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RESUMEN

El uso de técnicas de marcadores moleculares se inicia con un buen extracto 
de ADN; esto es, un ADN con buen rendimiento y pureza. Con la finalidad de 
obtener ADN puro e íntegro, en el presente estudio se evaluaron seis métodos 
de extracción de ADN: Dumolin, Doyle, Tsumura, Núñez, CTAB modificado y 
Kit Wizard Genomic DNA en brotes frescos y liofilizados, así como en hojas 
deshidratadas de tejocote (Crataegus mexicana Moc. & Sessé). La mejor 
calidad de ADN se obtuvo con los métodos Doyle y CTAB, mientras que los 
mayores rendimientos fueron con el Kit y con el método Doyle. Así mismo, 
se encontró que el material vegetal liofilizado proporcionó mayor rendimiento 
en todos los protocolos en los brotes frescos y hojas deshidratadas. En la 
verificación mediante PCR se encontró que el gen ribosomal 16S podía ser 
fácilmente amplificado con los protocolos de Doyle, CTAB modificado y el kit 
comercial. 

Palabras clave: Crataegus mexicana, calidad de ADN, PCR, 
purificación de ADN, tejocote.  

SUMMARY

The use of molecular marker techniques starts with a good DNA extracts. 
Six DNA extraction methods were tested to identify the most adequate method 
that produces pure and integral DNA: Dumolin, Doyle, Tsumura, Núñez, modi-
fied CTAB and the commercial kit Wizard Genomic DNA on fresh and lyophi-
lized shoots and in dried leaves of Mexican hawthorn (Crataegus Mexicana 

Moc.& Sessé). The highest DNA quality was obtained with the Doyle and CTAB 
methods, while the highest yields were obtained with the Kit and the Doyle 
methods. Likewise, it was found that lyophilized plant material produced 
higher yield in all the protocols in both fresh shoots and dry leaves. In the 
verification by PCR, it was found that the ribosomal 16S gene could be eas-
ily amplified with the Doyle and modified CTAB protocols as well as with the 
commercial kit.

Index words: Crataegus mexicana, DNA quality, DNA purification, 
PCR, Mexican hawthorn.

INTRODUCCIÓN

El género Crataegus agrupa alrededor de 150 especies 
en el mundo; se encuentra en regiones templadas de Asia, 

Europa y Norteamérica, 95 de ellas se encuentran en el 
continente americano, de las cuales 13 se consideran ori-
ginarias de México (Phipps, 1997). El tejocote se encuentra 
ampliamente distribuido a lo largo y ancho de la República 
Mexicana, en altitudes que oscilan desde los 400 hasta  los 
3000 msnm (Nieto y Borys, 1991).

La importancia de este fruto radica en su amplia varia-
bilidad en México y en su uso potencial como fruta fresca, 
portainjerto de otros frutales, forraje, fuente de pectina, or-
namental, medicinal, y se usa en la preparación de licores 
tradicionales y conservas (Nieto y Borys, 1993).  

Las investigaciones realizadas en este frutal se han 
enfocado a estudios principalmente morfológicos y fito-
químicos; sin embargo, las investigaciones moleculares 
dirigidas al conocimiento de la diversidad existente son li-
mitadas. Uno de los requisitos indispensables para la reali-
zación de estudios moleculares es la extracción de ADN de 
buena calidad. La calidad del ADN está determinada prin-
cipalmente por la condición fisiológica o morfológica del 
material vegetal, así como su etapa de desarrollo (Moreira 
y Oliveira, 2011). Debido a la gran diversidad de metabo-
litos secundarios como taninos, fenoles y polisacáridos, 
principalmente en hojas maduras que pueden interferir en 
el proceso de extracción (Moreira y Oliveira, 2011; Souza et 

al., 2012). En tejocote se ha reportado la presencia de feno-
les, taninos, flavonoides y antocianinas, así como polisacá-
ridos (pectinas) (Cuevas-Bernardino et al., 2016; Edwards 
et al., 2012; García-Mateos et al., 2012). 

Con la finalidad de obtener ADN puro e íntegro, en el pre-
sente estudio se evaluaron seis métodos de extracción de 
ADN de tejidos de tejocote para determinar los más apro-
piados para la realización de estudios de naturaleza mole-
cular en esta especie.
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MATERIALES Y MÉTODOS

El presente estudio se realizó en el laboratorio de 
Marcadores Moleculares del Departamento de Fitotecnia 
de la Universidad Autónoma Chapingo. Se evaluaron seis 
métodos de extracción de ADN y tres tipos de tejido vege-
tal del tejocote.

Material vegetal

Se utilizó tejido de árbol de tejocote (Crataegus mexica-

na Moc. & Sessé), accesión ATEX 02 originaria de Puebla, 
México, en tres modalidades: brotes frescos, hojas jóvenes 
deshidratadas en sílica gel y brotes frescos liofilizados. El 
material vegetal que se usó en fresco y las hojas deshi-
dratadas en sílica gel se colectaron directamente del árbol, 
los brotes liofilizados fueron obtenidos de varetas brota-
das bajo condiciones de invernadero; en su totalidad el 
material vegetal fue obtenido del Banco de Germoplasma 
en huerto vivo de la Universidad Autónoma Chapingo, lo-
calizado en las coordenadas 19º 29’ N y 98º 53’ O, a 2249 
msnm. Los brotes liofilizados fueron previamente molidos 
en un molino TissueLyser II (QUIAGEN®, Hilden, Alemania). 
Las muestras se extrajeron por triplicado para cada uno 
de los métodos.

Extracción de ADN

Método de Dumolin et al. (1995)

Para el caso de tejido fresco y deshidratado se molieron 
100 mg de la muestra con nitrógeno líquido. El tejido se 
depositó en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Con respecto 
al tejido liofilizado, se colocaron 15 mg, se añadieron 850 
µL de amortiguador de extracción [EDTA 20 Mm, Tris-HCl 
pH 8.0 0.1 M, NaCl 1.4 M, CTAB (Bromuro de hexadecil-
trimetilamonio) 2 %, β-mercaptoetanol 1 % y PVP (polivi-
nilpirrolidona) 1 %], mismas que se incubaron a 55 ºC por 
60 min: posteriormente se continuó con el protocolo como 
lo señalan los autores. El extracto final se resuspendió en 
100 mL de agua y se almacenó a -20 ºC.

Método de Doyle y Doyle (1990)

Este método se escaló para 50 mg de brotes frescos o 
50 mg de hojas deshidratadas que se molieron con nitró-
geno líquido. Para tejido liofilizado se utilizaron 15 mg. Se 
agregaron 400 mL de amortiguador de extracción (EDTA 
20 mM, Tris-HCl 0.1 M pH 8.0, NaCl 1.4 M, CTAB 2 % y 
β-mercaptoetanol 1 %), se agitó en vórtex y se incubó a 
60 ºC por 30 min. Se continúo con el protocolo de acuerdo 
con los autores.

Método de Tsumura et al. (1995)

Se utilizaron 15 mg de brotes liofilizados y para tejido 
fresco o deshidratado se molieron 50 mg de material con 
nitrógeno líquido. Las muestras fueron colocadas en tu-
bos Eppendorf de 1.5 mL con 500 mL de amortiguador de 
extracción I pre-enfríado en hielo (Tris-HCl, pH 8.0, 50 mM; 
EDTA 5 mM; sorbitol 350 mM; BSA 1 %, 2-mercaptoetanol 
0.1 %, polietilenglicol 10 %). Esta metodología se adaptó a 
una mini preparación 100 veces menor que el protocolo 
original para 5 g de tejido y 50 mL de amortiguador. El ex-
tracto final se resuspendió en 100 mL de TE y se almacenó 
a -20 ºC.

Método de Weising et al. (2005) modificado
 por Núñez-Colín et al. (2011) 

Muestras de 15 mg de tejido liofilizado o 100 mg de te-
jido fresco o deshidratado (previamente molido con nitró-
geno líquido) se colocaron en tubos de 5 mL que contenía 
3 mL de amortiguador de extracción [CTAB 2 %, NaCl 1.4 M, 
EDTA 20 mM, Tris-HCl 100 mM] precalentado a 60 ºC. Las 
muestras se incubaron por 15 min a 55 ºC en baño María. 
Se continuó con el protocolo según los autores y el extrac-
to final se resuspendió en un volumen de 100 μL de TE y 
se almacenó en el refrigerador a una temperatura de 4 ºC.

Método CTAB modificado

Se pesaron 100 mg de hojas deshidratadas o brotes 
frescos, así como 15 mg de tejido liofilizado (previamen-
te molidos). El material se colocó en tubos Eppendorf 
de 1.5 mL, se agregaron 600 µL de amortiguador salino 
(Tris-HCl 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM pH 8.0, NaCl 2 M, 
albumina sérica 0.05 %), se mezcló con un vórtex y se 
dejó reposar durante 15 min a temperatura ambiente. 
Posteriormente, la mezcla se centrifugó a 5000 × g por 
5 min y el sobrenadante se decantó y se agregaron 600 
µL de amortiguador de extracción (Tris-HCl 100 mM pH 
8.0, EDTA 20 mM pH 8.0, NaCl 1.4 M, CTAB 2.0 %) y 3 µL 
de β-mercaptoetanol; la muestra se mezcló con vórtex e 
incubó a 55 ºC por 60 min. Posteriormente  se agregaron 
400 µL de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1), se agitó en 
vórtex y se centrifugó a 12,000 × g por 10 min. 

La fase acuosa fue transferida a un nuevo tubo y se 
agregaron 600 µL de isopropanol (-20 ºC), se homogenizó 
por inversión y se dejó reposar 30 min a -20 ºC. Se cen-
trifugó a 5000 × g por 5 min, se decantó el sobrenadante 
y se agregaron 600 µL de etanol al 75 % (-20 ºC), se agitó 
en vórtex y se centrifugó a 5000 × g por 4 min. El sobre-
nadante se decantó y se evaporó el etanol. La pastilla de 
ADN se resuspendió en 100 µL de agua. Se homogenizó 
en un vórtex e incubó a 4 ºC durante 12 h. Se agregaron 
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5 µL de ARNasa 10 mM, se incubó a 35 ºC por 30 min y a 
65 ºC por 5 min para inactivar la ARNasa. Se agregaron 70 
µL de acetato de sodio 3 M y 700 µL de isopropanol frío, 
se agitó hasta obtener el precipitado de ADN y se colocó a 

-20 ºC durante 30 min. Se centrifugó a 8000 × g durante 10 
min, se decantó el sobrenadante y se agregaron 500 µL de 
etanol al 70 %, se agitó y se centrifugó nuevamente a 8000 
× g durante 10 min, se decantó, se dejó secar y se disolvió 
en 100 µL de TE. El ADN se almacenó a 4 ºC.

Método Kit de Purificación Wizard Genomic ADN 
(Promega Corporation, 2014)

Para este protocolo se utilizaron 40 mg de tejido fresco 
o seco (previamente molido con nitrógeno líquido) o 15 mg 
de tejido liofilizado. En este caso se siguieron las indicacio-
nes del fabricante.

Determinación de la concentración y calidad del ADN

Para determinar la concentración y pureza del ADN se to-
maron lecturas en un espectrofotómetro NanoDrop8000® 
(Thermo Scientific™, Waltham, Massachusetts, USA) que 
registró la concentración del extracto en ng mL-1, así como 
las relaciones A

260
/A

280
 y A

260
/A

230
. La verificación de la inte-

gridad del ADN se realizó mediante electroforesis en gel de 
agarosa al 1.5 %. Por cada pozo se depositaron 8 µL de ADN 
a una concentración de 10 ng µL-1 y 2 µL de amortiguador 
de carga (azul de bromofenol). La electroforesis se llevó a 
cabo durante 1.5 h a 100 V, el gel fue teñido con bromuro 
de etidio (10 mg mL-1) y fotodocumentado en un transilu-
minador (High Performance UV Transiluminator, Fisher 
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).

Para comprobar la utilidad del ADN obtenido en técni-
cas moleculares PCR, se amplificó el gen ribosomal 16S, 
presente en todos los tipos de células de la muestra, que 
genera un producto de 315 pb. Los iniciadores emplea-
dos fueron el 16S1: 5’-TGAGAATGGATAAGAGGCTC-3’ y el 
16S2: 5’-TGTTGTTCCCCTCCCAAGGG-3’, que se amplifi-
caron por 35 ciclos bajo el programa principal (94 ºC, 40 s; 
55 ºC, 40 s; 72 ºC, 1 min), de acuerdo con Trejo-Saavedra 
et al. (2015). 

El rendimiento de ADN se estimó a partir de la cantidad 
de material utilizado en cada protocolo y concentración to-
tal de ADN obtenida en ng mg-1 a partir de las lecturas de 
absorbancia.

Para el análisis estadístico se utilizó un diseño de trata-
mientos factorial, donde el primer factor fueron los proto-
colos de estudio y el segundo factor los tipos de muestra. 
El diseño experimental fue completamente al azar. Se rea-
lizó análisis de varianza para cada una de las variables con 

procedimiento ANOVA mediante el sistema de análisis es-
tadístico SAS (Statistical Analysis System), con una prueba 
de comparación de medias de Tukey 5 %. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

La extracción de ácidos nucleicos en frutales puede 
ser técnicamente complicada debido a la gran cantidad 
de polisacáridos y compuestos polifenólicos que se acu-
mulan durante la maduración o en respuesta a estímulos 
ambientales. En el presente estudio el material vegetal lio-
filizado proporcionó mayor rendimiento de ADN, indepen-
dientemente de los protocolos evaluados con respecto a 
brotes frescos y hojas deshidratadas (Cuadro 1). El siste-
ma de secado por vacío, llamado liofilización, resultó más 
eficiente para preservar las características del material ve-
getal inicial (Brennan et al., 2011; Moreira et al., 1994). En 
contraparte, en las hojas frescas, las enzimas se encuen-
tran activas promoviendo la degradación de los compues-
tos fenólicos. En el caso de la deshidratación (secado con 
sílica gel), la temperatura y actividad acuosa tienen marca-
da influencia en la degradación o volatilización de algunos 
compuestos termosensibles (Dorta et al., 2012).

En cuanto a pureza, un ADN puro y de calidad debe estar 
en un rango de 1.8 a 2.0 para la relación de absorbancias 
260/280 y de 2.0 a 2.2 para la relación 260/230. Se ob-
servó que a pesar del mayor rendimiento de ADN obtenido 
con el kit comercial y para tejido liofilizado (Cuadro 1), éste 
no presenta los coeficientes mencionados para la rela-
ción 260/230, lo que indicó presencia de carbohidratos y 
fenoles. 

Los protocolos de Tsumura et al. (1995) y Núñez-Colín et 

al. (2011) presentaron muy bajos rendimientos; esto último 
se relaciona con el uso de fenol equilibrado que requiere 
un mayor número de lavados, lo que incurre en pérdida de 
ADN en los diferentes pasos. Estos mismos exhibieron muy 
baja pureza de acuerdo con las relaciones de absorbancia 
registradas (Cuadro 1), lo cual se pudo apreciar durante el 
proceso de extracción debido a la rápida oxidación del teji-
do fresco y a la presencia de un compuesto de consistencia 
gelatinosa en algunas muestras de ADN altamente conta-
minadas; esto es posible, ya que el tejocote se caracteriza 
por su alto contenido de pectinas (polisacaridos) (Cuevas-
Bernardino et al., 2016) y fenoles (García-Mateos et al., 
2013) en fruto; y aun cuando en México no se ha estudiado 
la presencia de pectinas y fenoles en hoja, de manera ge-
neral, sí han sido indicados (Kirakosyan et al., 2003; Salazar 
y Gamboa, 2013; Willats et al., 2006); esto último coincide 
con lo encontrado por Meisel et al. (2005), quienes men-
cionan que polisacáridos y compuestos polifenólicos fre-
cuentemente precipitan y contaminan los ácidos nucleicos 
durante la extracción, lo que afecta tanto la calidad como la 
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cantidad de ácidos nucleicos aislados. Los protocolos de 
Doyle y Doyle (1990) y CTAB modificado presentaron mejor 
calidad y mayores rendimientos. 

Mediante la PCR realizada con el ADN obtenido de las 
diferentes metodologías se obtuvieron bandas de alrede-
dor de 315 pb, indicando la amplificación correcta del gen 
de referencia (16S) para los protocolos de CTAB, Doyle y 
Doyle (1990) y kit, lo que indica que éstos pueden ser uti-
lizados en la obtención de ADN de hojas de tejocote para 
estudios que involucren técnicas moleculares.

El material vegetal liofilizado proporcionó mayor rendi-
miento y calidad en todos los protocolos con respecto a bro-
tes frescos y hojas deshidratadas. Los protocolos de Doyle y 
Doyle (1990) y CTAB modificado representan una alternativa 
para obtener ADN de buena calidad y rendimiento sin procedi-
mientos tan largos y laboriosos evitando  el uso de compues-
tos tóxicos y contaminantes como fenol, lo cual se verificó en 
cuanto a calidad y ausencia de inhibidores mediante la ampli-
ficación exitosa del gen ribosomal 16S por PCR.
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