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RESUMEN

Actualmente, la identificacion de bacterias se realiza con técnicas clasicas basadas en caracterizacion fenotipica a nivel
macroscopico y microscopico, sin embargo, este método no es fiable y no permite conocer la verdadera identidad del
microorganismo en estudio. Por esta razon es necesario realizar una identificacion a nivel molecular que permita conocer con
seguridad el género y especie. El objetivo de este trabajo fue estandarizar el método de extraccion de ADN para bacterias Gram
negativas y Gram positivas segun la caracterizacion quimica, que permitio obtener ADN de buena calidad para la amplificacion
de una region especifica de interés. Se evaluaron dos métodos de extraccion, el protocolo de Wilson y el Kit de extraccion
Wizzard (Promega), los dos métodos se diferenciaron en la cuantificacion por NanoDrop y se visualizaron por medio de una
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% utilizando el intercalante Gel red. Segun el protocolo de Wilson solo se obtuvo ADN de
bacterias Gram negativas de buena calidad, y la relacion 260/280 en el nanodrop (1,8-2). Mientras que el Kit de extraccion
Wizzard permiti6 obtener ADN para bacterias Gram positivas y negativas. Se obtuvieron mejores concentraciones de ADN con
el protocolo de Wilson, por otra parte no fue posible obtener ADN de bacterias Gram positivas siendo para este caso el kit
Wizzard un método sin limitaciones para extraer ADN de cualquier género de bacteria; a pesar de lo antes mencionado, por
costos es mas conveniente el protocolo de Wilson, para extraer las bacterias Gram negativas.

ABSTRACT

Currently, the identification of bacteria is done with classical techniques based on the phenotypic characterization at macrosco-
pic and microscopic level, however, this method is not reliable and does not allow knowing the true identity of the microorga-
nism under study. For this reason it is necessary to carry out an identification at the molecular level that allows us to know with
certainty the genus and species. The objective of this work was to standardize a method of DNA extraction for Gram-negative
and Gram-positive bacteria according to the chemical characterization, which allowed obtaining good quality DNA for the
amplification of a specific region of interest. Two extraction methods were evaluated, the Wilson protocol and the Wizzard
extraction kit (Promega), the two methods were differentiated in the quantification by NanoDrop and visualized by means of a
0.8% agarose gel electrophoresis using the Intercalante Gel red. According to Wilson's protocol, only DNA from Gram negative
bacteria of good quality was obtained, and the ratio 260/280 in the nanodrop (1.8-2). While the Wizzard Extraction Kit allowed
to obtain DNA for Gram positive and negative bacteria. Better DNA concentrations were obtained with the Wilson protocol, and
it was not possible to obtain DNA from Gram positive bacteria. For this case, the Wizzard kit was an unlimited method to extract
DNA of any kind, according to the reasons mentioned above, the protocol that reduces costs in the laboratory and is the most
convenient to extract the DNA from Gram negative bacteria is the one proposed by Wilson.
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Introduccion de extraccion de ADN para hongos (M. roreri), que permitio
realizar la identificacién molecular de otros géneros de fitopa-
tégenos con su respectiva especie. [2], [3]. Por lo tanto, para
dar continuidad al trabajo que se viene realizando en el labora-
torio de biotecnologia molecular, y lograr identificar molecu-

larmente dichos microorganismos; con el fin de explotar su

El Banco de cepas de la Facultad de Ciencias Agrarias y del
Ambiente, ubicado en el Centro Experimental Campos Eliseos
de la UFPS, cuenta con una gran coleccion de microorganismos
entre hongos y bacterias, producto de los diferentes proyectos

de investigacion realizados por estudiantes de los diferentes
planes de estudio de la Facultad de Ciencias Agrarias y del
Ambiente, especialmente del programa de ingenieria biotecno-
logica, estos microorganismos han sido identificados macros-
copicamente y microscopicamente en su mayoria. Determinan-
do algunas caracteristicas de los géneros, pero no con certeza
las especies.

En el afio 2005, fue desarrollado por Suarez [1], un protocolo
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potencial biotecnologico, especialmente en control bioldgico
Suérez, 2006 [4], [5]. En este trabajo, se probd un nuevo proto-
colo para extracciéon de ADN de bacterias una de las técnicas
util para la identificacion bacteriana, ha sido el manejo de
pruebas bioquimicas, que se basan en la presencia o ausencia
de una enzima, de un grupo de enzimas, o de una via metabdli-
ca completa en uno o mas microorganismos [6], pero estos
métodos de evaluacion presentan diferentes limitaciones, ya
que no precisan con exactitud cuadl es el organismo que se esta
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estudiando, tampoco son sensibles a las mutaciones genéticas
(y conllevan a caracteristicas diferentes), a las similitudes entre
distintas especies o las disparidades entre cepas de una misma
especie [7]. En la actualidad la identificacion de los microorga-
nismos se realiza por varios métodos, como fenotipicos,
morfolégicos, fisiologicos y moleculares, todo esto permite
tener una identificacion mas precisa [7], [8].

La extraccion del ADN es necesaria en multitud de aplicacio-
nes de la biologia molecular. Existe un gran ntimero de kits
comerciales. Se ha demostrado que la sensibilidad de deteccion
de la PCR es diferente para diferentes kits de ADN [9].

El éxito de los métodos de extraccion de ADN, depende en
gran medida de la eficacia de la extraccion y de la calidad del
ADN aislado [10], [11]. Ademas de la eficacia y eficiencia, los
métodos de extraccion adecuados también deben ser faciles de
manejar, ahorrar tiempo y ser asequibles. Preferiblemente,
universales en su aplicacion para reducir el nimero de procedi-
mientos de extraccion y posteriormente visualizarlo por medio
de electroforesis y cuantificarlo por espectrofotometria. Sin
embargo, se han desarrollado kits comerciales para la eficiente
de extraccion de ADN en diferentes tipos de muestras como:
agua, suelo, cultivo liquido y sélido. Sin embargo, el uso de
kits de extraccion de ADN sigue siendo muy costosos durante
el analisis de ADN, especialmente cuando se busca un alto
rendimiento de la muestra o grandes cantidades. En este
proyecto se estandarizd un método de extraccion de ADN
bacteriano que se compard con el kit comercial Wizard
(Promega). Se realizaron los ensayos tanto para bacterias del
género Gram positivo como Gram negativo, ya que manejan
pre-tratamientos distintos debido a la estructura de la pared
celular de cada microorganismo.

Materiales y métodos

Se utilizaron dos microorganismos de referencia que fueron: E.
coli (Gram negativo) y Bacillus thurigiensis (Gram positivo).
Que fueron previamente reactivados en medios liquidos selec-
tivos y luego se ensayaron dos métodos de extraccion de ADN:
protocolo de Wilson y el kit de extraccion Wizard (Promega)
[12].

El protocolo de Wilson [13], consistido en tomar 1,5 ml de
cultivo liquido de cada bacteria a un microtubo de 1.5 ml,
luego se centrifugé a 13000 rpm/5 min, luego se descartd el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en 550 ml de buffer TE.
Posteriormente para Bacillus thurigiensis se adicion6 10 pl de
lisozima (10mg/ml) y se incubd 1h/37°C; en el caso de E. coli
directamente se le agregaron § pl de proteinasa k y 30 pul de
SDS 10% y se incubd a 1h/37°C. Para Bacillus thurigiensis
luego de la incubacion se adicionaron 8 pl de proteinasa k'y 30
ul de SDS 10% y se incub6 1h/37°C. Luego del pretratamiento
para ambos microorganismos, se continuo el procedimiento

agregando 100 ul de 5SM de NaCl y 80 ul de CTAB/NaCl se
mezcld con micropipeta y se incubd a 65°C/10 min; posterior-
mente se agregd 750 ul de Cloroformo/alcohol-isoamilico y se
centrifugé a 13000 rpm durante 10 min para luego nuevamente
rescatar el sobrenadante y repetir el paso con fenol/clorofor-
mo/alcohol-isoamilico y luego se centrifugd, se recuperd el
sobrenadante y se precipitd el ADN con isopropanol para luego
realizar un lavado con etanol al 70% y finalmente se rehidrato
el ADN aislado con buffer TE y se conservé a 2°C.

El procedimiento de kit Wizard (Promega) [12], consistié en
tomar 1,5 ml de caldo de cultivo de cada bacteria y se centrifu-
g6 a 13000 rpm/3min y luego se descart6 el sobrenadante y el
pellet para el caso de Bacillus thurigiensis se resuspendi6 en
480 pl de EDTA y se le adicion6 120 pl de lisozima y se
incubo6 45min/37°C, después de dicho tiempo se centrifugd y el
pellet se resuspendi6é en 600 ul de Nuclei Lysis Solution, en
este paso comienza la metodologia para E. coli. Se incubd a
80°C/5min, se dejé enfriar y se le adicionaron 3 pl de RNA
solution, se mezcld por inversion y se incubo a 37°C/45 min
para posteriormente adicionar 200 pl de Protein Precipitation,
después se incubo en hielo por 5 min, se centrifugd y se recupe-
16 el sobrenadante y se precipité el ADN con isopropanol, se
centrifugd y lavo el ADN con etanol al 70%. Finalmente se
rehidraté el ADN con DNA Rehydratation Solution a 65°C/1h
y luego se llevo a conservar a 2°C.

La visualizacion del ADN obtenido se realizd6 mediante la
electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% p/v, utilizando el
agente intercalante Gel Red y a un voltaje de 120V/2min y
100V por 50 min. Después, la cuantificacion se realizd
mediante espectrofotometria utilizando el NanoDrop. Se consi-
der6 la proporcion de la absorbancia a 260/280 nm para estimar
la pureza del ADN. Las muestras se consideraron respecto a
valores >1.8, ya que estos valores son aceptados como ADN
Puro y valores menores a este indican la presencia de proteinas.
También se tuvo en cuenta una segunda valoracion de la pureza
mediante la proporcion 260/230 nm, y los valores aceptados
estuvieron en el rango de 2.0-2.2, ya que si la relacion es menor
indica la presencian de contaminantes como carbohidratos o
fenol [14].

Resultados y analisis

Segun el protocolo de Wilson solo se obtuvo ADN de bacterias
Gram negativas de buena calidad, y la relacion 260/280 en el
nanodrop (1,8-2). Mientras que el Kit de extraccion Wizzard
permiti6 obtener ADN para bacterias Gram positivas y negati-
vas.

Respuestas, 23 (S1), pp. 24-28, 2018, ISSN 0122-820X - E ISSN 2422-5053 25



Tabla I. Cuantificacion de ADN aislado por medio del protocolo de Wilson

Bacteria ng/ul | 260/280 | 260/230
E. coli 168,6 1,47 0,76
E. coli 280,9 1,62 0,97
Bacillus | 1042 | 156 0,79
thurigiensis ' '
Bacillus
thurigiensis 37,3 1,88 2,28

Tabla II. Cuantificacion de ADN aislado usando el Kit Wizard

Bacteria ng/pl | 260/280 | 260/230

E. coli 78,4 1,92 1,45

E. coli 132,7 1,94 1,35

E. coli 2211 1,9 1,71

Bacillus 22,4 1,28 0,28
thurigiensis

Bacillus 23,5 1,48 0,53
thurigiensis

Bacillus 47,9 1,53 0,43
thurigiensis

El protocolo de Wilson permitié obtener ADN de mejor calidad
sin embargo no fue posible obtener ADN de bacterias Gram
positivas (Figura 1) siendo para este caso el kit Wizzard un
método que no delimita el género bacteriano para extraer ADN
(Figura 2).

Gram +

Gram +

Figura 1. Gel de agarosa 0,8% p/v. Muestras de ADN aisladas de bacterias Gram +y -,
utilizando el protocolo de Wilson
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Figura 2. Gel de agarosa 0,8% p/v. Muestras de ADN aisladas empleando el Kit Wizard
de Promega

Discusiones

La cantidad del ADN extraido y purificado fue
suficiente para las subsiguientes aplicaciones. La
correcta eliminacion de contaminantes proporciono
ADN de gran calidad y pureza [15], [16], suficiente
para dar continuidad a otros protocolos de biologia
molecular, como PCR.

La absorcion de luz ultravioleta fue utilizada para
evaluar la pureza del ADN extraido. Para una mues-
tra pura de ADN, la relacion entre la absorbancia a
260 y 280 nm (A260/A280) es 1.8. Una relacion <
1.8 indic6 que la muestra se encuentra contaminada
con proteinas o solventes organicos como fenol,
[17].

De acuerdo con Mcllroy et al. [18], la integridad del
ADN también es un factor crucial para otras técnicas
moleculares, ya que las regiones de genes grandes
pueden no ser amplificables debido a los dafios
estructurales. Para verificar la integridad del ADN
solo con base a la visualizacion del ADN en gel de
agarosa puede ser poco confiable. Es por esta razon
que se verifico la calidad del ADN mediante espec-
trofotometria utilizando el NanoDrop.

La efectividad de tener un buen método de extrac-
cion da lugar para estudiar diferentes regiones de
interés, en el caso de las bacterias, una eficiente
extraccion de ADN permite amplificar la region 16s,
sitio que revela la verdadera identidad a la pertenece
la bacteria [19], [20].
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Conclusiones y recomendaciones

Se concluye que por reduccion de costos es mas
factible utilizar el protocolo de Wilson para la
extraccion de ADN de bacterias Gram negativas, sin
embargo, para las bacterias Gram positivas solo es
posible la obtencion del ADN utilizando el kit
comercial en este caso el Wizzard.

Este trabajo contribuye a dar continuidad a otros
proyectos para poder realizar caracterizacion a nivel
molecular de bacterias sin distinciéon de género que
permitira conocer la verdadera identidad de las
bacterias y encaminar sus aplicaciones en diferentes
intereses investigativos
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