucidon una vez como se describe en el paso 9 con el volumen
eluido (50 ulL).

11. Proceder a la verificaciéon de cantidad y calidad de ADN.

12. Almacenar el ADN a -20 °C o0 4 °C.

E.Z.N.A.® “Tissue DNA (No. Cat: D3396-02)"
Es un kit comercial que propone un protocolo de extraccion de ADN sencillo y en
corto tiempo. La extraccion se puede realizar en menos de 30 min donde se realiza la
lisis celular y se utilizan columnas (EZNA, s.f).

Metodologia de extracciéon: E.Z.N.A.® “Tissue DNA (No. Cat: D3396-02)"”

Secar a T.mspoOr 5 min en papel absorbente estéril las muestras que se encuentren
en alcohol.

2. Colocar un solo ejemplar (sin alcohol) en una matriz de MP Biomedicals™ Matriz de
lisis D 11422420, agregar 300 pL de TL Buffer, cerrar herméticamente los viales y
macerar a 5 m/s por 60 s en un disruptor mecanico.
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Centrifugar por 1 min a 15 000 RCF.

Recuperar toda la muestra (incluyendo burbujas) en un tubo estéril de 2 mL y
agregar 25 yL de OB Protease Solution e incubar a 60 °C por 10 min en un
termobloque.

a. Nota: En este paso, hay que programar el termoblogue a 70 °C.

Dejar enfriar por 2 min.

Agregar 500 ulL de BL Buffery adicionar 2 L de RNasa A (100 mg/ml).
Mezclar con vortex durante 10 s.

Incubar a 70 °C por 10 min.

Dejar enfriar a Tams (15 °C- 25 °C) por 2 min.

. Agregar 500 pL de isopropanol frio (-20°C) y mezclar en un voértex por 10 s.

Insertar la HiBind DNA Mini Column en un tubo recolector de 2 mL.

. Transferir 750 pyL del paso anterior a la HiBind DNA Mini Column.
. Centrifugar a 8 000 RCF por 1 min.
. Decantar el filtrado y reusar el tubo recolector. Repetir este paso con el resto de la

muestra.

Transferir la columna HiBind DNA Mini a un nuevo tubo colector de 2 mL.

Agregar 500 uL de HBC Buffer.

Centrifugar a 8 000 RCF por 60 s.

Decantar el filtrado y reusar el tubo recolector.

Agregar 700 uL de DNA Wash Buffer.

Centrifugar a 8 000 RCF por 60 s.

Decantar el filtrado y reusar el tubo recolector.

Repetir del paso 19 al 21 para hacer un segundo lavado con 500 uL de DNA Wash
Buffer.

Centrifugar la HiBind DNA Mini Column a 12 000 RCF por 2 min para secar.
Transferir la HiBind DNA Mini Column en un tubo de microcentrifuga libre de
nucleasasde 1.5 mL o 2 mL.

Agregar 50 pL de Elution Buffer previamente calentado a 70 °C.

Incubar a Tams (15 °C- 25 °C) por 2 min.

Centrifugar a 8 000 RCF por 2 min.5

Repetir la elucion una vez como se describe en los pasos 26 al 27 con el volumen
eluido (50 ul).

Proceder a la verificacidén de cantidad y calidad de ADN.

Almacenar el ADN a -20 °C 0 4 °C.

ACTIVIDADES REALIZADAS

Noviembre, de 2023

Se

realizé una visita al laboratorio de biologia molecular, del Centro Nacional de

Referencia Fitosanitaria (CNRF), para reconocer la organizacién y areas que integran el
Laboratorio. Ademas, se recibié capacitacion para el manejoy uso del equipo con él cual
se llevé a cabo la metodologia del Proyecto Servicio Social.

Se efectuaron algunas extracciones de ADN de diversas muestras, como: tejido vegetal,
semillas e insectos, con el objetivo de determinar la eficacia de distintas metodologias
para la extraccién de ADN.



De muestras de Euwallacea kuroshio Eichhoff (Curculionidae), se extrajo el ADN,
utilizando cuatro metodologias diferentes, incluyendo kits comerciales y solventes
organicos.

Se elabord una base de datos para el registro de los resultados de la primera evaluacion
de extraccion de ADN de los escarabajos ambrosiales E. kuroshio

Se asistié al curso de capacitacidn en el uso de micropipetas, que incluyd el
conocimiento de sus componentes, la técnica adecuada para manipular diferentes
liguidos, asi como el proceso de calibracion.

Diciembre, de 2023

Se concluyé la capacitacion sobre la preparacion del MIX (mezcla de reaccién para la
PCR) y la funcién de cada componente del mismoy se llevé a cabo PCR punto final.

Se finalizé capacitacion y asesoria para acceder al drea de electroforesis y saber el
manejoy el uso del bromuro de etidio, en donde se requiere una precaucion adicional;
gue es necesaria para la preparacion de geles de agarosa. Estos geles se utilizaron con
muestras extraidas en noviembre del 2023, incluyendo tejido vegetal, semillas y partes
del cuerpo de insectos, con el propédsito de detectar la amplificacién de las muestras.

Enero, de 2024

Se realizd una segunda evaluacion utilizando muestras de escarabajo de la especie E.
kuroshio ajustando volumenes y tiempos de acuerdo con las metodologias de
extracciéon de ADN.

Recopilacion de los resultados en una base de datos, para su posterior comparacion.

Se llenaron cajas con puntas de 10 pL, 200 uL y 1000 uL.

Febrero, de 2024

Se analizaron los resultados, con la finalidad de identificar el método mas apropiado y
la metodologia o6ptima para el siguiente estudio del espécimen Xylosandrus
compactus Eichhoff (Curculionidae) en sus tres fases de desarrollo: larva, pupa y adulto.

Empleando el método seleccionado para la extraccion de ADN de X. compactus en los
adultos, se llevé a cabo la primera evaluacién, siguiendo los procedimientos
establecidos en la metodologia.

Se documentaron los resultados de la primera evaluacion.

Mediante el uso de autoclave se esterilizé el material de laboratorio utilizado para la
extraccion de ADN.

El 15 de febrero del 2024 se asistid y apoyd en el curso realizado en el Centro Nacional
de Referencia Fitosanitaria (CNRF) en el SENASCIA sobre Schitocerca spp., abordando
aspectos generales del insecto hasta la extraccién de ADN con CTAB al 2%, concluyendo
con una PCR en tiempo real (QPCR)

Se llevd a cabo una evaluacion del almacenamiento de ADN de E. kuroshio bajo
diferentes condiciones de temperatura (-20°C y 4°C).



Se realizd la primera evaluacion periédica de la calidad del ADN y se registraron los
resultados obtenidos.

Marzo, de 2024

Se hizo un PCR punto final utilizando el ADN extraido de E. kuroshio seguido de la
visualizaciéon de la amplificaciéon mediante un gel de agarosa al 1% utilizando los primers
generales LCO/HCO.

En la base de datos, se registraron los resultados de las muestras que mostraron
amplificacion para su evaluacion final.

Se verificaron las certificaciones de calibracion de las micropipetas utilizadas.

Se realizé una segunda extraccidn de ADN de muestras de adultos de X. compactus,
modificando los volumenes segun la metodologia.

Extraccién de ADN en larvas de X. compactus, primera extraccidén se documentaron los
resultados obtenidos.

Se llevd a cabo otra extraccién de ADN de pupas de X. compactus utilizando la
metodologia estandar sin modificarla.

Para atender los objetivos del Proyecto de Servicio Social, se realizd la extraccion de
ADN en todas las etapas del ciclo bioldgico de X. compactus: larvas pupas y adultos; en
donde se evalud la maceracion mediante el uso de un taladro y un pistilo en
comparacién con una matriz D, con el objetivo de observar posibles diferencias en los
resultados.

Se realizd la segunda evaluacion del almacenamiento de ADN de E kuroshio bajo
diferentes condiciones de temperatura (-20°C y 4°C), y se registraron los datos
correspondientes.

Abril, de 2024

Una PCR punto final fue realizada utilizando todas las muestras de ADN de X
compactus, utilizando los primers LCO/HCO.

Se prepard un gel de agarosa al 1% para visualizar las amplificaciones de X. compactus
en sus diferentes etapas de desarrollo: larva, pupa y adulto.

Los resultados fueron registrados en la base de datos para su posterior comparacion.
Se llevd a cabo la ultima evaluacidn del almacenamiento de ADN bajo diversas
condiciones de temperatura (-20°C y 4°C) para E. kuroshio, los datos obtenidos fueron
registrados.

Se recopilaron los datos para elaborar el informe final del servicio social y se prepard
una presentacion en PowerPoint para su entrega al Coordinador del Laboratorio de
Biologia Molecular.



Metas alcanzadas

e Meta: Comparar cuatro métodos de extraccion de ADN en ejemplares de
escarabajos ambrosiales

Se evaluaron los cuatro métodos de extraccién. Meta alcanzada:

Mediante espectrometria, se determind el método mas eficiente para la extracciéon de ADN
de los escarabajos ambrosiales Euwallacea kuroshio Eichhoff y Xylosandrus compactus
Eichhoff, (Curculionidae). Este analisis permitié identificar la técnica éptima para obtener
muestras de alta calidad genética de ambas especies, lo que resulta crucial para futuras
investigaciones y estudios relacionados con su biologia y genética.

Para la extraccidon de ADN, se optd por el método de E.Z.N.A.® "Tissue DNA (No. Cat: D3396-
02)", el cual demostré ser altamente eficiente para ambas especies de escarabajos
ambrosiales Euwallacea kuroshio Eichhoff y Xylosandrus compactus Eichhoff
(Curculionidae). Ademas, en el caso especifico de Xylosandrus compactus Eichhoff
(Curculionidae), se realizaron pruebas con diferentes estadios de la especie, incluyendo
larva, pupa y adulto y se evalué la efectividad del método en cada etapa del ciclo de vida.

Se logré una exitosa amplificacion utilizando los primers (HCO/LCO) generales
correspondientes a la regidn mitocondrial COIl. La visualizacion de los productos
amplificados se llevd a cabo mediante un gel de agarosa al 1% con 2 pyL de bromuro de
etidio, el cual se sometid a una electroforesis durante 40 minutos a 90 V. Se realizaron tres
réplicas de cada muestra, asi como del control positivo (+), Non-Template Control (NTC) y
un control negativo (-). Es importante destacar que todas las muestras de ambas especies
presentaron amplificacion exitosa, lo que confirma la eficacia del proceso y la viabilidad de
utilizar estos primers para futuros analisis y estudios relacionados con la regién COl en estas
especies de escarabajos ambrosiales.

Resultados y conclusion

Los resultados para Qiagen "DNeasy® Blood & Tissue (No. Cat: 69506)" fueron los siguientes
para Euwallacea kuroshio Eichhoff (Curculionidae):

No. Nombre Clave | Estado Peso oNA] Azeop280 | Azeo/2z0 | Observaciones
(mg) ng/uL
1 Euwallacea kuroshio QEU Adulto 15 97 163 091
2 Euwallacea kuroshio QEE | Adulto 1.4 n7 171 096
3 Euwallacea kuroshio QEl Adulto 1.4 107 17 114
4 Euwallacea kuroshio QEE Adulto 11 86 173 m
5 Euwallacea kuroshio QEL | Adulto 15 78 185 067

Cuadro 1 Resultados de concentracidn y calidad de ADN del escarabajo que se analizé con la
metodologia de Qiagen, en el Laboratorio de Biologia Molecular del Centro Nacional de Referencia
en el SENASICA.

Resultados de E.Z.N.A.® "Tissue DNA (No. Cat: D3396-02)":



No. Nombre Clave | Estado Peso oNAl Azco/280 | Azeo/2z0 | Observaciones
(mg) ng/uL
1 Euwallacea kuroshio EE14S | Adulto 1.2 123 169 098
2 Euwallacea kuroshio EE2.4S | Adulto 1.3 129 178 106
3 Euwallacea kuroshio EE3.4S | Adulto 0.6 137 172 101
4 Euwallacea kuroshio EE4.4S | Adulto 1.3 18 185 132
5 Euwallacea kuroshio EE5.4S | Adulto 15 188 184 124

Cuadro 2 Resultados de concentracion y calidad de ADN del escarabajo que se analizd con la
metodologia de E.ZN.A .® "Tissue DNA (No. Cat: D3396-02)", en el Laboratorio de Biologia Molecular
del Centro Nacional de Referencia en el SENASICA.

Resultados de Fenol: Cloroformo: Alcohol Isoamilico (25:24:1) (FCI):

No. Nombre Clave | Estado Peso [oNAl Azeop280 | Azeo/2z0 | Observaciones
(mg) ng/uL
1 Euwallacea kuroshio FEU Adulto 1.4 4 109 445
2 Euwallacea kuroshio FER Adulto 12 7 108 507
3 Euwallacea kuroshio FEI Adulto 11 96 119 105
4 Euwallacea kuroshio FEE Adulto 11 m 123 535
5 Euwallacea kuroshio FEL Adulto 1.3 13 129 126

Cuadro 3 Resultados de concentracion y calidad de ADN del escarabajo que se analizé con la
metodologia FCI, en el Laboratorio de Biologia Molecular del Centro Nacional de Referencia en el
SENASICA.

Resultados de CTAB 2%

No. Nombre Clave | Estado Peso [Nl Azsop280 | Azeo/2z0 | Observaciones
(mg) ng/uL
1 Euwallacea kuroshio CEU Adulto 1 33 156 036
2 Euwallacea kuroshio CER | Adulto 14 292 207 0.47
3 Euwallacea kuroshio CEl Adulto 13 15 166 028
4 Euwallacea kuroshio CEE Adulto 17 4.8 193 0.49
5 Euwallacea kuroshio CEL | Adulto 21 18 158 0.36

Cuadro 4 Resultados de concentracién y calidad de ADN del escarabajo que se analizé con la
metodologia de CTAB 2 %, en el Laboratorio de Biologia Molecular del Centro Nacional de
Referencia en el SENASICA.

Después de obtener los resultados, se llevd a cabo la PCR punto final utilizando los primers
generales de la regidon COIl en las especies de escarabajos ambrosiales, con el propdsito de
verificar la amplificacién de las muestras.




Visualizacién de los productos de PCR por medio de electroforesis en agarosa al 1%
teflido con bromuro de etidio

PCR punto final
Primers: LCO/HCO
Tamano de amplicén: ~ 700 pb

(+):Schistocerca sp

Método de extraccién: QlAgen “DNeasyé Blood & Tissue (No. Cat: 69506

1 2 3 4 5

Figura 1 Visualizacion de los productos de PCR del ADN obtenido con el kit de QlAgen “DNeasy®
Blood & Tissue (No. Cat: 69506)", usando los oligonucleétidos universales LCO/HCO. Para visualizar
los productos de PCR se hizo un gel de agarosa al 1% y se corrid por 40 min a 90 V. Se hicieron tres
réplicas de cada muestra y del control positivo, solo se agregd un NTCy un negativo.1) QEU, 2) QER,
3) QEIl, 4) QEE, 5) QEL, NTC, (-): Negativo y (+): Positivo de Schistocerca sp.

Método de extraccion de ADN E.Z.N.A ® “Tissue DNA (No. Cat: D3396-02)"

Figura 2 Visualizacion de los productos de PCR del ADN obtenido con el kit de E.ZN.A.® Tissue
DNA Kit (No. Cat: D3396-02), usando los oligonucledtidos universales LCO/HCO. Para visualizar
los productos de PCR se hizo un gel de agarosa al 1 %y se corrié por 40 min a 90 V. Se hicieron
tresréplicas de cada muestra y del control positivo, solo se agregd un NTCy un negativo. 1) EE1.4S,
2) EE2.4S, 3) EE3.4S, 4) EE4.4S, 5) EES.4S, NTC, (-): Negativo y (+): Positivo de Schistocerca sp.



Figura 3 Visualizacién de los productos de PCR del ADN obtenido con CTAB al 2%,
usando los oligonucledtidos universales LCO/HCO. Para visualizar los productos de
PCR se hizo un gel de agarosa al 1% y se corrié por 40 min a 90 V. Se hicieron tres
réplicas de cada muestray del control positivo, solo se agregd un NTCy un negativo.
1) CEU, 2) CER, 3) CEl, 4) CEE, 5) CEL, NTC, (-): Negativo y (+): Positivo de Schistocerca
sp.

Fenol: Cloroformo: Alcohol Isoamilico (25:24:1)

Figura 4 Visualizaciéon de los productos de PCR del ADN obtenido con Fenol:Cloroformo:Alcohol
Isoamilico (25:24:1), usando los oligonucledtidos universales LCO/HCO. Para visualizar los
productos de PCR se hizo un gel de agarosa al 1% y se corridé por 40 min a 90 V. Se hicieron tres
réplicas de cada muestra y del control positivo, solo se agregé un NTC y un negativo. 1) FEU, 2)
FER, 3) FEI, 4) FEE, 5) FEL, NTC, (-): Negativo y (+): Positivo de Schistocerca sp.

De acuerdo con los resultados de Euwallacea kuroshio Eichhoff, se decidié llevar a cabo la
extraccion de ADN utilizando el kit EZN.A® "Tissue DNA (No. Cat: D3396-02)" para
Xylosandrus compactus Eichhoff. Se tomd esta decisidon con la expectativa de obtener
resultados similares a los obtenidos con Euwallacea kuroshio Eichhoff, lo que permitié
realizar experimentos adicionales. Ademas, se contd con muestras de diferentes estadios
de estos escarabajos ambrosiales (larva, pupa y adulto), facilitando asi la realizaciéon de mas
experimentos.



Xylosandrus compactus (Curculionidae) ADULTO

No. De .
No. Nombre Clave | Estado . [oNAl Azeo/280 | Aze0/230 | Observaciones
ejemplares ng/uL
1 Xylosandrus XC1 | Adulto
compactus 1 13.7 1.78 0.7

Xylosandrus

2 XAl Adul
compactus dulto 1 125 19 0.64
Xylosandrus

3 compactus XA2 Adulto 1 9.4 1.88 0.65

Cuadro 5 Resultados de concentracion y calidad de ADN del escarabajo en el estadio de adulto que
se analizé con la metodologia de E.Z.N.A .® "Tissue DNA (No. Cat: D3396-02)", en el Laboratorio de
Biologia Molecular del Centro Nacional de Referencia en el SENASICA.

Xylosandrus compactus (Curculionidae) PUPA

No. Nombre Clave | Estado ej:r:.pll::aeres :;: Aze0/280 | Aze0/230 | Observaciones
! )ga/fjsgirjss XcPT | Pupa 1 727 193 7.41
2 iﬁfggif Xep2 | Pupa 1 592 198 475
3 ch;sfggirf XeP3 | Pupa 1 69.7 191 3.36

Cuadro 6 Resultados de concentracién y calidad de ADN del escarabajo en el estadio de pupa que
se analizé con la metodologia de E.ZN.A .® "Tissue DNA (No. Cat: D3396-02)", en el Laboratorio de
Biologia Molecular del Centro Nacional de Referencia en el SENASICA.

Xylosandrus compactus (Curculionidae) LARVA

No. De .
No. Nombre Clave | Estado . [oNAl Azeo/280 | Aze0/230 | Observaciones
ejemplares ng/uL
Xylosandrus
! compactus XL Larva 1 212 201 149

Xylosandrus xell Larva

compactus 1 66.8 1.92 3.07
Xylosandrus
3 compactus Xel2 Larva 1 70.9 191 325

Cuadro 7 Resultados de concentracion y calidad de ADN del escarabajo en el estadio de larva que se
analizé con la metodologia de E.ZN.A.® "Tissue DNA (No. Cat: D3396-02)", en el Laboratorio de
Biologia Molecular del Centro Nacional de Referencia en el SENASICA.

Como se observa en las tablas, se logré obtener una buena concentracién de ADN y una
calidad satisfactoria de ADN A(260/280) con el kit de extracciéon de ADN E.Z.N.A® "Tissue



DNA (No. Cat: D3396-02)" para Xylosandrus compactus en sus diferentes estadios de
desarrollo: adulto, larva y pupa.

Visualizacién de los productos de PCR por medio de electroforesis en agarosa
al 1% teilido con bromuro de etidio

PCR punto final

Primers: LCO/HCO

Tamano de amplicén: ~ 700 pb

(+): Schistocerca sp

Xylosandrus compactus (Curculionidae) ADULTO

Figura 5 Visualizaciéon de los productos de PCR del ADN obtenido el kit de E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit
(No. Cat: D3396-02), usando los oligonucledtidos universales LCO/HCO. Para visualizar los productos
de PCR se hizo un gel de agarosa al 1%y se corrid por 40 min a 90 V. Se hicieron tres réplicas de cada
muestra y del control positivo, solo se agregd un NTC y un negativo. 1)XCl1, 2) XAl, 3) XA2, NTC, (-):
Negativo y (+): Positivo de Schistocerca sp.



Xylosandrus compactus (Curculionidae) PUPA
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Figura 6 Visualizacién de los productos de PCR del ADN obtenido el kit de E.ZN.A® Tissue DNA Kit
(No. Cat: D3396-02), usando los oligonucledtidos universales LCO/HCO. Para visualizar los productos
de PCR se hizo un gel de agarosa al 1%y se corrid por 40 min a 90 V. Se hicieron tres réplicas de cada
muestra y del control positivo, solo se agregd un NTC y un negativo. 1)XcP1, 2) XcP2, 3) XcP3, NTC, (-):
Negativo y (+): Positivo de Schistocerca sp.

Xylosandrus compactus (Curculionidae) LARVA
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Figura 7 Visualizacion de los productos de PCR del ADN obtenido el kit de E.ZN.A.® Tissue DNA Kit
(No. Cat: D3396-02), usando los oligonucledtidos universales LCO/HCO. Para visualizar los productos
de PCR se hizo un gel de agarosa al 1%y se corrid por 40 min a 90 V. Se hicieron tres réplicas de cada
muestra y del control positivo, solo se agregd un NTC y un negativo. 1)XcL1, 2) XcL2, 3) XcL3, NTC, (-):
Negativo y (+): Positivo de Schistocerca sp.



Ademads, se combind el ADN de todas las muestras extraido de cada método (Qiagen
"DNeasy® Blood & Tissue (No. Cat: 69506)", E.ZN.A.® "Tissue DNA (No. Cat: D3396-02)",
Fenol: Cloroformo: Alcohol Isoamilico (25:24:1) y CTAB al 2%) del escarabajo ambrosial
Euwallacea kuroshio Eichhoff (Curculionidae) para evaluar la concentracion de ADN bajo
diversas condiciones (4°C y —20°C), con el propésito de determinar su eficacia en el
almacenamiento (Cuadro 8).

Qiagen EZNA Fenol CTAB 2%
Cuanti | Cuanti Cuanti | Cuanti Cuanti | Cuanti Cuanti | Cuanti
ficacio | ficacio ficacio | ficacio ficacio | ficacio ficacio | ficacid
n 4°C ( n- Fecha | n 4°C ( n- Fecha | n 4°C ( n- Fecha | n 4°C ( n- Fecha
ng/ul) | 20°C ( ng/ul) | 20°C ( ng/ul) | 20°C ( ng/ul) | 20°C (
ng/ul) ng/ul) ng/ul) ng/ul)

14.3 13.8 23/0 | 21.4 217 23/0 | 95 92 23/0 | 38 28 23/0

2/20 2/20 2/20 2/20
24 24 24 24
19 1.8 22/0 | 214 | 212 22/0 | 8.8 83 22/0 | 3.2 2.8 22/0
3/20 3/20 3/20 3/20
24 24 24 24
202 | 1.4 15/04 | 21.1 20 15/04 | 8.7 8.1 15/04 | 3 3.1 15/04
/202 /202 /202 /202
4 4 4 4

Cuadro 8 Resultados de concentracion y calidad de ADN del escarabajo Euwallacea kuroshio
Eichhoff (Curculionidae) bajo diferentes condiciones de temperatura

Como se observa r en el Cuadro 8, el ADN extraido con la metodologia de Qiagen "DNeasy®
Blood & Tissue (No. Cat: 69506)", a temperatura de 4°C aumento la concentraciéon de ADN
mientras a -20°C disminuyd. Por otro lado, el ADN extraido con el kit de E.ZN.A.® "Tissue
DNA (No. Cat: D3396-02)", mantuvo su concentracién sin cambios. Sin embrago, la
concentracion mediante la metodologia de Fenol: Cloroformo: Alcohol Isoamilico (25:24:1)
disminuyd la concentracién de ADN tanto a 4°C como a -20°C. En cuanto al CTAB al 2%, a
4°C se observd una disminucién en la concentracion de ADN, mientras que a -20C° se
registré un aumento de 0.3 ng/ul.

En conclusidn, los resultados de este estudio proporcionan una evidencia sélida de que el
meétodo de extraccion de ADN utilizando el kit E.Z.N.A.® "Tissue DNA (No. Cat: D3396-02)"
es altamente efectivo para las especies de escarabajos ambrosiales Euwallacea kuroshio
Eichhoff (Curculionidae) y Xylosandrus compactus Eichhoff (Curculionidae). La
concentracién satisfactoria y la calidad éptima del ADN extraido, como indicado por la
relacion A(260/280), respaldan la idoneidad de este método para futuras investigaciones
genéticas en estas especies. Ademas, la confirmacion de la amplificacion del ADN
mediante electroforesis valida la integridad del material extraido. Basdndonos en la
evaluacion de almacenamiento para E.Z.N.A.® "Tissue DNA (No. Cat: D3396-02)", podemos
concluir que es seguro dejarlo almacenado ya sea a temperatura de 4°C o a -20°C, ya que
no se ve afectado negativamente por estas temperaturas. Estos hallazgos son
fundamentales para mejorar nuestra comprension de la genética y la biologia de estos
escarabajos, lo que a su vez podria tener implicaciones importantes en areas como la
conservacion de la biodiversidad y el control de plagas. Se recomienda ampliar este estudio
mediante analisis genéticos mas detallados y extender la aplicacion de este método a otras
especies relacionadas, con el fin de mejorar aln mas nuestra comprension de la biologia y
la ecologia de los escarabajos ambrosiales y su impacto en los ecosistemas.



Ademas, la implementacién de este método de extraccién de ADN en estudios de campo
podria facilitar la identificacién rapida y precisa de las especies, lo que es esencial para
monitorear y gestionar las poblaciones de escarabajos ambrosiales, especialmente en
areas afectadas por la invasion de estas plagas. La capacidad de obtener ADN de alta
calidad de manera consistente también abre la puerta a la exploracién de estudios
gendmicos y transcriptdmicos, que podrian revelar nuevos aspectos de la fisiologia y
adaptacién de estos insectos.

Finalmente, es crucial considerar la viabilidad econémica y la accesibilidad del kit E.Z.N.A.®
"Tissue DNA (No. Cat: D3396-02)" para laboratorios con diferentes niveles de recursos. La
eficiencia y la efectividad demostradas en este estudio sugieren que podria ser una
herramienta valiosa no solo en investigaciones académicas, sino también en aplicaciones
practicas de manejo ambiental y agricola. La colaboracioén interdisciplinariay la integraciéon
de estos métodos avanzados en estrategias de manejo de plagas podrian ofrecer
soluciones Mmas sostenibles y efectivas para proteger la biodiversidad y los ecosistemas
afectados por los escarabajos ambrosiales.

Recomendaciones

Se recomienda seguir rigurosamente los parametros establecidos por la metodologia del
kit E.Z.N.A.® “Tissue DNA (No. Cat: D3396-02)" durante el proceso de extraccién de ADN, con
el fin de garantizar la reproducibilidad de los resultados (EZNA, s.f). Es crucial verificar la
vigencia de los buffers antes de iniciar la extraccion, ya que su caducidad podria afectar
negativamente la calidad y la concentracién del ADN obtenido. Asimismo, se debe
inspeccionar cuidadosamente que la muestra no contenga residuos de alcohol u otros
contaminantes, ya que estos podrian interferir con el proceso de extracciéon y modificar los
resultados finales. Es imperativo utilizar exclusivamente los reactivos y materiales
suministrados en el kit, evitando cualquier sustitucidbn que pueda comprometer la
integridad de los resultados. Adicionalmente, se sugiere llevar a cabo controles de calidad
regulares y mantener registros detallados de cada etapa del procedimiento, lo que
facilitara la identificacién y correccion de posibles errores. Mediante el seguimiento
meticuloso de estas recomendaciones, se puede aumentar la fiabilidad y la consistencia de
los datos obtenidos, contribuyendo asi al avance de la investigacion en este campo.
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