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RESUMEN

El establecimiento de un método de extraccion de ARN total de plantas que cumpla con los criterios requeridos
de purezay rendimiento, es un paso critico para estudios moleculares posteriores, sobre todo en plantas que
son recalcitrantes y poseen de manera natural una alta cantidad de polifenoles, polisacaridos y proteinas.
Estos se han referido como los principales contaminantes en los métodos de extraccion. En este trabajo se
compara la eficiencia de tres métodos de extraccion de ARN de hojas de cacao (Theobroma cacao L.) para
emplearse posteriormente en analisis moleculares. Se siguieron los protocolos establecidos y evalué la
cantidad y calidad del ARN obtenido. Fue posible reproducir los tres métodos, aunque se constataron diferencias
respecto al tiempo de desarrolloy la calidad del ARN. El mejor método para la extraccion de ARN total fue
el de TRI-Reagent, el cual permitié obtener ARN con las caracteristicas de calidad y concentracion necesarias
para futuros estudios, ademas de la facilidad de su empleo y el nUmero de muestras que pueden ser ensayadas.
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Comparison of three total RNA extraction methods from cacao leaves

ABSTRACT

The establishment of a method for extracting total RNA in plants that meets the required criteria of purity and
yield is a critical step for subsequent molecular studies, especially in recalcitrant plants with naturally high
amounts of polyphenols, polysaccharides and proteins. These have been referred to as the main contaminants
in extraction methods. In this study the efficiency of three methods of RNA extraction from cacao leaves
(Theobroma cacao L.) for later use in molecular analyzes were compared. Established protocols were followed
and assessed the quantity and quality of RNA obtained. It was possible to reproduce the three methods, but
differences were found regarding the development time and quality of RNA obtained. The best method for
extraction of total RNA was TRI- Reagent, which allowed obtaining RNA with the characteristics of quality and
concentration necessaries for future studies, in addition to ease of use and the number of samples that can
be assayed.

Keywords: method, laboratory, polyphenols.

INTRODUCCION

La extraccion de acido ribonucleico (ARN) total,
es un procedimiento de rutina en los
laboratorios de biologia molecular y es la base
en estudios que involucran la expresion y
busqueda de genes. A la fecha, se han
desarrollado numerosos métodos, ademas de
kit de reactivos que son ofrecidos por las
distintas casas comerciales con este objetivo.
Ocasionalmente en los laboratorios de
investigacion, la reproducibilidad de alguno, se
ve limitada por la diferencia entre marcas de
equipos, reactivos, asi como por el niumero de
muestras que pueden ser ensayadas durante
la fase de prueba para el tejido de interés.

Particularmente, cuando se trabaja con
especies recalcitrantes, se hace necesaria la
estandarizacion del método de extracciéon de
entre las opciones existentes, para lograr un
rendimiento y pureza adecuada del ARN total
obtenido. Esta etapa se considera determinante
(Jones et al., 1997; Tattersall et al., 2005;
Rodriguez-Avila et al., 2009).

El cacao (Theobroma cacao L.) se considera
una especie recalcitrante para la extraccion de
acidos nucleicos, debido a que contiene una
alta cantidad de polifenoles y polisacaridos en
los diferentes tejidos, los cuales co-precipitan
junto con los acidos nucleicos (da Silva et al.,
2003; Quiriones et al., 2013).
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Teniendo en cuenta, que el aislamiento del ARN
de los metabolitos mencionados es el principal
interés del uso de los métodos de extraccion, se
planted como objetivo de este trabajo comparar
la eficiencia de tres métodos de extraccion de
ARN para emplearse posteriormente en analisis
moleculares. El primero de ellos se basa en el
desarrollado por Chomczynski y Sacchi (1987 y
2006) y su nombre comercial es TRI-Reagent
(Sigma) y dos métodos utilizados para
especies recalcitrantes: el referido por
Bekesiova ef al. (1999) para la planta carnivora
Drosera rotundifolia y el descrito por da Silva
et al. (2003), especificamente para cacao, el
cual se basa en precipitaciones diferenciales
con terbutanol.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se colectaron hojas de cinco plantas de cacao
del grupo genético Forastero, las cuales fueron
muestreadas en tres plantaciones diferentes
establecidas en el estado de Tabasco, México.
Las hojas fueron desinfectadas externamente
con una solucién de hipoclorito de sodio al 0.5%,
se lavaron con agua destilada para eliminar el
cloro residual y se trituraron con nitrégeno
liquido hasta convertirlas en un polvo fino que
se almacend a -80°C. Para la evaluacion de
los protocolos de extraccién se tomaron 50 o
100 mg de tejido vegetal, con una extraccion
Unica por individuo.

Preparaciéon de materiales para extraccion de
ARN

La cristaleria utilizada fue sumergida en una
solucion de NaOH 1N y esterilizada durante 4
ha 120°C con 1 atm de presion y los materiales
de plastico se desinfectaron con etanol
absoluto y fueron esterilizados por 45 min
durante 20 min a 120°C con 1 atm de presion.
Todas las soluciones que lo requerian fueron
preparadas en agua tratada con dietil
pirocarbonato (DEPC) al 0.1%, a menos que
el protocolo indicara lo contrario.

Métodos de extraccion de ARN utilizados
- Método de TRI-Reagent

Se utilizé el protocolo proporcionado por la casa
comercial Sigma-Aldrich (Chomczynski y
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Sacchi 1987 y 2006) que se describe
brevemente a continuacion:

Se adicionaron 200 pl del TRI-Reagent al tejido,
el cual se colocd previamente en tubos
(Eppendorf) de 2 ml, la muestra se homogenizé
con un micropistilo y se dejé a temperatura
ambiente (TA) por 24 h. Después de ese periodo
se completé el volumen de reactivo en cada
muestra a 1 ml, se aplicé el apartado ‘a’ de
notas, en la seccién de Preparacion de la
muestra del protocolo para separar las partes
fibrosas del lisado por centrifugacién de las
muestras a 12 000 g durante 10 min a4°C y se
transfirié la fase clara del sobrenadante a un
tubo limpio de 2 ml donde se adicionaron 0.2
ml de cloroformo. Las muestras se agitaron
vigorosamente por 15 s por inversion del tubo
y posteriormente se dejaron a TA por 15 min.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron
a 12 000 g durante 15 min a 4°C con lo cual se
obtuvieron tres fases: una fase roja organica,
la interfase y la fase superior acuosa, la que
se transfirié cuidadosamente a un tubo limpio
y se le adicionaron 0.5 ml de isopropanol. Para
precipitar el ARN, las muestras se dejaron 10
min a TA e inmediatamente se centrifugaron a
12 000 g por 10 min a 4°C, el sobrenadante fue
descartado. ElI ARN precipitado, se lavd dos
veces con 1 mlde etanol al 75% (v/iv) mediante
agitacién con vortexy se recolecté al fondo del
tubo por centrifugacion durante 5mina 7 500 g
y 4°C. El precipitado se dej6 secar en estufa a
37°C hasta obtener la completa evaporacion
del etanol y finalmente se resuspendidé en un
volumen adecuado de agua tratada con DEPC
0.1%. Las muestras se almacenaron a-70 °C.

- Método CTAB modificado por Bekesiova et
al. (1999)

El tampdn de extraccién se prepard con 2%
CTAB (m/v), 100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 25
mM EDTA sédico (pH 8.0), 2 M NaCl y se
adiciond B-mercaptoetanol al 2% justo antes
de utilizarlo. Para la extraccion de ARN se
precalentaron 700 pl de tampdn de extraccion
a 65°C y el tejido triturado previamente, se
transfirié al tubo que contenia el tampdny se
agitd vigorosamente. La extraccion del lisado
se realizd dos veces con volumenes iguales
de cloroformo alcohol: alcoholisoamilico 24:1.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron
a 10 000 rpm por 10 min a 4°C y a la fase
acuosa obtenida se le agregd 0. 25 vol. de
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LiCl~10 My se mezcld bien por pipeteo. Para
precipitar el ARN, las muestras se incubaron
toda la noche a 4°C. El precipitado se obtuvo
centrifugando las muestrasa 10 000 rpm por
20 min a 4°C y se resuspendidé en agua
tratada con DEPC. Para precipitar
nuevamente el ARN, se adicioné 0.1 vol de
Acetato de Sodio (pH 5.2) y 2.5 vol de etanol
al 96% e incubacién a -70°C por mas de 30
min. Las muestras se centrifugaron a 10 000
rpm por 20 min a 4°C para obtener el
precipitado, el cual se lavd con etanol al 70%
y se resuspendié en agua tratada con DEPC.
Las muestras se almacenaron a -70°C.

- Método de Terbutanol referido por da Silva
et al. (2003)

Alicuotas del tejido se colocaron en tubos de
2 ml y se adicion6 1 ml de tampdn de
homogenizacién (0.2 M Acido Bérico, 10 mM
de EDTA pH 7.6 ajustado con Tris), 20 yl SDS
al 25% y 20 pl de B-mercaptoetanol. Las
muestras se agitaron por 10 min en el equipo
Eppendorf MixMate® a 300 rpm TA y se
centrifugaron a 15 000 g por 10 min a TA. La
fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo e
inmediatamente se adicioné 1 ml de fenol/
cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1). Se
repitid la adicion de tampon, agitacion y
centrifugacion y la fase acuosa obtenida se
transfirid a un tubo nuevo, anotando el
volumen obtenido. Seguidamente, se
adicioné 1 ml de cloroformo/ alcohol
isoamilico (24:1) y se realizd la primera
separacién de los acidos nucleicos de los
polisacaridos. Para ello se adicionaron 0.1
vol. de Acetato de Sodio pH 4.5 mas 4.5 vol.
de terbutanol, tomando en cuenta el volumen
obtenido. Los tubos se colocaron en hielo y
agitacion usando el Eppendorf MixMate ® a
300 rpm. Luego las muestras se centrifugaron
a 15000 g por 10 mina 4°Cy el sobrenadante
se recuperd cuidadosamente en un tubo
nuevoy se mezclé con 0.4 vol. de terbutanol.
Los tubos se colocaron en hielo durante 30
min e inmediatamente las muestras se
centrifugaron a 15 000 g por 20 min a 4°C. El
precipitado obtenido se lavé con etanol al
70% y se resuspendié en 900 pl de tampédn
de homogenizacién. Para la segunda
precipitacién diferencial de polisacaridos, se
aplicaron los mismos pasos de la primera
separacién tomando en cuenta como
volumen inicial el utilizado del tampén de
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homogenizacion. El precipitado final se secé
en estufa a 37°C y se resuspendidé en agua
tratada con DEPC. Las muestras se
almacenaron a -70°C.

Tratamiento de las muestras con DNasa

Para remover la contaminacion por ADN, en
todos los métodos, se utilizé la enzima
DNase | siguiendo el protocolo indicado por
el fabricante (BioBasic). Una vez tratadas, se
eliminé la enzima de la muestra por la adicién
de 1 ml de fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico (25:24:1). La mezcla se agitd por
10 min y posteriormente se centrifugd a 15
000 g por 10 minutos a TA. El sobrenadante
fue transferido a un tubo limpio. La
precipitacidon del ARN se hizo con 0.1 vol. de
Acetato de sodio 3 My 2.5 vol. de etanol
absoluto y se dejé a TA por 15 min. El
precipitado se obtuvo al centrifugar la
muestraa 12 000 g por 10 min a 4°C llevando
a cabo un lavado con etanol al 70%.

Evaluacion de la cantidad y la calidad del
ARN obtenido

La pureza del ARN fue estimada por la
medida del radio de absorbancia a A A,
con un espectrofotometro SmartSpec ™ Plus
BIO-RAD. Las muestras fueron visualizadas
en gel desnaturalizante de agarosa-
formaldehido al 1%, utilizando como tampdn
de electroforesis MOPS 1X (Bio-Rad).
Previamente las muestras se desnaturalizaron
colocando en tubos de 0.5 ml
aproximadamente ~1 ug de ARN total, 2 pl de
Agua tratada con DEPC, 5 pl de formamida,
2 ul de formaldehido al 37%, 1 yl MOPS 10X.
Por ultimo, las muestras se calentaron a 65°C
por 5 min y se colocaron en hielo. El Azul de
bromofenol se utilizé como indicador de frente
de corrida. La tincién se realiz6 con Bromuro
de Etidio 1mg ml'. Los geles fueron analizados
en un trasluminador de luz UV uvitec.

RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante los protocolos descritos fue posible
reproducir los tres métodos evaluados para
la extraccion de ARN de hojas de cacao,
aunque se constataron diferencias respecto
al tiempo de desarrollo y la calidad del ARN
obtenido (Tabla 1).
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Tabla 1. Resultados del empleo de tres métodos de extraccion de ARN a partir de hojas de

cacao.
Método de Tiempo Masa fresca Concentracién Pureza ARN

extraccion (h) inicial hojas (mg)  ARN (pg/ u)tDE  Relacion 260/280
TRI-Reagent 3-5* 50 2.79+£1.32 2.22
Sigma Aldrich 100 2.53 +1.05 1.69
Bekesiova et 48 50 0.72+1.25 1.03
al. (1999) 100 -0.06+ 0.25 1.66
Da Silva et al. 24 50 0.32 +0.38 1.17
(2003) 100 1.15+1.04 1.37

n=5, concentracion y pureza en valor promedio, DE desviacion estandar.

"Apartir del lisado de la muestra

A pesar de que los autores refieren que cada
meétodo proporciona facilidad y ahorro de
tiempo durante su realizacion, en la practica
variaron considerablemente. Por ejemplo, en
el método de TRI-Reagent en la parte de
homogenizacién, al iraumentando el tiempo
después de la adicion del reactivo, el tejido
se observdé de una coloraciéon café y al
finalizar las 24 h, el lisado era homogéneo.
Sin embargo, el precipitado obtenido fue de
una coloracién oscura, incluso algunos
tuvieron una consistencia arenosa de dificil
solubilizacion.

En los primeros pasos de separacién del
protocolo descrito por Bekesiova et al. (1999)
el lisado se observo de una coloracion
verdosa, probablemente por la presencia de
pigmentos del tipo de clorofilas, los cuales al
separarse las fases se encuentran
principalmente en la parte inferior. Ademas,
el precipitado no fue visible durante la
precipitacion final con Acetato de Sodio sino
hasta el posterior tratamiento con DNasa. En
contraste, en el protocolo propuesto por da
Silva et al. (2003) la accion mecanica de la
agitacién prolongada en los diferentes pasos,
resultd en la lisis exitosa del tejido y en la
eliminacién de los metabolitos conforme se
van utilizando las diferentes mezclas de
solventes. Con el empleo de este protocolo
el precipitado fue de color blanco y muy
pequefio.

Se ha informado por otros autores que
cuando los polifenoles son liberados durante
la lisis celular, disminuye la calidad y el
rendimiento de la extraccion de acidos
nucleicos, debido a que mediante la enzima

polifenoloxidasa con su actividad catecolasa
los polifenoles se oxidan a quinonas y se
acoplan covalentemente a los acidos nucleicos
degradandolos o provocando que precipiten con
ellos (Loomis, 1974; Salzman et al., 1999;
Rojas et al.,, 2011). Esto pudiera explicar la
coloracion oscura de todos los precipitados
obtenidos en el método de TRI- Reagent.

Respecto a los problemas que se presentaron
en el desarrollo de los métodos, el protocolo
descrito por da Silva et al. (2003), aunque no
fue en el que se consumidé mayor tiempo,
representd un mayor desgaste fisico para el
analista. En primer lugar, por requerir un
mayor nimero de pasos y en segundo, por
la pérdida de muestras o tiempo debido al
uso del terbutanol, el cual es altamente
higroscopico y requiere de una temperatura
calida para mantener su estado liquido,
contrario a las temperaturas utilizadas en el
protocolo. Esto resultaba en ocasiones en la
cristalizacidén del reactivo dentro de las
puntas de micropipeta y de las muestras.

Tanto en el protocolo de Bekesiova et al.
(1999), como en el de da Silva et al. (2003),
se observdé la presencia de peliculas
aceitosas y mucosas en la interfase en los
pasos de separacion, en ocasiones tan poco
densas que eran llevadas junto al
sobrenadante al ser transferidas a un tubo
limpio. Cuando lo anterior sucedia, se
observd que las proteinas ocupaban un
volumen importante, dejando minimizada la
fase acuosa.

El rendimiento promedio del ARN total
obtenido fue de aproximadamente 2.5 ug
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unicamente para el protocolo de TRI-
Reagent sin diferencias con respecto a las
cantidades iniciales de tejido evaluadas,
mientras que la concentracion obtenida
con los protocolos restantes fue menor.
Ademas, se observo diferencia entre la
cantidad utilizada de material vegetal de
inicio, pues para Bekesiova et al. (1999)
una menor cantidad representé una mayor
concentracion, los valores en algunos
casos fueron negativos, no asi en da Silva
et al. (2003) donde a mayor cantidad de
tejido, hubo una mayor concentracién
(Tabla 1). A pesar de que los valores de
concentraciéon aun son bajos en los
protocolos evaluados, el tratamiento con
DNasa aumento la pureza de la muestra, pues
anterior a ello la mayoria de estos valores
resultaron negativos (datos no mostrados).

La calidad del ARN obtenido del tejido de
hojas de cacao fue adecuada. El protocolo
de TRI- Reagent presentd el mejor valor en
cuanto a pureza de acuerdo con el radio A,/
A, (2.2). En los dos protocolos restantes,
los valores fueron menores.

La electroforesis permitio la visualizacion de
la banda ribosomal 28 S (Figura 1). Los
valores anteriores tanto de rendimiento como
de calidad del ARN obtenido confirman que a
pesar de los diferentes pasos de separacion
de los materiales organicos y contaminantes,
las muestras finales todavia presentaron
remanentes de ciertos compuestos que
interfirieron en su calidad. Sin embargo, la
visualizacion de las bandas también confirma
que los diferentes reactivos utilizados para
neutralizar las ribonucleasas presentes en
los tampones utilizados, como el B-
mercaptoetanol y el tiocianato de guanidina,
fueron suficientes para mantener un ARN
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integro aunque con la presencia de ciertas
proteinas de dificil separacién (Rojas et al.,
2011).

En las plantas, es comuan la formacion de
estructuras de proteccion, las cuales poseen
paredes celulares reforzadas con capas de
celulosa, lignina y otros compuestos
fendlicos. También se refiere la presencia de
enzimas como la fenilalanina amonialasa,
peroxidasa y polifenoloxidasa (Simo et al.,
2011). Estas caracteristicas como menciona
Rojas et al.(2011), complejizan mucho mas
el escenario molecular en las plantas
recalcitrantes como el cacao, debido a que
los compuestos del tipo de fenoles y
polisacaridos, se encuentran dentro de los
principales contaminantes en las
extracciones de ARN, al evitar su
solubilizacién después de la precipitacién
con alcoholes (Sambrook y Russell, 2001).

Esmuy conocido el gran numero de métodos
originales y modificados, que en su mayoria
informan modestos rendimientos y ARN
parcialmente intactos (Wang et al., 2008;
Wang et al., 2011), los cuales no pueden ser
generalizados o aplicados a distintas
especies sobre todo para extraccion de ARN,
donde el contenido de este acido nucleico es
relativo al momento y estado de las células a
evaluar. Metodologias confiables y probadas,
en ocasiones no pueden ser implementadas
en todos los laboratorios, por el costo de
ciertos reactivos o la dificultad para su
adquisicién en el laboratorio de trabajo.
Aunque los resultados promedios de los
protocolos evaluados difieren, si se
obtuvieron muestras que cumplieron con las
caracteristicas de rendimiento y calidad, las
cuales pueden ser utilizadas en la aplicacion
de técnicas moleculares mas avanzadas.

A B

C

Figura 1. Patron de bandeo de las muestras de ARN total de hojas de cacao extraidas con
tres métodos diferentes. A: TRI-Reagent, B: Bekesiova et al. (1999) y C: da Silva et al (2003).
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CONCLUSIONES

La extraccién de ARN total requiere de la
aplicacion de metodologias que en conjunto
optimicen los rendimientos de obtencidn en
combinaciéon con bajos costos econdmicos y
de tiempo. Los tres métodos evaluados fueron
replicados exitosamente en el laboratorio. El
mejor método para la extraccion de ARN total
fue el de TRI-Reagent, el cual permitié obtener
muestras de ARN con las caracteristicas de
calidad y concentracién necesarias para futuros
estudios, ademas de la facilidad de su empleo y
el nimero de muestras que se pueden ser
ensayadas. Los métodos restantes también
resultaron efectivos, sin embargo, el tiempo para
su realizacion y la cantidad de consumibles
empleados hizo que fueran las Ultimas opciones
para ser establecidos en laboratorio.
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