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RESUMEN

En el suelo se llevan a cabo diversas actividades bioquimicas por parte de la
interaccion de los microorganismos, las plantas con este mismo. Todo el conjunto de
genes de los microorganismos presentes en un ambiente determinado corresponde
al microbioma, en este caso el ambiente a estudio es el suelo. Los analisis de
microbiomas se realizan con el fin de identificar los microorganismos presentes en un
ambiente, sin embargo, para realizar estos analisis es fundamental una extraccién de
ADN. Este trabajo tuvo como objetivo proponer un protocolo de extraccion de ADN
del suelo de pifia (Ananas comosus) de distintas fincas con diferente uso de suelo
para el analisis de microbiomas. Para estandarizarlo se evaluaron tres diferentes
protocolos de extraccion de ADN (Kit comercial y dos protocolos modificados),
ademas se comparo dos diferentes métodos de conservacion del suelo (frio -40 °C y
etanol al 96% a temperatura ambiente) previo a la extraccidén, una vez estandarizado
el protocolo se extrajo el ADN y se compard la calidad (260/280 y 260/230) vy
concentracion (ng/upl) de acuerdo a cada finca y cada uso de suelo (bosque versus
plantacién de pifa). En forma general, los resultados del presente estudio
demostraron: que el kit comercial de extraccién de ADN no fue efectivo para este tipo
de suelo, el protocolo mas efectivo fue el protocolo modificado de Verma et al. (2017),
ademas la conservacion del suelo a muy bajas temperaturas (-40 °C) es efectiva para
obtener altas concentraciones de ADN. También, en el presente estudio resulté que
en los suelos de bosque se encontré mayor concentracién (ng/ul) que, en los suelos
de cultivo, sin embargé la calidad del ADN no varié de acuerdo con los dos usos de

suelo.

Palabras clave: ADN ambiental, Ananas comosus, calidad (260/280 y

260/230) concentracion (ng/ul), analisis de microbiomas.
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ABSTRACT

Many biochemical interactions occur between microorganisms, plants, and soil. The
combination of microorganism genes in a given environment is what is known as the
microbiome. In this specific study, the examined environment was pineapple (Ananas
comosus) soil. Microbiome analyses were conducted in order to identify
microorganisms present in this specific environment, and DNA extraction was required
to complete these analyses. The focus of this study was to establish an effective
method of DNA extraction for analyzing the microbiome of pineapple (Ananas
comosus) soil from specific farms, each with different soil usage. This was done in
three phases. First, in order to standardize the process, three different DNA extraction
protocols (one commercial kit, and two modified protocols) were evaluated to establish
the protocol to be used in this study. Subsequently, two different soil conservation
methods were compared (cold -40 °C, and 96% ethanol at room temperature). Lastly,
the soil samples were compared based on DNA quality (260/280 and 260/230) and
concentration (ng/ul) according to each farm and soil usage (forest vs. pineapple

plantation).

The results showed the commercial DNA extraction kit was not an effective method
for analyzing this type of soil, the most effective protocol was the modified Verma et
al. (2017) Soil conservation at very low temperatures (-40 °C) was effective in order to
obtain high concentrations of DNA. Also, it was discovered that in forest soil, a higher
concentration (ng/ul) of DNA was found compared to cultivated soils. However, the

quality of the DNA did not vary between the two soil samples.

Key words: environmental DNA, Ananas comosus, DNA quality (260/280 and

260/230), DNA concentration, microbiome analyses.
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1 INTRODUCCION

En la rizosfera del suelo se llevan a cabo gran cantidad de actividades bioquimicas
por la presencia de las comunidades de microorganismos, modificando las
propiedades fisicas y quimicas de este. Desde el punto de vista agronémico, cuando
estos microorganismos son benéficos, mejoran las condiciones del suelo, sin
embargo, ocurre de manera contraria cuando son patdogenos y dafan las condiciones

del suelo o afecta negativamente las plantas (Martinez-Escudero et al. 2018).

La productividad de los cultivos tiene una relacion directa con la biodiversidad
microbiana de los suelos, ya que estos interactuan con la planta aportando beneficios
o de manera contraria perjudicandola (Wakelin et al. 2016). De aqui la importancia
de conocer dicha biodiversidad presente en el suelo para visualizar la productividad
esperada. Actualmente se estan desarrollando investigaciones para analizar los
microbiomas y asi lograr la identificacion de los microorganismos presentes y su
accion en el suelo (Cadena et al. 2016). EIl conjunto de las comunidades genéticas
(genes y metabolitos) de los microorganismos se les llama microbiomas,
generalmente los estudios de estos microbiomas permiten conocer el estado de
sanidad de un individuo vivo (Fundacion Instituto Roche, 2018). Hoy en dia se utilizan
los analisis de microbiomas como técnica para buscar informacion de la biodiversidad
del ambiente, especificamente el suelo, ya que utilizando las técnicas tradicionales
como: 1) aislamiento y cultivo de microorganismos, 2) microscopia, o 3)
caracterizacion bioldgica, resultan poco eficientes para este tipo de investigacion
(Cadena et al. 2016). Una de las técnicas utilizada para la secuenciacion de ADN
para caracterizar la biodiversidad ambiental es la del “metabarcoding”, que es la
generacion de codigos de barras generados de las secuencias de ADN para la
identificacion de especies (Dopheide et al. 2018). ElI ADN obtenido de una muestra
del ambiente ya sea (suelo, agua, heces, entre otras) se le denomina ADN ambiental
(eADN), y generalmente es utilizado en estudios para identificar los taxones presentes

en este ambiente (Amador-Huerta 2020).



Por lo tanto, para conocer la identidad de la biodiversidad del suelo, es necesario
una previa extraccion del ADN ambiental. Esto permite analizar mediante
secuenciacion de las regiones ITS y 16S, la composicion de microbiomas (Tanase et
al. 2015).

El método de extraccidn del ADN esta relacionado directamente con el rendimiento,
y calidad de este y su posibilidad de analisis del microbioma. La cantidad
(concentracién) y los rangos de calidad del ADN extraido son parametros
fundamentales para obtener representatividad y abundancia de las especies de
microorganismos presentes. Sin embargo, los suelos representan uno de los
sustratos con mayor dificultad para la extraccion del ADN debido a la variabilidad de
componentes presentes en el mismo, tales como particulas contaminantes, materia
organica, acidos humicos y composicion mineral, asi como también los diferentes

espacios que componen el suelo (agua y aire) (Dopheide et al. 2018).



1.1 Justificacion

El cultivo de pifia (Ananas comosus) se ha caracterizado por ser una fruta de
exportacion en grandes volumenes de produccidon y comercializacion. En Costa Rica
su produccion representa un 33% de las exportaciones del sector agricola
(PROCOMER 2017). A pesar de su importancia en la economia del pais, no se ha
desarrollado investigacion en tecnologias relacionadas al area de la biologia
molecular, especificamente en la secuenciacion del ADN de los microorganismos
existentes en el suelo, su analisis, identificacion y clasificacion de microbiomas, con

miras a encontrar aquellos que pueden ser patdégenos o benéficos para el cultivo.

Con laimplementacion de estas investigaciones, se lograria optimizar las practicas
convencionales que se realizan en los cultivos, i.e. manejo fitosanitario (Cadena et al.
2016) ya que debido a la expansion e intensificacién del cultivo de pifia para cumplir
con la demanda internacional, la produccion de este cultivo se ha visto comprometida
a la utilizacién de un alto uso de agroquimicos afectando la presencia y abundancia
de los microorganismos del suelo, tanto patégenos como benéficos, disminuyendo asi

la diversidad en el recurso suelo (Montiel 2015).

En la actualidad varias instituciones a nivel nacional, como la Universidad de Costa
Rica (UCR), Universidad Nacional (UNA) y el Instituto Tecnoldgico de Costa Rica
(TEC) estan desarrollando investigaciones para determinar la presencia de
agroquimicos en el suelo y la reduccidn en el uso de estos como alternativas mas
sostenibles (UCR 2018). Sin embargo, es necesario incursionar en el desarrollo de
investigaciones de microbiomas en el cultivo de pifia, ya que no hay suficientes
estudios, a pesar de la importancia que amerita identificar estos taxones. Algunos
taxones podrian involucrar microorganismos benéficos que contribuyan al desarrollo
Optimo de las plantas con el fin de obtener mejores rendimientos, 6 bien patdgenos
que generan efectos contrarios a estos microorganismos benéficos y causando

enfermedades al cultivo (Cano 2011).



1.2 Objetivo General

Proponer un protocolo para la extraccion de ADN ambiental a partir de muestras

de suelo del cultivo de pifia (Ananas comosus) para el analisis de microbiomas.
1.3 Objetivos Especificos

e Evaluar tres métodos de extraccion de ADN ambiental (Kit comercial y dos
protocolos modificados) que permitan lograr un adecuado analisis de
microbiomas.

e Evaluar métodos para la conservaciéon de las muestras del suelo, previas a la
extraccion de ADN ambiental.

e Comparar la calidad y cantidad del ADN ambiental extraido, segun el uso del

suelo (bosque versus plantacion).



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Rizosfera

En cada estrato del suelo (liquido, gaseoso y matriz mineral y organica) se generan
diferentes microambientes. La presencia de los microorganismos y los procesos
llevados a cabo se dan en la matriz mineral y organica del suelo, dependen de las
caracteristicas fisicas que este posea, entre ellas: tamafo de particulas, materia
organica, tipo de agregados del suelo, disponibilidad de agua, oxigeno, composicidn

de arena, limo y arcilla (Soria 2016).

Uno de los estratos mas importantes del suelo es la rizosfera, ya que es la parte
del suelo donde se lleva a cabo todas las interacciones entre raices y las plantas.
Ademas, se da el desarrollo, crecimiento de microorganismos y sus dinamicas como

lo son la nutricion mineral y el intercambio cationico (Reyes 2011).
2.2 Usos de suelo

Rodriguez-Eraso et al. (2010) definen como uso de suelo “al conjunto de
actividades que ejerce el ser humano sobre el suelo con fines econémicos y sociales”.
En relacion con esto Trujillo-Gonzalez et al. (2018) mencionan un analisis de las
funciones y la capacidad del uso del suelo, en donde lo define como aquellas
capacidades que tiene un suelo tanto cualitativas como cuantitativas en funcion a las
actividades productivas por el ser humano o ya sea relacionado con la conservacion

de la biodiversidad, sostenibilidad y calidad ambiental.
2.2.1 Suelo de bosque

Los suelos de bosque son caracterizados por sus altos porcentajes de
biodiversidad, y la dinamica de nutrientes por la considerable biomasa microbiana
presente en este, sin embargo, esa biodiversidad se ha visto perjudicada por
deforestacién, pastoreo, excesivo, y cambios en el uso de suelos (Cruz-Ruiz et al.
2012).



Se estima que en los bosques del mundo un 44% del carbono de los ecosistemas
se encuentra presente en los suelos como principal reservorio. Esta caracteristica le
permite al suelo la capacidad y calidad de ser fuente y almacenamiento de nutrientes
(Galicia et al. 2016). Campitelli et al. (2010) también menciona que la presencia de
materia organica en suelos representa uno de los principales indicadores de calidad

y productividad de estos.

Cruz-Ruiz et al. (2012) mencionan en su comparacion de caracterizacidon de suelos
de bosque, cultivo y pradera; que los suelos de bosque poseen un pH mayor (6.4),
mayor porcentaje de materia organica, mayor retencién de agua y capacidad de
intercambio cationica y otras caracteristicas edaficas que le permite a los suelos de

bosque ser mas ricos en calidad.
2.2.2 Suelo de plantaciones

Actualmente los sistemas de produccion agricolas se caracterizan por poseer
manejos intensivos para aumentar la productividad y los rendimientos del cultivo. Sin
embargo, el suelo es el principal factor afectado, ya que estos manejos implican la
preparacion excesiva del terreno mediante arados y rastras, ademas de la aplicacion
de agroquimicos al cultivo y al suelo ocasionando pérdida de la diversidad de la
microbiota y microbioma (Jaurixje et al. 2013). Otro de los factores que afecta la
intensidad del uso del suelo es la sustraccion de nutrientes del suelo ya que alteran
el equilibrio de estos y disminuye su fertilidad. Debido a lo anterior, hoy en dia se
estan implementando practicas de manejo y uso de los nutrientes suelo

sosteniblemente para la conservacion de la fertilidad del suelo (Ceron et al. 2012).

La fertilizacion en los cultivos se ha considerado una practica de vital importancia
para aumentar los rendimientos de este, sin embargo, también puede generar
variaciones en las comunidades microbianas del suelo, como consecuencia cambios

en las interacciones suelo-microorganismos-plantas (Ling et al. 2016).

Cruz-Ruiz et al. (2012) caracterizan a los suelos de cultivos como bajos en materia
organica consecuencia de la fertilizacion, ademas de baja proporciones de Mg, Ca y
Ky porcentajes de Ny C en comparacion a los suelos de bosque. Ling et al. (2016)
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menciona que los suelos que son manejados con fertilizaciéon quimica, estos tienden
a variar sus caracteristicas fisicoquimicas entre ellas la acidez, el pH disminuye y
como consecuencia también disminuye la actividad y diversidad microbiana en los

suelos.
2.3 Microorganismos del suelo

La presencia de comunidades microbianas en el suelo corresponde a la parte
organica del mismo. Dicha seccion tiene una directa relacién con la fertilidad,
estructura y demas caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del mismo, asi como,
la presencia y desarrollo de plantas (Armado et al. 2009). La presencia de
microorganismos del suelo permite que se lleven a cabo varias de estas reacciones
bioquimicas, como, por ejemplo: la nitrificacion, desnitrificacion, oxidacion, reduccion,
entre otros (Garcia de Salamore 2011). En el suelo se dan las dinamicas bioquimicas
de varios nutrientes entre ellos el carbono, el nitrogeno y el fésforo por medio de su

interaccion con el ambiente.

Soria (2016) y lllarze et al. (2017) mencionan los beneficios de la presencia de
microorganismos en el suelo, como aportadores de nutrientes (Figura 1). El ciclado
de compuestos quimicos a través de la nitrificacidon, desnitrificacion, oxidacion,
reduccion entre otros, descomposicion de elementos no disponibles para las plantas
a elementos disponibles y de facil absorcidon a través de sus raices como lo es el
fésforo. Un ejemplo son los hongos micorricicos arbusculares (HMA), encargados de
tomar todo el fésforo presente alrededor de la planta que, en conjunto con los hongos
solubilizadores, lo hacen soluble en forma de HPO4 2 y H2PO4 (Veldzquez et al.
2017).

La existencia de los microorganismos en la rizosfera no solamente se ve reflejado
en la resistencia de las plantas a las condiciones adversas, sino también en la
estructura de las particulas del suelo y en su fertilidad que permiten un buen desarrollo
y rendimiento de las plantas, gracias al mutualismos de algunos de estos
microorganismos (micorrizas) con las raices de las plantas generando la produccion

de nutrientes (Freile-Almeida et al.2018).



Ecosystem functions:

* Nutrient cycling N and P
(NH,*, NO; and PO})
* Signal molecules
(AIA, Humic acids, etc.)
* Plant growth

AN
Rhizosphere

Figura 1. Interaccion de los microorganismos con las plantas y el suelo. Fuente: Medina-
Sauza et al. (2019).

2.4 Microbiomas

El término microbioma se refiere al conjunto de genes y metabolitos presentes en
un habitat determinado (Cantén et al. 2018). Laboratorios de investigacion a nivel
mundial realizan estudios sobre la biodiversidad de microorganismos del suelo desde
su genética y metabolismo (microbioma), con el objetivo de entender su relacion con
la salud de las plantas y como beneficia o perjudica la productividad de estas (Erice
et al. 2019). Los microorganismos generalmente se relacionan con los estados
patoldgicos presentes en las plantas (Canton et al. 2018). Sin embargo, se ha
demostrado mediante investigaciones que los microorganismos benéficos del suelo
tienen el potencial de mejorar las condiciones de este (Erice et al. 2019). Actualmente
se esta trabajando en lo que es la identificacién y clasificacion de estos microbiomas
para formar librerias de estos taxones y que puedan ser utilizados por su posible

beneficio que proporcionan a los suelos y plantas (Cadena et al. 2016).



La diversidad y distribucién del microbioma esta relacionada con las condiciones
de la planta, entre ellas el genotipo, edad, profundidad de las raices, etapa fenolégica
y algunos aspectos abiodticos condiciones ambientales y manejo del suelo (Barbero e
Hidalgo 2017). Por ejemplo, como lo muestra la Figura 2 existe gran variedad de
microorganismos en el suelo y en diferentes localidades de las plantas entre ellos,
virus, bacterias, hongos, nematodos, algas entre otros, dependiendo de las
condiciones climaticas requeridas para su habitat (Cadena et al. 2016). Todos estos
microorganismos de la Figura 2 estan presentes en su mayoria en el suelo de las
plantas, en donde aprovechan los exudados generados por estas y ademas participan
en el ciclado de nutrientes del suelo y que esté de forma disponible para la absorcién
de las plantas (Figura 1) (Cadena et al. 2016; Freile-Almeida et al. 2018).

~13,000 genes
(LEMb)
[10°-10% g~

PROTOZOARIOS

VIRUS

~45 genes
NEMATODOS (4 :-_I:}..:_m
~18,000 genes . 10710 .J-"'-:
(54-100Mb) ]
[10"107 m™]

ARTROPODOS

Figura 2. Promedio del numero de genes en genomas de especies representativas
de acuerdo con cada grupo de organismo. En los paréntesis se indica el
tamafo de cada genoma y en los corchetes la abundancia de cada
microorganismo. Fuente: Cadena et al. (2016).

2.5 Analisis de microbiomas

La aplicacién de técnicas moleculares es fundamental para comprender el
comportamiento, calidad y cantidad de las comunidades microbianas presentes en el
suelo (Cadena et al. 2016). Previamente a estos analisis es necesario estandarizar
el método de recoleccion de la muestra, conservacidn y extraccion o aislamiento del
ADN ambiental (Tanase et al. 2015).



La caracterizacion de microbiomas con técnicas moleculares es diferente a los
meétodos convencionales de caracterizacion, debido al pequeio tamafno de las
moléculas del ADN y/o ARN se requieren equipos de laboratorio y métodos
especializados para su amplificacion y secuenciacion (Cadena et al. 2016).
Actualmente se estudian diferentes métodos para el analisis de microbiomas, uno de
ellos es el mencionado por Hernandez-Ledn et al. (2010), que se basa en colectar la
muestra de suelo, aislar el ADN ambiental, amplificar ese ADN por medio de técnicas
como lo es el PCR y por ultimo la secuenciacion de este para construccion de librerias
de microbiomas. Se reporta que uno de los primeros estudios de construccion de

librerias metagenomicas fue realizado en el afio 1999 (Hernandez-Leon et al. 2010).

Los microbiomas son mas que genes en el suelo. Pedraza et al. (2010) mencionan
que se estan desarrollando investigaciones que promueven la caracterizacion de la
diversidad genética y bioquimica presente en los microorganismos del suelo, esto con
el objetivo de determinar sus interacciones con la rizosfera y los beneficios que

aportan.
2.5.1 Recoleccion del suelo

Para los analisis de las comunidades de microorganismos del suelo se debe
recolectar muestras que sean representativas de un area total que se desee someter
a investigacion. Durante la recoleccion de las muestras, se debe agregar informacion
basica para su identificacion como: Nombre de finca, localizacion, area muestreada,
fecha, profundidad, entre otros. La profundidad recomendada para muestras
superficiales es de 0 cm a 10 cm (INTA 2015). La profundidad, asi como la distancia
de la muestra de suelo, se ve reflejada en la actividad de los microorganismos
cercanos o0 no a las raices. Se ha demostrado que existe interacciones
interespecificas e intraespecificas entre las raices de las plantas, el suelo y los

microorganismos presentes en este (Pedraza et al. 2010).

Especificamente para el cultivo de pina (Ananas comosus), Guzman-Hernandez et
al. (2013) mencionan una profundidad recomendada de 20 cm para la extraccioén de
muestras de suelo a nivel radical del cultivo. Esta profundidad esta relacionada con

la presencia de microorganismos del suelo, ya que en los primeros 30 cm de
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profundidad de una hectarea de tierra puede contener 25 toneladas de

microorganismos (Loaiza 2010).

2.5.2 Conservacion del suelo

Esta etapa es fundamental para el analisis de microbiomas, ya que conservar de
manera correcta las muestras de suelo permite una estabilidad en la composicion del
ADN de las comunidades microbianas en un momento y condicién determinada. Los

métodos de conservacion mas utilizados son: 1) en frio y 2) alcohol (Sun et al. 2019).

Segun Vargas (2010) la conservacion del ADN en frio va a disminuir el riesgo de
contaminacion y proliferacion bacteriana y fungica en las muestras para el analisis.
Hleap et al. (2009) mencionan que los mejores métodos de conservacion de muestras
previas a la extraccion del ADN ambiental son en crioconservacion (nitrégeno liquido)
o utilizando etanol a temperaturas menores a -20 °C, cuando se desea hacer
muestreos rapidos, de lo contrario si los muestreos en campo requieren de mas

tiempo estos métodos no son factibles.

El almacenamiento de ADN en frio ha sido muy utilizado en los métodos de
extraccion de este, con temperaturas de conservacion de -20 °C y -80 °C, sin
embargo, cambios drasticos de estas temperaturas como congelamientos y
descongelamientos durante el protocolo de extraccion de ADN puede provocar
pérdidas de calidad, cantidad e integridad, asi como también periodos largos de
almacenamiento generando fragmentacion de las secuencias mas largas del ADN
(Duque-Ortiz et al. 2017).

Alejos et al. (2014) mencionan una ventaja de la conservacion del ADN en alcohol
relacionado con la estructura de este. La presencia de fosfatos en la estructura del
ADN va a generar una repulsion entre ellos, permitiendo su disolucidén en soluciones
acuosas, formando una capa hidratante a su alrededor. Por lo tanto, la conservacion
del ADN en alcohol va a facilitar la ruptura de esa capa hidratante dejando los grupos
fosfatos expuestos, facilitando su unién con los iones Ca* para neutralizar las cargas

y permitiendo que el ADN se precipite en la solucion y asi facilitar su extraccion.
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Se ha reportado que la conservacion en alcohol es mas eficiente que en
congelamiento cuando se trata de muestras de insectos, de manera contraria cuando
se trata de las demas muestras bioldgicas. Aunque ambos métodos de conservacion
funcionen similares en cuanto a la inactivacién de endonucleasas, el método de
conservacion a temperaturas a -80 °C se obtiene ADN de mayor concentracion y

amplificacion en PCR (Castafio-Sepulveda et al. 2011).
2.5.3 Extraccién del ADN

La extraccién o aislamiento del ADN suele ser uno de los métodos de mayor
cuidado en un protocolo de analisis de microbiomas, debido a que el suelo no
solamente esta conformado de microorganismos sino también de particulas,
contaminantes y otros que dificultan este procedimiento. El método de extraccion de
ADN debe caracterizarse por ser rapido, simple y ademas que logre cantidad vy
calidad, es decir, que este tenga alta concentracion y pureza de acidos nucleicos
(Tanase et al. 2015).

Uno de los principales retos en los métodos de extraccion del ADN es lograr la
separacion unicamente este con respecto a los contaminantes de la solucién como lo
son polisacaridos, fenoles y proteinas. Estos compuestos oxidados se enlazan

covalentemente con la estructura del acido desoxirribonucleico (

Figura 3) e imposibilitan su purificacion para posteriores estudios como
amplificacion o secuenciacion de este (Cerda-Granados y Diaz 2013). Antes de
considerar la extraccion del ADN es importante conocer su estructura quimica para
identificar cuales reactivos funcionan para su aislamiento y conservacion de este

durante el proceso.
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Figura 3. Estructura helicoidal del ADN, union de las cadenas por los puentes de
hidrogeno entre las bases nitrogenadas. EI ADN presenta un grupo

fosfato, con carga negativa que le da la propiedad hidrofilica. Fuente: Alejos
et al. (2014).

Dentro de las limitaciones que se encuentran para la obtencion de ADN proveniente
del suelo estan la calidad y cantidad necesarios para el analisis de este, ademas del
tiempo que tarda en extraer el ADN (Alejos et al. 2014). Una adecuada extraccion del
ADN permite la disminucién de inconsistencias al momento de realizar los analisis de
microbiomas afectando directamente a los resultados esperados (Rios-Sanchez et al.
2016). Incluso se ha reportado que el método de extraccion de ADN representa uno
de los factores que mas influyen en la estimacién de la biodiversidad de diferentes

taxones presentes en el suelo (Dopheide et al. 2018).

Actualmente existen diversos kits comerciales en el mercado para la extraccion del
ADN que facilita y acorta el tiempo del procedimiento. No obstante, existen protocolos
para la extraccién del ADN que utilizan reactivos como es el Fenol-cloroformo-alcohol-
isoamilico (PCI) entre otros compuestos organicos que requieren mas tiempo y se

caracterizan por su toxicidad. (Rios-Sanchez et al. 2016).
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Una de las principales limitantes de los protocolos de extraccion de ADN es que no

todos son reproducibles segun el tipo de muestra y ademas de la complejidad que

requiere aislar el ADN de los compuestos organicos (proteinas, lipidos, fenoles,

polisacaridos) presentes en la estructura celular (Cerda-Granados y Diaz 2013).

2.5.3.1 Reactivos de extraccion

En los protocolos de extraccion de ADN se utilizan gran variedad de compuestos

organicos, cada uno con una funcion especifica para lograr obtener un ADN de

calidad y cantidad éptima (Cuadro 1)

Cuadro 1. Caracteristicas y funciones de los reactivos utilizados en la extraccion

de ADN.

Fuente: Rocha- Salvatierra (2002).

Reactivo

Caracteristica

Funcion

Tris (Hidroximetil
amino metano)

Buffer bioldgico

Estabilizador de pH

EDTA

Agente quelatante

Atrapar los iones Mg de la solucion,
evitando la accion de enzimas
degradadoras del ADN

Acetato de sodio

Sal

Precipitar el ADN

PCI

Solvente organico
Toxico

Desnaturalizar proteinas

Cloroformo-alcohol-

Solvente organico,

Desnaturalizar proteinas, remover

isoamilico toxico lipidos y Solubilizar fenoles
SDS Detergente anionico  Solubilizar proteinas y membranas
CTAB Sal Solubilizar polisacaridos
Etanol Alcohol Precipitar el ADN

Isopropanol Alcohol Precipitar el ADN
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Debido a ello, un protocolo basico de extraccion del ADN requiere de varias etapas.
La primera etapa consiste en una lisis celular en donde se coloca la muestra con un
buffer de extraccion (solucion con sales, componentes quelatantes, caotropicos e
inhibidores de enzimas degradadoras de la membrana celular) y el SDS, los cuales
permiten la ruptura de la membrana celular dejando libre los acidos nucleicos. EI SDS
es un detergente que tiene como funcion disolver la membrana e inactivar la
interaccion del ADN con otros componentes como enzimas que podrian daifar la
integridad. Otro componente importante en la extraccion es el agente quelatante
EDTA que interactiia con los iones Mg 2* e inactiva la accion de las enzimas que
degradan el ADN (DNasas) (Alejos et al. 2014). Payarés y Mancilla (2012) mencionan
de la importancia de utilizar proteinasa K que inactiva las DNasas que degradan los
acidos nucleicos afectando la calidad del ADN. En funcién a esto Salazar- Montes et
at. (2013) indican la eficacia de la inactivacién de las nucleasas presentes en el ADN
en la calidad de este, ya que estas por medio de su accion enzimatica provocan

fragmentacion del ADN, limitando el proceso de amplificacion.

Es importante que en esta etapa de la extraccion se utilicen reactivos que tengan
el potencial para romper el tejido y la membrana celular para liberar el contenido
celular sin que dafie la calidad del ADN. Ademas del buffer de extraccién y el SDS,
se requiere la ayuda de un homogenizador mecanico que facilite la ruptura de estos
tejidos (Salazar-Montes et al. 2013). Un aspecto fundamental al preparar el buffer de
extraccion es que se encuentre en un pH adecuado con el fin de evitar un cambio o
degradacion del ADN (Alvis-Arango et al. 2015). Un pH muy acido (0 - 4) provoca la
destruccion del ADN mientras que un pH (5 - 6) le confiere la caracteristica de ser
insoluble, por lo que un pH 6ptimo es de ocho para que sea soluble en las soluciones
de sales presentes en el buffer de extracciéon (Rocha-Salvatierra 2002). Salazar-
Montes et al. (2013) mencionan que el pH puede disminuir 0.2 a 0.3 unidades del
indice en la cuantificacion de la calidad del ADN (260/280) cuando se encuentra en
un medio acido, y de manera contraria, aumentan cuando se encuentran en medios
basicos. Una sal que juega un papel importante en la estabilidad del pH es el Tris-

HCI que es el encargado de dar el pH 6ptimo al buffer de extraccion (Nava et al. 2015).

15



La segunda etapa en la extraccion del ADN es el aislamiento de este, por lo tanto,
se requiere de compuestos organicos que tengan la capacidad de separar las
proteinas y lipidos del ADN con ayuda de la centrifugacion y de la propiedad hidrofilica
del ADN por la carga negativa del grupo fosfato en su estructura como se observa en
la (

Figura 3). El cloroformo-alcohol-isoamilico es uno de los compuestos organicos
encargados de separar el ADN de las proteinas por medio de la centrifugacién, una
vez que estos se hayan aislado del ADN este se purifica y se precipita con el etanol y

el isopropanol durante la centrifugacion (Dhaliwal 2013).

Se ha reportado que el fenol-cloroformo alcohol isoamilico tiene la capacidad de
extraer el ADN en rangos optimos de calidad y con una adecuada integridad en
comparaciéon de otros protocolos comerciales en los cuales no se utiliza el reactivo
(Lépez et al. 2014). Sin embargo, una caracteristica perjudicial de utilizar este reactivo
en los métodos de extracciéon de ADN, es lo dafino para la salud humana y para el
ambiente, ademas de que al extraer ADN, deja residuos de fenoles en el mismo
dificultando los analisis posteriores a la extraccion como lo son la amplificacion y la

secuenciacion (Rosero et al. 2010).

Una vez que las proteinas han sido separadas del ADN con la presencia del
cloroformo-alcohol-isoamilico en la solucién, se debe proceder a la separaciéon del
ADN de esa solucién, por lo que se requiere la funcion de un alcohol en el medio, ya
que en este el ADN se vuelve insoluble. El isopropanol actua sobre los acidos
nucleicos dejando libre las cargas negativas de los fosfatos para que se adicionen a
las cargas positivas de los iones Na* de las sales (acetato de sodio, cloruro de sodio
o acetato de amonio) permitiendo su precipitacién durante la centrifugacién (Nava et
al. 2015).

La centrifugacién es un procedimiento fundamental en la extraccién de ADN, esto
porque permite la precipitacién de proteinas y lipidos posterior a la separacion del
ADN. Por la propiedad hidrofilica del ADN, se facilita disolverse en medios acuosos
las proteinas y lipidos en solventes organicos, por lo que por medio de la centrifuga,

se logra la separacion de ambas fases por diferencia de densidades (Alejos et al.
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2014). Una vez que se hayan debilitado las fuerzas de repulsion de los polinucleétidos
del ADN unidos a los iones Na*, se favorece la precipitacion de este por medio de la

centrifugacion (Nava et al. 2015).

2.5.3.2 Tiempos y Temperaturas de incubacién en la extraccion de ADN

Las temperaturas juegan un papel fundamental tanto en la conservacién del ADN
como al momento de extraccion de este. Ayala-Ramirez et al. (2013) mencionan que
la temperatura puede influir en la calidad y estabilidad del ADN. Duque-Ortiz et al.
(2017) mencionan en su estudio realizado que la temperatura y el tiempo de
almacenamiento o incubacién del ADN son unos de los principales factores que
afectan la integridad, calidad y cantidad del ADN. Ambas variables en condiciones no
optimas danan el ADN fragmentandolo y dificultando su adecuado analisis e

identificacion.

Los procesos en donde la temperatura afecta la calidad e integridad del ADN son
durante el congelamiento y descongelamiento, cuando la temperatura aumenta y la
muestra de ADN se descongela, ocurriendo una degradacion por las nucleasas
(Ayala-Ramirez et al. 2013). Las nucleasas se encuentran dentro de las células de
los seres vivos y son las encargadas de la degradacion de los acidos nucleicos,

impidiendo que estos mantengan su integridad (Piedras-Montilla 2016).

Duque-Ortiz et al. (2017) mencionan una alternativa para evitar la conservacion en
frio, y es almacenar el ADN deshidratado a temperatura ambiente, reduciendo la
degradacion por cambios de temperaturas y nucleasas, ya que estos son los

principales factores de degradacion en el ADN.

Los tiempos de incubacion tienen un efecto en la concentracion del ADN obtenido,
sin embargo, no en la calidad del ADN. El tiempo idoneo de incubacion en acetato
de potasio que genera concentraciones mas altas de ADN es de una hora, con
respecto a tiempos menores o mayores de una hora. Sin embargo, el tiempo si es un
factor importante al momento de optimizar un protocolo de extraccion de ADN ya que
a menor tiempo de incubacion para que el ADN se precipite, mayor cantidad de
muestras se pueden procesar (Rosero et al. 2010).
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2.5.4 Cuantificacion del ADN

Una vez que finaliza la etapa de extraccion del ADN, se debe verificar su calidad y
cantidad mediante una adecuada caracterizacion (Rios-Sanchez et al. 2016).
Mediante el uso de un espectrofotometro, los parametros para cuantificar el ADN son
la concentracion (ng/ul) y la calidad o pureza, que se estima con dos rangos: 1)
260/280 nm, que corresponde a la proporcion de acidos nucleicos y proteinas; y 2)
260/230 nm, que representa a la proporcidon acidos nucleicos y polisacaridos y

fenoles, respectivamente (Guzman-Rodriguez et al. 2018).

La espectrofotometria es una técnica muy utilizada en el area de la biologia
molecular para la caracterizacion de la calidad y concentracion del ADN (Cadena et
al. 2015). La concentracion del ADN generalmente se cuantifica en (ng/ul), mientras
que la calidad se cuantifica por proporciones de ADN con otros contaminantes
(proteinas, fenoles etc). Los rangos optimos de la calidad del ADN son 1,8 para la
relacion de 260/280 nm respectivamente, 2 para la proporcidén 260/230(Cadena et al.
2016). La espectroscopia funciona bajo el fundamento de la Ley de Lambert Beer de
absorbancia. En la Figura 4 se muestra cuando una longitud de onda incide sobre un
elemento y su radiacion disminuye por la absorcion de la longitud de onda por el
elemento. Este principio se mide con el siguiente algoritmo: A= log (lo /I), donde
A=absorbancia, I= Intensidad de radiacion que emite la muestra y lo= Intensidad de

radiacion que incide en la muestra (Rocha 2004).
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Figura 4. Funcionamiento del espectrofotbmetro por medio del principio de

absorbancia. Fuente: Garcia (2018).

2.5.5 Caracterizacion del ADN
2.5.5.1 Electroforesis

La electroforesis es un método para determinar la integridad del ADN una vez que se
haya cuantificado la calidad y cantidad por la espectrofotometria (Alejos et al. 2014).
Esta metodologia ha sido utilizada en muchos estudios relacionados al ADN, y por
medio de esta, se logran separar fragmentos de acidos nucleicos dependiendo segun
el tamafo de estos. Los mismos pueden ser visualizados por medio de una tincién
en luz UV y posteriormente lograr seleccionar el ADN de interés en cuanto a calidad,

cantidad e integridad para posteriores aplicaciones (Fierro-Fierro 2014).

Su funcionamiento se visualiza en la Figura 5 y se basa en un campo de fuerzas
eléctricas (catodo y anodo) en donde el ADN por su carga negativa va a movilizarse
hacia la carga positiva, y los fragmentos de este van a migrar de acuerdo con su
tamafo: los fragmentos pequefios se van a movilizar de manera mas rapido,
sucediendo lo contrario con los fragmentos mas grandes (Fierro-Fierro 2014). Se
utiliza una camara de electroforesis que es donde se va a llevar a cabo el campo
eléctrico generado en funcion a las fuerzas eléctricas y un buffer o solucion
amortiguadora que permite esa transmision eléctrica, ademas, se utiliza un gel
(agarosa o poliacrilamida) que funciona de soporte por su apariencia gelatinosa a

temperatura ambiente, y formando una malla o microporos en donde el ADN del
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marcador molecular (como punto de comparacion de las muestras) van migrar de

acuerdo a su peso molecular Salazar-Montes et al. (2013).

y

y
@ / Muestra

Patrén o
Ladder

®

Figura 5. Ejemplo de la visualizacidén de un analisis de electroforesis. Fuente: Salazar-
Montes et al. (2013).
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2.5.5.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta técnica de biologia molecular fue creada por el bioquimico estadounidense
Kary Mullis en 1985, y consiste en la amplificacién in vitro de secuencias especificas
de ADN. Mullis se basé en el principio de la replicacion del ADN de las eucariotas
llevado a cabo por las enzimas ADN polimerasa, que llevan a cabo la sintesis en
sentido 5’a 3" (Mas et al. 2016).

La reaccion en cadena de la polimerasa es una técnica que amplifica y detecta al
mismo momento y funciona por medio de ciclos. Cada ciclo se divide en tres etapas:
Figura 6: 1) la desnaturalizacion o desdoblamiento de la doble cadena de ADN a altas
temperaturas (94 °C - 95 °C): la separacion de las cadenas se da por el rompimiento
de los puentes de hidrégeno del ADN; 2) la hibridacion o alineacién: sucede cuando
los cebadores se agregan a las cadenas complementarias; para que ocurra esta etapa
se requiere de temperaturas bajan a (50 °C - 70 °C) y ; 3) la extension o elongacién:

se da a una temperatura de 72 °C y sucede cuando la enzima polimerasa copia la
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secuencia del gen o cebador agregado hasta formar una nueva cadena de ADN
(Ramirez-Pacheco et al. 2013).

POOOAX
!

Desnaturalizacién 95°C
5 S 3
3 5

Alineacion 55°C
5

@ TagADN polimerasa

l Iniciadores

Extension 72°C
5 F
3 - 5

3

" N 3T 5
5 @ 5

5
.3

Figura 6. Etapas de la amplificacién del ADN por la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa. Fuente: Ramirez-Pacheco et al. (2013).

2.5.5.3 Secuenciacion del ADN

La secuenciaciéon del ADN es una técnica que consiste en determinar el orden de
los nucledtidos en las moléculas de ADN. Gracias a la existencia de esta técnica se
ha podido desarrollar los estudios filogenéticos para determinar la taxonomia de las

especies por medio de su ADN (L6épez de Heredia 2016).

Rojas-Dominguez (2018) mencionan la importancia de la secuenciacion del ADN.
Gracias a esta técnica, se ha logrado la identificacion de mas de 200 000 genomas
que actualmente se encuentran guardadas en la base de datos NCBI (National Center
for Biotechnology Information). Esta misma base de datos no solo posee gran
cantidad de datos sino variedad de estos, por lo que se ha dividido en seis categorias

(Literatura, salud, genomas, genes, proteinas y quimicos), siendo asi de gran aporte
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en la investigacion ya que permite el libre acceso a investigaciones (NCBI Resource
Coordinators 2018).

Para lograr la secuenciacion del ADN es necesario conocer la existencia de las
regiones especificas del acido desoxirribonucléico que permiten la identificacion de

los microorganismos (Valenzuela-Gonzalez et al. 2015).

Existen diferentes métodos de secuenciacion de ADN: 1) el método de
secuenciacion Sanger clasico que pertenece a la primera generacion y se caracteriza
por utilizar ddNTPs (didesoxinucledticos trifosfato) ubicados en las terminaciones de
la cadena de ADN. De manera que cuando se realiza el analisis de la muestra esta
se divide en cuatro reacciones por separado de secuenciacion conteniendo los cuatro
desoxinucleétidos estandar (dATP, dGTP, dCTP y dTTP) ademas de una ADN
polimerasa y por ultimo la separacion de los fragmentos por electroforesis en gel
(Rojas-Dominguez 2018). Otro método de secuenciacién de primera generacion
corresponde a: 2) secuenciacion de Sanger automatizado también considerado de
primera generacion, se elaboré con el fin de facilitar el procedimiento a menor costo,
se mejordo con la implementacion de terminadores fluorescentes (ddNTPs), la
sustitucidon del ADN polimerasa por la Tag-polimerasa ademas de la separaciéon de
fragmentos por medio de electroforesis capilar en lugar de la electroforesis en gel

(Rojas-Dominguez 2018).

Con la necesidad de disminuir el costo y aumentar los procesos a un menor tiempo,
surgid la secuenciacion de nueva generacion, algunos ejemplos de estos son: 3)
Roche Pirosecuenciador 454 bajo el principio de pirosecuenciamiento esta técnica
de secuenciamiento se basa en una sintesis y se origind en el 2005, su
funcionamiento se basa en que cada vez que un nucledtido se incorpora en la nueva
cadena de ADN se libera un pirofosfato y es detectado por el secuenciador, la
fragmentacion del ADN se da al azar y luego cada fragmento secuenciado es
amplificado por aparte. Por otra parte, como método de segunda generacion también
4) llumina/ Solexa GA funciona con el método de sintesis el principio de amplificacion
en un puente sobre una celda de flujo por ultimo la secuenciacion de los nucledtidos

generados por terminacién reversible. (Kchouk et al. 2017).
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Actualmente se han desarrollado métodos de secuenciacion de tercera generacion
tiene la ventaja de secuencias genomas complejos, a bajo costo y de manera mas
rapida, un tipo de secuenciacion de esta generacion es la 5) técnica de nanoporos de
Oxford tiene la capacidad de secuenciar por medio de un nanoporo de proteina
sintético, cuando el fragmento de ADN pasa por el poro, genera una corriente iénica
que se registra en un grafico para posteriormente ser interpretado para la

identificacion de la secuencia (Kchouk et al. 2017).

a) Regiones 16 S:

Carl Woese de la Universidad de lllinois en la década de 1970 propuso la aplicacién
de la regiéon 16S como crondmetro molecular. Esta macromolécula es utilizada en los
estudios de filogenética y taxonomia para la identificacion de organismos bacterianos
(Rodicio y Mendoza 2004).

El gen 16S o también conocido como ADN ribosomal 16S, es un polirribonucleético
utilizado como marcador molecular por su caracteristica de estar presente en todos
los organismos conocidos y ademas por su larga permanencia en el tiempo, ademas,
este gen posee nueve regiones conservadas que son utiles para la identificacion de
taxones, ya que a partir de esta se disefian de iniciadores universales para la

amplificacion de regiones de ARNr (Valenzuela-Gonzalez et al. 2015).

Rodicio y Mendoza (2004) mencionan que los analisis moleculares realizados a
partir de la regién codificada por el gen ARN 16 S han logrado sustituir otras técnicas
de identificacion convencionales por sus caracteristicas de rapidez y precision. Como
se observa en la Figura 7 esta macromolécula se encuentra presente en el ARNr de

las subunidades del ribosoma bacteriano.

Aunque actualmente existe gran diversidad de marcadores moleculares para la
identificacion de microorganismos, el 16S se destaca por ser una macromolécula muy
antigua que ha sido estudiada, generando una gama universal para la identificacion
de microorganismos. Ademas, su tamano es de (1.500 nucleétidos) favoreciendo los

analisis estadisticos por su disminucion en errores (Valenzuela-Gonzalez et al. 2015).
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Figura 7. Esquema de la estructura de las subunidades y macromoléculas que
componen el ribosoma bacteriano. Fuente: Rodicio y Mendoza (2004).

Actualmente el gen 16S ha sido utilizado en diversos estudios. Uno de ellos para
la identificacion de tres distintas especies de garrapatas, resultando muy util para
analisis filogenéticos a escalas moleculares; ademas, en este estudio también se
logro obtener distancias interespecificas e interespecificas entre los genes analizados
para obtener comparaciones, lo que resulté que el gen 16S presenta mas sitios
informativos variables en comparacion a otros genes, también es util en la separacién
de especies esto por su baja variabilidad genética intraespecifica (Paternina et al.
2016).

Gonzalez-Garcia et al. (2013) mencionan la aplicacion de las regiones 16S en la
identificacion de bacterias (Lactobacillus spp). Estos microorganismos son de vital
importancia en distintos tejidos del organismo humano, sin embargo, existen especies
que no se pueden cultivar en el laboratorio mientras que otras si son cultivables, estas
ultimas no se han logrado identificar por métodos convencionales. Es por eso por lo
que las regiones 16S han permitido su adecuada identificacién para la elaboracion de

arboles filogenéticos de los (Lactobacillus spp).

Ling et al. (2016), menciona en su estudio realizado en donde utiliza las regiones
16S de ADN extraido de suelos para comparar la diversidad y biomasa microbiana de
dos suelos con distintos manejos, uno con enmienda organica y otro con fertilizantes

quimico.

24



b) Regiones ITS:

Internal Transcribed Spacer (ITS, por sus siglas en inglés), corresponden a una
region del ARN ribosomal que puede ser amplificado mediante PCR para identificar
microorganismos (especificamente hongos), son también llamados marcadores
moleculares (Shittu et al. 2016).

Estas regiones son importantes para la identificacion taxonémica de especies de
microorganismos. Son utilizados en el area de fitopatologia para el diagndstico
molecular de especies que afectan a los cultivos (Garcia 2006). Las regiones ITS se
caracterizan por su facilidad de amplificar, su tamafio pequefo, alta capacidad de
mutacion y ademas de su funcion de espaciador para separar genes (18S, 28S, 5S y
5.8S) (Figura 8) (Avendafio-Sanchez et al. 2015).

Muclear ribosomal DMNA
I I N N N N N N N N N N R N S S R N

o il — K‘HHH
NTS|ETS| 18S ITS-1 |585| ITS-2 26S
ITS4
L . _—_
T- -
ITSregion

Figura 8. Region del espaciador transcriptor interno ubicado en el ADN ribosomal.

Fuente: Hidaya et al. (2016).

Existen distintas aplicaciones de las regiones ITS, como por ejemplo en cultivos,
industria, microbiologia entre otras. Avendano-Sanchez et al. (2015) trabajé en una
de las aplicaciones de estas regiones ITS para determinar la similitud de la planta
madre y su progenie en el maiz por medio de estos espaciadores ITS, obteniendo que
las plantas provenientes de poliembrionia tenian 100% similitud de sus plantas madre,
de manera contraria sucedié con las plantas dobles (dos plantas provenientes de una

sola semilla) no presentaron similitud. Segura et al. (2010), menciona las aplicaciones
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de estos genes en el sector de la industria alimentaria, por ejemplo, para el analisis
de distintas cepas de levaduras utilizadas en el proceso de fermentacion. De acuerdo
con las investigaciones mencionadas anteriormente las regiones ITS son de gran
utilidad como marcadores moleculares para la identificacion de microorganismos, en

hongos es donde existe mayor cantidad de investigaciones de estas regiones.
2.6 El cultivo de pina (Ananas comosus)

El cultivo de pifia (Ananas comosus) representa en Costa Rica uno de los cultivos
de gran importancia por su acelerada expansion en el territorio nacional (Montiel
2015). CANAPEP (2016) menciona que anteriormente el cultivo de pifia se destinaba
unicamente para consumo local del pais, sin embargo, a partir del afio 2000, la
produccion se fue expandiendo con el objetivo de posicionarse en mercados
internacionales por medio de las exportaciones. Actualmente, la pifia ocupa el tercer
lugar de las exportaciones a nivel nacional generando un total de $941.5 millones por
las exportaciones a Europa y América del Norte como sus principales clientes (UCR
2018).

La pina es un fruto tropical de gran importancia en el mercado nacional e
internacional. Se empez6 a cultivar en Costa Rica hace mas de 50 afos en la Zona
Norte y Zona Sur del pais. Su mercado fue inicialmente para el consumo nacional,
pero con el paso del tiempo, el area cultivada se fue incrementando y creando asi la
oportunidad de exportacion (Montiel 2015). Actualmente la produccion se destina la
exportacién en su mayoria a paises europeos y Estados Unidos, significando un 33%
de las exportaciones agricolas del pais (PROCOMER 2017). A nivel nacional, la
produccion en el 2018 alcanzé una cifra de 989.56 millones de doélares en la
exportacion de fruta fresca. Ademas, este cultivo es importante no solamente por su
venta a nivel internacional, sino por la generacion de empleos en el pais.
PROCOMER (2017) reporta que el sector pifiero genera 32 000 empleos directos, ya

que existen 145 empresas exportadoras de pifia y 58 plantas empacadoras de la fruta.

El cultivo de piha se ha caracterizado por ser un monocultivo enfocado en obtener
altos rendimientos, ya que su principal manejo del suelo es intensivo, debido a esto

se requiere un uso excesivo de aplicaciones de insecticidas, fungicidas y herbicidas
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por la susceptibilidad del cultivo a plagas y enfermedades en el suelo provocando la
degradacion de este recurso, asi como otros danos (Mogollon et at. 2015). Ademas
de la degradacion de suelo por aplicacion de agroquimicos, se da también por la
preparacion excesiva de terreno antes de cada siembra ya que su cosecha se realiza
de manera escalonada, generando problemas en el suelo como erosion,

compactacion, pérdida de la actividad microbiolégica (Cubero y Sandi 2014).

A pesar de ello, el sistema de manejo del cultivo es diferenciado, con productores
que presentan manejos convencionales, asi como no convencionales. Por ejemplo,
algunas instituciones publicas estan incentivando a los productores de pifia a
implementar alternativas que ayuden a mitigar el uso de agroquimicos y sustituirlos
por opciones sostenibles, con por ejemplo controladores biologicos y los
microorganismos benéficos, que mejoran las condiciones del suelo y combaten las

plagas y enfermedades (UCR 2018).

El cultivo de pifia conocida como (Ananas comosus (L) pertenece a la familia
Bromeliacea, originaria de Ameérica de clima tropicales. Las principales variedades
que se comercializan en el pais son La Criolla, Cayena Lisa y algunos cultivares como
Champaka F-153 y MD2 (Quesada-Jiménez 2013). Ademas, la pifia se caracteriza
morfolégicamente tener un habito de crecimiento herbaceo y perenne. Posee un
promedio altura promedio 1.5 m, con un tallo central compuesto de hojas envolventes
lanceolados, rigidas y fibrosas, el numero de estas puede variar (40-80)
(Garciduenas-Paz 2013). Quesada-Jiménez (2013) menciona que el sistema
radicular de la pina es fibroso muy superficial no mayor a los 60 cm. La inflorescencia
de la pifia se desarrolla en el meristemo apical y puede tener de 50 a 200 flores
individuales, el fruto es multiple compuesto por muchos ovarios que cuando maduran

conforman la parte comestible (Garciduefias-Paz 2013).

La pifia se desarrolla bajo las siguientes caracteristicas edafoclimaticas:
temperaturas entre 24 °C - 27 °C, precipitaciones entre 1200-2000 mm, suelos con
texturas francos, permeables y con buena aireacién, con pH entre 5-6 (Méndez-
Gonzalez 2010). Los principales suelos destinados a la produccién de pina son los
Ultisoles, son suelos viejos y meteorizados y representan el 21% de los suelos de
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Costa Rica, se caracterizan por ser suelos acidos, de baja fertilidad y con problemas
de toxicidad de Al y Mn y, ademas, poseen baja acumulaciéon de materia organica
(Henriquez et al. 2014).

Las principales plagas que se desarrollan en los suelos del cultivo de pifia son los
caracoles (Opeas pumilumy Ceciliodes aperta), el nematodo Meliodogyne sp que son
transmisores de virus, sinfilidos (Hanseniella unguiculata (Hans), Symphylella tenella
Scheller y Scutigerella sakimurai); algunas de las enfermedades del suelo de mayor
importancia en este cultivo son (Phytophthora sp, Erwinia sp, Fusarium sp,
Pseudomonas sp) que provocan danos en el sistema radicular de la planta de pifia 'y

como consecuencia dafiando el fruto y su rendimiento (Quesada-Jiménez 2013).

No obstante, hay deficiencias en el reporte de investigaciones de secuenciacion y
analisis de microbiomas en el cultivo de pifia que permitan identificar la presencia de
taxones benéficos de microorganismos en el suelo de este cultivo para lograr

disminuir el uso de agroquimicos a futuro.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién

El trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular perteneciente a
la Escuela de Ciencias Naturales y Exactas del Instituto Tecnolégico de Costa Rica,
Campus Tecnolégico Local San Carlos, y en las fincas productoras de pifia con dos
usos de suelo (bosque y plantacion) y con manejo convencional y manejo alternativo
(minima labranza, agroquimicos reducidos, aplicacion de compost) ubicadas en la

Zona Norte del pais.

San Carlos presenta un clima tropical (estacion seca y lluviosa), la estacion seca
va desde marzo a mayo Yy la lluviosa se prolonga desde mayo a enero o febrero. La
temperatura promedio presente en esta zona es de 21,8 °C. La precipitaciéon varia de
3000 a 3600 mm/afio. Se caracteriza por ser una zona muy humeda con un promedio
de humedad relativa de 82,2% (IMN 2019).

3.2 Periodo de Estudio

El periodo de estudio se realizdé durante los meses de abril a diciembre del 2019 y
enero a marzo 2020. Los meses de abril-agosto 2019 se procedio a la recoleccion de
muestras, agosto-diciembre 2019 se realiz6 pruebas de dos protocolos para
extraccion de ADN y se realizd algunas modificaciones de sus procedimientos. Por
ultimo, los meses enero y marzo 2020 se estandarizo el protocolo y se procesé las
muestras de suelo extraidas de diferentes fincas con distintos usos de suelo

(plantacion y bosque) y distinto manejo.
3.3 Material de estudio

El material de estudio que se utilizé fue el suelo del cultivo de pifia con dos usos
de suelo (plantacién y bosque) y con distintos manejos (convencional, minima
labranza, zona reforestada sin sotobosque, seis meses de plantacion, cuatro meses
de plantacion, con compost, sin compost, plantacion de teca, bosque inundable)
provenientes de diez fincas de la Zona Norte (Pifias cultivadas CR, Pifa Alegre SA,

Las Brisas, Euclides Barrantes, Dagoberto Arias, Finca Dos, Upala Agricola, Tierra
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Fértil SA, Tremedal e Inversiones Yarinacocha). Por cada finca se utilizaron tres

repeticiones de cada uso de suelo.
3.4 Variables

Las variables de clasificacion utilizadas para la estandarizaciéon del protocolo
fueron: volumen de buffer de extraccidn (en microlitros (ul)), volumen de SDS (en
microlitros (ul)), volumen de Cloroformo-alcohol-isoamilico, volumen de PCI previo,
volumen de PCI, tiempo de incubaciéon (en minutos), tiempo de centrifugacion (en
minutos), temperatura de centrifugacion (en grados Celsius (°C)), volumen de acetato
de sodio 3 My NaCl 5 M (en microlitros (ul)).

Las variables de respuesta utilizadas fueron: 1) concentracién (ng/ul), 2) calidad
260/280 nm (acidos nucleicos y proteinas), y 3) calidad a 260/230 nm (acidos
nucleicos y polisacaridos y fenoles). Se utilizaron en la selecciéon del método de
conservacion de muestras del suelo y la comparacion de ADN ambiental segun el uso

de suelo.

3.5 Diseio de muestreo y modelo estadistico

La recoleccion de muestras de suelo se realizé bajo un disefio de muestreo simple
al azar estratificado. Las variables de respuesta obtenidas en este muestreo se
analizaron bajo el modelo matematico de un disefio completamente al azar (DCA) con
arreglo factorial (Finca x Uso del suelo) para evaluar las variables de respuesta. El

modelo estadistico para el analisis del ADN de bosque y plantacién fue el siguiente:

YiG=p + Fi +Uj+(F*U) ij+ Eij)

Donde:

Yij= Variable respuesta observada en la i-ésima finca del j-ésima uso del suelo
M = media general
Fi= El efecto observado en la i-ésima finca

U= El efecto observado en la j-ésima uso del suelo
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F*U= Interaccion Finca* Uso de suelo

Eij = error aleatorio del i-ésima finca del j-ésima uso del suelo

Para los métodos de conservacion de suelo se estableci® un disefio
completamente al azar (DCA), el modelo estadistico para el analisis de calidad y

cantidad de ADN segun método de conservacion del suelo fue el siguiente:
Yi=p + Ci+ Ei
Donde:

Yi= Variable respuesta observada en la i-ésima tratamiento de conservacion
M = media general
Ci= Efecto observado en el i-ésima tratamiento de conservacion

Ei = error aleatorio del i-ésima tratamiento de conservacion

3.6 Analisis estadistico

Se utilizé el programa InfoStat/P (Di Rienzo et al. 2019) versién 2019 para el
analisis estadistico. Para la seleccion del protocolo, se realizé medidas de dispersion
(medias, limites de confianza inferior y superior y error estandar) los limites de
confianza utilizados fueron al 95% esto para cada variable de clasificacion (las
modificaciones al protocolo) con el fin de estimar con cual tratamiento de cada
procedimiento del protocolo se obtuvo mejor relacion de calidad (260/280 y 260/230)

y ademas mayor concentracion (ng/pl).

Se realiz6 una comparacién de medias mediante Modelos Lineales Generalizados
(MLGM) y una prueba de comparacién multiple LSD-Fisher en los casos en los que

se encontraron diferencias significativas, para la variable concentracién (ng/pl), en los

31



meétodos de conservacion de suelo de la misma manera para los usos de suelo

(bosque y plantacién de pifia) de cada finca, con un nivel de significancia de 0,05.

3.7 Materiales y Equipo

Para la realizacion del presente estudio fue requerido del siguiente equipo,

materiales y reactivos.

Bolsas

Hieleras

Frascos de vidrio
Puntas para
micropipetas

Balines

Tubos para centrifugar
PCI
Cloroformo-alcohol-
isoamilico
Isopropanol
dodecilsulfato sédico
(SDS)

etanol al 96%

EDTA

Agua Ultra Pura (Grado
Biologia Molecular)
Espectrofotometro
Therm Scientific
Nanodrop 8000
Centrifuga eppendorf
Mini Spin plus

Vortex Scientific

Industries Genie 2

Congelador (-20 °C)
Sanyo Biomedical
Freezery (-40 °C)
Thermo Scientific EM
08211

Refrigerador 4 °C
Abarca Refrigeracion
Comercial
Micropipetas Thermo
Scientific Kit Finnpipette
(0-10pl) (10-100 pl)
(100-1000 pl)
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3.8 Metodologia utilizada en la estandarizacién del protocolo de extraccion
del ADN

3.8.1 Origen de las muestras del suelo

Las muestras fueron colectadas en el marco del proyecto (Analisis de comunidades
biolégicas de pifia en la regiéon Huetar Norte). Se colectaron tres repeticiones por
cada uso de suelo en cada finca pifiera. Cada repeticién se tomo de tres diferentes
puntos de muestreo cada uno de un kilogramo, estas fueron mezcladas y cuarteadas
para obtener una submuestra de 200 g, sin ser manipuladas directamente con las
manos para evitar contaminacion. Durante la colecta de muestras las herramientas
fueron limpiadas con agua y alcohol entre cada uso. En las siguientes 24 horas
después de la colecta y fueron almacenadas inmediatamente, por ultimo, las muestras
se empacaron en bolsas, cada una rotulada, y se trasladaron en hieleras al
Laboratorio de Biologia Molecular, las mismas fueron almacenadas a —40 °C hasta su

uso.
3.8.2 Conservacion de las muestras del suelo
La misma muestra obtenida del suelo de pina fue conservada con dos métodos:

e En frio -40 °C: se colocaron las muestras en bolsas plasticas debidamente

etiquetadas en una hielera con suficiente hielo para mantener el frio, una vez
trasladas al laboratorio de biologia molecular se almacenaron en un congelador a
-40 °C.

e En etanol al 96% a temperatura ambiente: se colocaron 20 g de suelo de pifa

dentro de Tubos de centrifuga de 50 ml con etanol al 96% (Figura 9) y fueron
almacenadas dentro del laboratorio de biologia molecular a temperatura
ambiente (24 °C).
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Figura 9. Suelo de pifia conservado en etanol al 96% a temperatura ambiente. La
extraccion de ADN se realizé de acuerdo con las fases a) unicamente el
sedimento, 2) unicamente el etanol al 96% y 3) sedimento + etanol al
96%. Laboratorio de Biologia Molecular Campus Tecnolégico Local San
Carlos, 2020.

3.8.3 Estandarizacién del protocolo de extraccion de ADN

En los primeros meses de estudio abril-agosto 2019 se realizaron extracciones de
ADN utilizando el kit comercial DNeasy PowerSoil de la casa comercial Qiagen.
Durante los meses de agosto-diciembre 2019 se realizaron distintas modificaciones
en cada etapa de extraccion a dos diferentes protocolos de extraccion Tanase et al.
(2015) y Verma et al. (2017). Finalmente se selecciond el protocolo con el cual se
logré extraer ADN con los rangos mas cercanos al 6ptimo de calidad (1.8 para
260/280 y 2 para 260/320), y mayor cantidad de ADN > 300 (ng/ul). Los Cuadro 2

Cuadro 3 resumen las modificaciones empleadas.
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Cuadro 2. Modificaciones realizadas al protocolo Tanase et al. 2015 para la
estandarizacion de protocolo de extraccion de ADN en suelo de pifa
(Ananas comosus). Laboratorio de Biologia Molecular Campus
Tecnologico Local San Carlos, 2020.

Tratamientos del Tratamientos Combinaciones de tratamientos del
Buffer de del SDS(ul) Buffer de extraccion, SDS y etapas del
extraccion (ul) protocolo

0,75g S - 1 vol C - 0 vol PCl p -1vol PCI -
0 pl NaCl- 0 vol AS- 30 min TI- 10 TiC -15
300 300 °CTC

0,759 S - 1 vol C - 0 vol PCI p -1vol PCI -
0 pl NaCl- 0 vol AS- 30 min TI- 10 TiC-15

300 100 °CTC

600 0 0,759 S - 1 vol C - 0 vol PCI p -0,5vol PCI
- 0 plI NaCl- 0 vol AS- 30 min TI- 10 TiC-
15°CTC

S= Suelo, C=Cloroformo, PCI= Fenol-cloroformo-alcohol-isoamilico, PCI p=PCI previo, NaCl=Cloruro
de sodio, AS=Acetato de sodio, TI= Tiempo Incubacién, TiC= Tiempo de Centrifuga, TC= Temperatura
de Centrifuga, Vol= volumen, min= minutos, yl= microlitros, g=gramos.

En los Cuadro 2 y Cuadro 3 se muestra las modificaciones realizadas en las
etapas de los protocolos, las variables de Buffer de extraccién (ul) y SDS (ul) fueron
en los que se utilizaron mayor cantidad de variaciones (tratamientos) en comparacién

a las demas etapas con las que se combinaron.

Las variaciones realizadas en las extracciones con el PCIl fueron utilizando
diferentes volumenes (Cuadro 2) en diferente etapa de extraccion: 1) en el buffer de
extraccion (PCI previo), 2) después del buffer de extraccion antes de la adicion de
cloroformo alcohol-isoamilico. Las variaciones realizadas con el cloroformo-alcohol-
isoamilico fueron con respecto al volumen, en proporcion con el volumen del

sobrenadante obtenido (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Modificaciones realizadas al protocolo Verma et al. 2017 para la
estandarizacion de protocolo de extraccion de ADN en suelo de pifa

(Ananas comosus).

Laboratorio de Biologia Molecular Camp

Tecnologico Local San Carlos, 2020.

us

Tratamientos
del Buffer de

Tratamientos Combinaciones de tratamientos del Buffer de

extraccién (ul) del SDS(pl) extraccion, SDS y etapas del protocolo
0,75g S - 1 vol C - 0 vol PCI p -1vol PCI- 100 pl
200 NaCl - 0.1 vol AS — 60 min Tl = 15 min TiC — 4
600 CTC
0,75g S - 1 vol C -0 vol PCI p -1vol PCI - 0 yl
300 NaCl - 0.1 vol AS- 60 min TI =15 min TiC -4 °C
TC
0,59 S -1 vol C -0 vol PCl p -1-0 vol PCI - 0 pl
250 NaCl — 0 vol AS- 30 min TI =20 min TiC -4 °C
750 Te
0,59 S -1 vol C -0 vol PCI p -1vol PCI - 100 pl
375 NaCl - 0,1 vol AS- 60 min TI = 15 min TiC — 4
°CTC
0,25g S -1 vol C -0 vol PCl p -1-0 vol PCI — 0 pl
125 NaCl — 0 vol AS- 30 min Tl — 20 min TiC — 20 °C
250 Te
0,259 S -1 vol C -0 vol PCI p -0 vol PCI - 0 pl
250 NaCl — 0 vol AS- 30 min TI = 20 min TiC — 20 °C
TC
0,59 S -1vol C-0-0,125-0,25 vol PCI p -0 vol
500 PCIl — 0 pyl NaCl - 0 vol AS- 30 min Tl — 20 min
500 TiIC-20°CTC
0,259 S -0 vol C -0 vol PCl p -0 vol PCI -0 pl
250 NaCl — 0 vol AS- 30 min Tl — 20 min TiC — 20 °C
TC
0,5g9gS-1vol C-0vol PCl p -1 vol PCI -0 pl
50 NaCl-0,1 vol AS-60 min TI =15 min TiC -4
1000 IS
0,59gS-1-0,5-1,5 vol C -0 vol PCI p -1 vol PCI
500 — 100 pl NaCl - 0,1 vol AS- 30 min Tl — 20 min

TiIC-4°CTC

S= Suelo, C=Cloroformo, PCIl= Fenol-cloroformo-alcohol-isoamilico, PCI p=PCI previo, NaCl=Cloruro
de sodio, AS=Acetato de sodio, TI= Tiempo Incubacion, TiC= Tiempo de Centrifuga, TC= Temperatura
de Centrifuga, Vol= volumen, min= minutos, yl= microlitros, g=gramos.
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El buffer de extraccion utilizado contenia los reactivos observados en el (Cuadro
4), lo que vari6 fueron los volumenes en (ul). De igual manera el SDS utilizado fue al

10% vy los tratamientos fueron los diferentes volumenes (ul) (Cuadro 3).

Cuadro 4. Reactivos y cantidades requeridas para la elaboracion del buffer de
extraccion de ADN. Laboratorio de Biologia Molecular Campus
Tecnoldgico Local San Carlos, 2020. Fuente: Verma et al. (2017).

Concentracion

Reactivo Requerida Unidad Mol gll g/250 mi
Tris-HCI 100 mM 0,1 15,76 3,94
EDTA 100 mM 0,1 37,23 9,31
Fosfato sodio
(Monobasico) 100 mM 0,1 13,79 3,45
NaCl 1,5 M 1,5 87,67 21,92
CaClz 100 mM 0,1 14,7 3,68

3.9 Cuantificacion del ADN

Esta etapa del protocolo se realizé para verificar las dos variables de importancia
en el ADN, la calidad y cantidad. Una vez que se obtuvo el precipitado de ADN,
posterior a la extraccion, se realizé una disolucion con 50 ul de Agua Ultra Pura. La
cuantificacion se realizé con un espectrofotometro Nanodrop ® y 2 ul de la disolucién
de ADN, para cada muestra se registraron las ratios 260/280, 260/230 y la

concentracion (ng/ul).
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4 RESULTADOS

4.1 Comparacion de protocolos para extraccién del ADN

Como lo muestra el Cuadro 5 el protocolo Verma et al. 2017 modificado fue el que
obtuvo mayores medias en concentracion y los rangos de calidad mas cercanos al
optimo en comparacién con el kit Comercial y el protocolo de Tanase et al. 2015

modificado.

Cuadro 5. Comparacion de las medidas de dispersién de la concentracion y calidad
del ADN extraido del suelo de pifa, utilizando tres distintos protocolos de
extraccidon en el Laboratorio de Biologia Molecular Campus Tecnolégico
Local San Carlos, 2020.

Limite de Limite de

Protocolo Variable Media El:ror Confianza Confianza
estandar . .
Inferior Superior
Concentracion 44565 4434 3.54 373.80
DNeasy (ng/ul)
PowerSaoil Calidad 260/280 1,39 0,08 1,20 2,00
Calidad 260/230 0,87 0,10 0,34 1,22
Concentracion 447 75 435 33 51,33 461,87
Tanase et al. (ng/ul)
2015 (modificado) Calidad 260/280 1,28 0,43 0,82 2,13
Calidad 260/230 0,65 0,46 0,17 1,56

Concentracion  1408,6 137,03 1153,00 1622,00

Verma et al. (ng/ul) 7
2017(modificado) Calidad 260/280 1,45 0,03 1,40 1,50
Calidad 260/230 0,95 0,15 0,80 1,10

En el Cuadro 6 se observd las mayores medidas de dispersion obtenidas para
cada variable de clasificacion que corresponden a cada modificacion a los
procedimientos del protocolo establecido para la extraccion de ADN. Para la variable
buffer de extraccion el mejor tratamiento para obtener la mayor concentracion (ng/ul)
fue de 750 pl, sin embargo, no fue el mismo para las variables calidad que en ambas
el mejor tratamiento fue 500 pl (Cuadro 7 y Cuadro 8). Para la variable SDS fue
diferente el tratamiento que daba mejor calidad y cantidad de ADN por lo que se eligio
250 ul por la constancia del tratamiento en obtener mejores concentraciones. Para

las variables PCIl y PCI previo ambas en los tratamientos de bajos volumenes se
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alcanzo altas concentraciones y mejores calidades del ADN, por lo que se omitio la
adicion de este reactivo porque era un paso mas del proceso y no genero resultados

mejores consistentes a los ya obtenidos.

Cuadro 6. Medidas de dispersion para los tratamientos seleccionados de cada
variable de clasificacion en las modificaciones del protocolo, para la
variable concentracion de ADN (ng/ul). Laboratorio de Biologia Molecular
Campus Tecnoloégico Local San Carlos, 2020.

Variable Error Limite de Limite de

. . Tratamiento Media . Confianza Confianza
Clasificacion Estandar . \
Inferior  Superior

Buffer extraccion

o) 750 696,96 10628 1,00 1599,70
SDS (ul) 250 701,74 108,08 1,00 1654,00
Volumen

Cloroformo-alcohol- 1 541,04 5,58 1,00 1744,30
isoamilico

Volumen PCI 1,25 137755 36345 101410 1377.55
previo
Volumen PCI 1 760,10 11517 3.70 1744.00
T'empo(rm‘;bac'on 30 528.04 63,71 1,00 1744.30
Tiemp‘zrgﬁ;“”fuga 20 528.04 63,71 1,00 1744.30
Temperatura 4 538,06 68,24 1920 174100
Centrifuga °C
Volumen Acetato 0 643,38 69,19 1,00 1744,30

de sodio (3 M)
NaCl ul (5 M) 0 628,60 64,77 1,00 1744,30
Cantidad de suelo

Q) 0,5 539,11 70,63 19,20 1744,30

De igual manera para las variables Volumen de acetato de sodio (3 M) y NaCl pl
(5M) el tratamiento de cero volumen permitio las concentraciones mas altas (Cuadro
6) y calidad (260/230) (Cuadro 8) mas alta con respecto a las demas, sin embargo,
para la variable calidad (260/280) (Cuadro 7) no fueron esos tratamientos sino 0,1
Volumen de acetato (3 M) y 100 ul NaCl (5M), es decir utilizando esas cantidades se
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obtuvo menos contaminacion de proteinas en el ADN ya que el acetato de sodio

favorece a la purificacion del ADN (Escalante-Pin 2019).

Con respecto al volumen del Cloroformo-alcohol-isoamilico se observé un
comportamiento similar en las tres variables de respuesta, el tratamiento con el que
se obtuvo mayores concentraciones y calidad (260/280) (260/230) fue utilizando 1

volumen en (ul).

Cuadro 7. Medidas de dispersion para los tratamientos seleccionados de cada
variable de clasificacion en las modificaciones del protocolo, para la variable
calidad (260/280). Laboratorio de Biologia Molecular Campus Tecnolégico Local
San Carlos, 2020.

Limite de Limite de
Error

Variable Clasificacion Tratamiento Media i Confianza Confianza
Estandar . .
Inferior  Superior
Buffer extraccion (ul) 500 1,40 0,01 1,10 1,50
SDS (ul) 500 1,40 0,01 1,00 1,50
Volumen Cloroformo- 1 137 002 0,20 213
alcohol-isoamilico
Volumen PCI previo 0, 25 1,38 0,02 1,30 1,40
Volumen PCI 0 1,41 0,02 1,20 1,60
Tiempo Incubacién (min) 60 1,38 0,02 1,22 1,44
Tiempo Centrifuga (min) 20 1,38 0,02 0,20 1,60
Temperatu:g Centrifuga 4 1,39 0,01 1,00 1,50
Volumen Acetato de
sodio 0,1 1,38 0,02 1,00 1,50
(3 M)
NaCl ul (5 M) 100 1,39 0,02 1,00 1,50
Cantidad de suelo (g) 0,5 1,40 0,01 1,00 1,50

En la variable tiempo de incubacion si hubo variacion con respecto a los
tratamientos utilizados para la concentracién (ng/pl) (Cuadro 6) y las calidades
(260/280-260/230) (Cuadro 7 y Cuadro 8). Los tiempos de incubacién que permitio
mejores concentraciones fueron 60 min y 30 min, por lo que para el protocolo se

estandarizé a 30 min.

40



En el procedimiento de centrifuga, se obtuvo las mejores calidades vy
concentraciones utilizando bajas temperaturas de la centrifuga a 4 °C, y un tiempo de

centrifuga de 20 min.

Por ultimo, para la variable cantidad de suelo, el tratamiento que generd mas
concentracion (ng/ul) y mejor calidad 260/280 fue utilizando 0,5 g de suelo para la

variable 260/230 la cantidad de suelo que generd mejor calidad fue 0,25 g de suelo.

Cuadro 8. Medidas de dispersion para los tratamientos seleccionados de cada
variable de clasificacidon en las modificaciones del protocolo, para la
variable calidad (260/230). Laboratorio de Biologia Molecular Campus
Tecnoldgico Local San Carlos, 2020.

Limite de Limite de

Variable Clasificacion Tratamiento Media E|:ror Confianza Confianza
Estandar . .

Inferior  Superior
Buffer extraccion (ul) 500 0,79 0,05 0,30 1,70
SDS (ul) 250 0,80 0,03 0,40 1,10
Volumen Cloroformo- 1 077 003 017 1,70

alcohol-isoamilico
Volumen PCI previo 0 0,76 0,03 0,17 0,80
Volumen PCI 0 0,84 0,05 0,50 1,70
Tiempo Incubacién (min) 30 0,75 0,03 0,17 1,70
Tiempo Centrifuga (min) 20 0,77 0,03 0,30 1,70
Temperatu:g Centrifuga 4 0,74 0.03 0.30 1,50
Volumen Acetato de

sodio (3 M) 0 0,79 0,04 0,17 1,70
NaCl ul (5 M) 0 0,80 0,03 0,17 1,70
Cantidad de suelo (g) 0,25 0,78 0,04 0,40 1,10

De acuerdo con las modificaciones que se realizaron a los protocolos, se establecié
un protocolo de extraccion de ADN en suelos de pina (Figura 10). En detalle, el
protocolo contiene los siguientes pasos: En un tubo de microcentrifuga de 2ml se
coloco 0.5 g de suelo con un balin de 1g (0,5 mm diametro),750 ul de buffer de
extraccion y 250 pl de SDS al 10%, se homogenizé en un vortex durante 10 min a 2

200 rpm. Posteriormente se colocoé en incubacién a 65 ° C durante 10 min, se
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homogenizé 1 min en vortex a 2 200 rpm y colocd nuevamente a incubar otros 10 min
a 65 °C y se centrifugd a 14 500 rpm durante 20 min. Se transfirié sobrenadante
inmediatamente en dos nuevos tubos de microcentrifuga rotulados y se agrego 1
Volumen de Cloroformo-alcohol-isoamilico, se homogenizé en vortex a 2 200 rpm
durante 10 segundos y se incubd6 a 4 °C durante 10 min. Luego se centrifugd a 14
500 rpm 20 min y se transfirié el sobrenadante inmediatamente en dos nuevos tubos
de microcentrifuga rotulados y se descartan los anteriores con el sedimento, se
agrego 1 Volumen de isopropanol y se homogenizé en vortex a 2 200 rpm durante 10
segy se incubod a -20 °C durante 1h. Después de la incubacion se centrifugé a 14 500
rom durante 20 min se desecho el sobrenadante y se lavo el precipitado con 750
de etanol 75% homogenizar en vortex 10 seg a 2 200 rpm y se centrifugd 1 min a 14
500 rpm (se repitio el procedimiento anterior dos veces mas) por ultimo se seco el
precipitado en una centrifuga al vacio durante 20 min a 30 °C para posteriormente

cuantificar por espectrometria.
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Figura 10. Protocolo establecido para la extraccion de ADN en suelos de pifia (Ananas comosus) en el Laboratorio de Biologia

Molecular Campus Tecnolégico Local San Carlos, 2020.
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4.2 Comparaciéon de métodos de conservacién del suelo

Se compararon dos métodos de conservacion del suelo de pifa (en frio -40 °C y en
etanol al 96% a temperatura ambiente), para determinar cual obtuvo mejores
resultados en cuanto a calidad y cantidad de ADN extraido. El método de
conservacion en alcohol al momento de realizar la extraccion de ADN se realizod
tomando la muestra segun las siguientes fases: 1) el sedimento + alcohol, 2)
unicamente el sedimento, y 3) unicamente el etanol al 96% (Figura 9). Se encontro
diferencias significativas en los dos métodos de conservacion utilizados (p=0,0001),
siendo en frio a -40 °C el que obtuvo mayor concentracion de ADN extraido (386,92
+ 169,58 ng/ul). El método que dio menor efectividad en concentracion fue en etanol
al 96% utilizando solo la fase liquida para la extraccion de ADN, que obtuvo una
concentracion (36,10 £ 23,21 ng/pl) (Figura 11).

500
450
400 386 A
=350
[))
£
< 300
°
§ 250
200
] 156 B
§ 150
100 86 B
. &
0 = u =5 = 2 = 5
Frio -40°C Sedimento + Etanol Sedimento Etanol al 96%
al 96%

Método de Conservacion del Suelo

Figura 11. Concentracién (ng/ul) (media + EE) de ADN extraido del suelo de
plantacién de pifa, utilizando dos métodos de conservacion. Laboratorio

de Biologia Molecular Campus Tecnoldgico Local San Carlos, 2020.
Medias con la misma letra no presentan diferencias significativas entre si, LSD Fisher
(p<0,05)
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Para la variable calidad de ADN 260/280, no se encontré diferencias significativas

(p=0,5472) en cuanto a los métodos de conservacion del suelo (Figura 12).
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Frio -40°C Etanol al 96% Sedimento + Etanol Sedimento
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Métodos de Conservacion del suelo

Figura 12. Calidad 260/280 (media £ EE) de ADN extraido del suelo de plantacion
de pifa, utilizando dos métodos de conservacion. Laboratorio de
Biologia Molecular Campus Tecnolégico Local San Carlos, 2020.

Tampoco se observd diferencias significativas (p=0,0908) en los métodos de
conservacion en cuanto a la variable calidad 260/230, que corresponde a la
proporcion de acidos nucleicos y contaminantes con polisacaridos y fenoles (Figura
13). Se obtuvo 0,78 + 0,13 con el método de conservacion en frio -40 °C resultando
este el mejor método, de manera contraria el etanol al 96% se obtuvo rangos de

calidad mas bajos 0,64 + 0,03 en la fase solida del sedimento.
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Figura 13.Calidad 260/230 (media + EE) de ADN extraido del suelo de plantacion
de pifa, utilizando dos métodos de conservacion. Laboratorio de Biologia
Molecular Campus Tecnolégico Local San Carlos, 2020.

4.3 Comparacion del ADN segun uso del suelo

La comparacion del ADN extraido de suelo de diez fincas de la Zona Norte con
diferentes usos de suelo (bosque versus plantacién), se determiné que si existen
diferencias significativas (p=0,0368) (Figura 14) en la interaccion finca x uso de suelo
para la variable concentracion (ng/pl), para las variables de calidad no se encontraron
diferencias significativas reportandose un (p=0,3831) para calidad 260/280 (Anexo
16) y (p=0,6704) para la variable calidad 260/230 (Anexo 17).

Se pudo observar que la mayoria de los suelos de los bosques de las fincas
estudiadas presentaron concentraciones mas altas en comparacion a los suelos de
plantaciones. Sin embargo, para las fincas Dagoberto Arias, Euclides Barrantes y Las

Brisas, el comportamiento fue contrario.
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Figura 14. Comparacion de promedios de Concentracion del ADN (ng/ul) (media + EE) extraido de distintas fincas con dos usos
de suelo (plantacién y bosque) en la Zona Norte. Laboratorio de Biologia Molecular Campus Tecnolégico Local San
Carlos, 2020. Medias con la misma letra no presentan diferencias significativas entre si LSD Fisher (p<0,05)
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5 DISCUSION

Para lograr un adecuado analisis de microbiomas, es de vital importancia que el
protocolo de extraccion de ADN sea el optimo, para obtener buena calidad y
rendimiento, ya que estos rangos se pueden ver afectados por factores como lisis
incompleta de la célula, extraccion de acidos humicos presentes en el suelo y

degradacion del ADN posterior a su extraccion (Fatima ef al. 2014).

De acuerdo con la comparacion de los protocolos DNeasy PowerSoil, Tanase et al.
(2015) modificado y Verma et al. (2017) modificado, utilizando este ultimo protocolo
se obtuvo las concentraciones mas altas y los mayores rangos de calidad de manera
contraria el Kit Qiagen DNeasy PowerSoil, del cual se obtuvo valores muy limitados
en cuanto a calidad y concentraciéon de ADN ambiental (Cuadro 5). Baena-Del Valle
et al. (2013) en su estudio reporta resultados de la comparacién de tres métodos de
extraccion de ADN de tejidos parafinados: 1) Extraccion de ADN por salting — out
utilizando NaCl 5 M, 2) Protocolo de extraccion modificado de (Sambrook, 2001)
utilizando fenol y cloroformo: alcohol isoamilico, y 3) Kit comercial, en donde reporta
que todos los métodos obtuvieron cantidad suficiente para amplificar PCR
(>100ng/ul), sin embargo, el protocolo 1 y 2 obtuvo mayor concentracion que el Kit
Comercial de extraccion, el cual de igual manera al presente estudio, resulté poco
eficiente. Caceres et al. (2012) reporta que el uso de Kits Comerciales para la
extracciéon de ADN en suelo no genera altos rendimientos de ADN ni buena calidad
de este, ya que la principal limitante es que no elimina completamente los acidos

humicos presentes en el suelo.

El buffer de extraccion es un factor fundamental en los protocolos de extraccion de
ADN, ya que es una solucion que tiene la funcion de estabilizar el pH al momento de
la extraccion de ADN con el objetivo de que este no se fragmente en su aislamiento
(Alvis-Arango et al. 2015). Rocha-Salvatierra (2002) menciona que el ADN en
presencia de pH acidos es insoluble, ademas se fragmenta, pero un pH de 8 le
confiere solubilidad, es por eso por lo que los buffers de extraccion deben tener un
pH ajustado. Verma et al. (2017) reportan en su comparacion de métodos de

extracciéon de ADN, que la presencia del CaClz durante la lisis celular en el buffer es
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importante ya que evita la oxidacion de las sustancias humicas generando quinonas

que se enlazan con el ADN evitando su amplificacion.

El cloroformo-isoamil-alcohol tiene la capacidad de separar compuestos organicos
(proteinas, fenoles, lipidos) del ADN, por lo tanto, su efectividad va a visualizarse mas
en la calidad que en la cantidad, de esta manera lo reportan Cerda-Granados y Diaz
(2013) en su estudio que este compuesto logra separar el ADN de contaminantes
como proteinas y polisacaridos, permitiendo obtener ADN de alta calidad. En este
estudio se obtuvo resultados similares a los reportados por Cerda-Granados y Diaz
(2013) (Cuadro 7 y Cuadro 8) utilizando 1 Volumen de cloroformo-isoamil-alcohol, se
obtuvo rangos mas altos de calidad (260/280) y (260/230) respectivamente, de igual
manera utillzando el mismo volumen se alcanzo las concentraciones mas altas. Esto
comprueba que efectivamente este compuesto logra separar los compuestos
organicos de los acidos nucleicos de manera eficiente obteniendo ADN de mayor

calidad.

En los Cuadro 6, Cuadro 7 y Cuadro 8 donde se presentan las medidas de
dispersiéon de las modificaciones a los protocolos, se evidencié que la presencia de
PCI en el protocolo de extraccion de ADN no favorecié la concentracién ni la calidad
del ADN ambiental. Maturrano et al. (2012) mencionan sobre el uso recomendable de
este reactivo en extracciones de ADN en muestras de tejido o sangre, sin embargo,
es poco eficiente cuando se trata de muestras con alto contenido de contaminantes

como lo utilizé en su estudio con muestras de heces de vicufa.

Escalante (2019) menciona resultados similares al obtenido en este estudio con
respecto a la utilizacion de NaCl (5M) y acetato de sodio (3M). En su estudio logré
bajas concentraciones de ADN, pero rangos 6ptimos en la calidad 260/280. Como se
observa en el Cuadro 6 ni el NaCl ni el acetato de sodio favorecieron a obtener
concentraciones altas de ADN, unicamente utilizando 0,1 Vol de acetato de sodio (3M)
y 100ul de NaCl (5M) permitio obtener las calidades (260/280) mas altas.

Los tiempos de incubacion que generaron mejores concentraciones y calidad del
ADN en este estudio fueron 30 min y 60 min. Rosero et al. (2010) en su investigacion

de extracciéon de ADN en mosquitos anofelinos, reportan tiempos de incubacion
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similares a los de este estudio, los mejores rendimientos de concentracidn los obtuvo
a los 60 min de incubacién y el mejor rango 260/280 a los 30 min. Alvis-Arango et al.
(2015) recomiendan que los periodos cortos de incubacion durante la digestion del
ADN se logra obtener mejores rendimientos y calidades de ADN. Por otra parte, el
tiempo y la temperatura de centrifugacion que resultd mas eficiente en calidad del
ADN del suelo pifia fue a 20 min a4 °C. Rosero et al. (2010) de igual manera reportan
los mismos tiempos y temperaturas en su protocolo de extraccion. Hernandez-
Sanchez (2014) de igual manera reporta temperaturas de 4 °C adecuadas para
obtener ADN de buena calidad para amplificar en PCR ya que las altas temperaturas
durante periodos largos de tiempo afectan la integridad del ADN provocando

degradacion de este como consecuencia su fragmentacion.

Una vez estandarizado el protocolo, se realizé la extraccion de ADN de todas las
muestras de suelo de bosque y de plantacion. De acuerdo con el analisis de la Figura
14, se visualiza que en el suelo de bosque existe mayor concentracion (ng/pl) de ADN
en comparacion con el suelo de cultivo en forma general. La concentraciéon de ADN
se puede ver perturbada por el manejo que se realiza en las plantaciones o cultivos
ya que la presencia de los microorganismos disminuye. Maldonado-Mendoza et al.
(2013) en su estudio comparan el microbioma del suelo de dos solanaceas, pero con
diferentes usos de suelo: una plantacion de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.)
con manejo convencional y la otra de Toloache (Datura stramonium, L.) creciendo de
manera silvestre en una reserva. Dicho estudio demuestra que el microbioma
presente en suelo silvestre presenta mayor diversidad y cantidad que el suelo

perturbado por un cultivo.

Silva-Parra et al. (2017) reportan resultados similares a los encontrados en este
estudio, donde comprara la diversidad microbiana de cuatro tipos de suelo: 1) bosque
secundario, 2) monocultivo de arroz, 3) sistema agroforestal, y 4) monocultivo de pifia.
Las diferencias fueron significativas en todos los tipos de suelo, siendo el bosque
secundario donde se encontro la mayor poblacién microbiana y el monocultivo de pifia

la menor poblacién microbiana.
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Ling ef al. (2016) realizaron un estudio comparativo de microbiomas de suelos con
distinto manejo, en donde de igual manera comprueban que suelos con aplicaciones
de fertilizantes estos tienen la capacidad de acidificar el suelo, siendo esto el principal
factor que afecta negativamente la presencia de comunidades microbianas en el
suelo. Ortiz-Miranda (2013) menciona que los suelos de pifia generalmente Ultisoles,
se caracterizan por altos niveles de acidez, afectan las caracteristicas fisicas como

biolégicas del mismo, como resultado una baja presencia de la actividad microbiana.

Por otra parte, Castillo-Monroy et al. (2016) reportan que uno de los principales
contaminantes de los suelos de bosque u organicos es la presencia de acidos
humicos que genera fenoles (generan color oscuro durante la extraccion), y los cuales
no permite la efectividad del PCR ya que desnaturaliza las proteinas por la formacion
de amidas. Ademas, la oxidacién de los fenoles forma quinonas que son las

responsables de inactivar la polimerasa y la amplificacién del ADN.

De acuerdo con la Figura 11, se determiné que el método de conservacion de
suelo mas eficiente para la extraccion de ADN fue en frio a -40 °C. Amador-Huerta
(2020) menciona en su investigacion que el método de conservacion de muestras
previo a la extraccion del ADN es de gran importancia en el éxito de la cantidad y
calidad de ADN en cualquier tipo de muestra ambiental. Sin embargo, la conservacién
en frio es la que permite la utilizacion sin que se degrade o fragmente el ADN.
Ademas, el mismo autor reporta en su estudio que una temperatura a -20 °C funciona
en periodos cortos de utilizacion (14 dias), pero para periodos largos de conservacion

de la muestra, la temperatura ideal es -80 °C.

Castano-Sepulveda et al. (2011) comparan la calidad y cantidad del ADN bajo
diferentes métodos de conservaciéon previa a la extraccién, probando: 1) etanol
absoluto, 2) -20 °C, 3) etanol 70%, 4) -80 °C, y 5) silica gel. Los autores reportan que
los métodos de conservacion en frio generan mejor concentracion que los de etanol
y silica. Sin embargo, para la calidad el mejor método fue el de etanol al 70% seguido
de -80 °C.
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En forma general, los resultados del presente estudio demostraron: que los kits
comerciales de extraccion de ADN no siempre son efectivos para todo tipo de suelos
como fue el caso de este, ademas que la conservacion del suelo a muy bajas
temperaturas (-40 °C) es efectiva para obtener altas concentraciones ADN. También,
en el presente estudio resultd que en los suelos de bosque se encontré mayor
concentracion (ng/ul) que, en los suelos de cultivo, sin embargé la calidad del ADN

no vario en los dos usos de suelo.
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6 CONCLUSIONES

El protocolo de extraccion de ADN modificado de Verma et al. 2017, logré
obtener alta concentracion (ng/pl) de ADN, sin embargo, no logré el rango
optimo de calidad de ADN (1.8 y 2) para las calidades 260/280 y 260/230
respectivamente.

El PCI no fue eficiente en extracciones de muestras de suelo o con alto
contenido de contaminantes como es el caso del suelo de pifa.

El cloroformo-isoamil-alcohol fue eficiente en mejorar la calidad del ADN y en
obtener altas concentraciones de ADN.

El NaCl (5 M) y acetato de sodio (3 M) favorecieron para mejorar calidad del
ADN, sin embargo, no ayudd a aumentar la concentracion (ng/ul).

Se definié que el método mas adecuado para la conservaciéon de las muestras
del suelo de pifia para extraccion de ADN fue en frio a -40 °C de manera
contraria el método menos adecuado de conservacion fue en etanol al 96% a
temperatura ambiente.

El suelo de bosque presentd en la mayoria de las fincas, concentraciones mas
altas de ADN con respecto al suelo de cultivo, sin embargo, ambos usos de uso

no presentan diferencias significativas con respecto a la calidad.
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7 RECOMENDACIONES

Verificar con anterioridad que los reactivos a utilizar en la extraccion de ADN
estén en optimas condiciones para evitar el riesgo por contaminacion o
degradacion.

Modificar el método de rotulacion de las muestras de suelo para la
conservacion en frio, ya que la cinta se desprende de la bolsa al enfriarse.
Evaluar una precipitacion del ADN posterior a la de isopropanol con PEG y
acetato de sodio para obtener ADN mas puro.

Realizar pruebas de una preparacion previa a la extraccion del ADN con el
buffer de extraccion y dejar en reposo por diferentes periodos de tiempo, con
el fin de permitir que se dé una mejor lisis celular.

Una posible modificacion del protocolo en préximas investigaciones adicionar
proteinasa K, para inactivar las DNasas y obtener ADN de mejor calidad.

Se sugiere al momento del muestreo, seleccionar muestras de fincas que en
sus plantaciones tengan los mismos manejos, esto con el fin de poder hacer
comparaciones no solamente del ADN a nivel de fincas sino también de

manejo.
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SECCION V

ANEXOS

Standardization of metagenomic DNA extraction protocol

5 g so1l samples (triplicate) from each of the five soil types
were mixed with 10 ml of extraction bufter [ 100 mM Trs/
HCI (pH 2.0, 100 mM EDTA (pH 8.0), 100 mM sodium
phosphate butfer (pH 8.0), 1.5 M NaCl, 1% (w/v) CTAB,
100 mM CaCl,, 10 mg proteinase K/ml and 10 mg lyso-
zyme/ml] in oakridge tubes and 1ncubated at 37 "C for 1 h
in incubator shaker at 200 rpm. After adding 2 ml of 20%
(wiv) SDS, the mixture was incubated in water bath at
65 °C tor 2 h with invert mixing after every 10-15 min.
The tubes were centrifuged at 7000g tor 20 min at 4 “C to
collect the supernatant. The soil pellets were further
extracted twice by adding 4.5 ml of extraction buffer and
(.5 ml of 20% (w/v) SDS, followed by incubation at 65 °C

for 15 min. The supernatants of three extractions were
pooled and mixed with equal volume of chloroform/
isoamylalcohol (24:1, v/v). The tubes were centrifuged
again at 14,000g for 20 min at 4 "C to collect the upper
aqueous phase. The crude DNA was precipitated by adding
(0.1 volume 3 M sodium acetate along with (.4 volume
30% (wiv) PEG-8000 {poly ethylene glycol) to the aqueous
phase and incubated at —20 "C. After 2 h, the crude DNA
was pelleted by centrifugation at 14,000¢ for 15 min at
4 °C, washed once with 70% (v/v) ethanol (room temper-
ature) and air dried. The dried pellets were dissolved in
| ml of 1x TE buffer and mixed with equal volume
chloroform/isoamylalcohol (24:1, vw'v). The agqueous phase
was collected by centrifugation at 14,000g for 15 min at
4 °C and DNA was precipitated wsing 0.7 volume 1so-
propanol followed by overnight incubation at —20 “C. The
DNA was pelleted again by centrifugation at 14,000¢ for
15 min at 4 “C. The pellets were washed with 5 M NaCl,
followed by 70% (w/'v) ethanol and air dried. The dried
pellet was dissolved in 200 pl 1= TE bufter.

Anexo 1. Extracto del protocolo de extraccion de ADN reportado por Verma et al.

2017.
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2.2. DNA Extraction Procedures

Five methods of DNA extraction (Table 1) were tested i order to choose the most suitable for specific soil
samples. DNA was extracted from three technical replicates for each method. after several procedures of
homogenizing, starting from the same 500mg of soil and resuspending the DNA pellets in 50ul water endonuclease
free. for an easter evaluation procedure. The most important step in these procedures 1s represented by the cell lysis
that can be obtained with various treatments of soil samples. e.g. with liquid mtrogen. nucrowaves or different size
of glass or ceranuc beads. We used two sizes of glass beads (Table 1) in order to detach the cells from soil matrix
and in the same time to obtain the cell lysis.

Soil (0.5g) was homogenized on a vortex mixer (S8A Stuart) at 2200rpm for Smun with 600l of extraction buffer
(50mM Na-phosphate buffer [pH 8]. 50mM NaCl, 500mM Tris-HCI [pH 8], and 5% SDS) and 300ul of phenol-
chloroform—isoamylic alcohol (25:24:1 v/v) and 0.5g sterile glass beads 0.5-mm diameter. for S and SP protocol.

Resulted lysate was centrifuged at 16000g for 2 minutes. The supernatant was nuxed with the same volume of
phenol-chloroform—isoamylic alechol (25:24:1 w/v) and centrifuged at 6,000g for 5Smun. The upper laver was
transferred and mixed with an equal volume of chloroform-isoamylic aleohol (24:1 /) and centrifuged at 16,000g
for 5 min for S protocol, and prior to this step at SP protocol, we added a 100l protemnase K stock solution, and
wcubated for 30mun at 37 °C. The supematant was then precipitated with 1 volume of ice-cold isopropanol. and

incubated at -20 °C for 20min. In $-CTAB protocol the proteinase step was replaced by a 30 nun incubation time at
65°C after adding 100 pul CTAB/NaCl solution.

1SOm procedure 15 a modified version by Plassart et al. (2012) named GnS-GIL Soil 0.5 g of was added to a tube
contamning 0.5 g of glass beads of 0.5 mm and, respectively, 0.1mm diameter. Soil sample was first muxed with
80011 of extraction buffer of 100mM Tris (pH 8.0). 100mM EDTA (pH 8.0). 100 mM NaCl and 2% (w/v) sodium
dodecyl sulfate. Tubes were then shaken honizontal for 5 minutes at 2200 rpm on a vortex nuxer (S8A Stuart) and
incubated for 30 min at 65°C. before centrifugation at 14,000 g for 1 min The supernatant was removed carefully
and treated with 1/10 volume of 3M potassium acetate for proteins precipitation, followed by an incubation at -20 °C
for 15 min. The precipitated proteins were removed by centrifugation at 14,000g for Smin at 4°C. Finally, nucleic
acids were precipitated by adding 1 volume of ice-cold 1sopropanol. The DNA pellets obtained after centrifugation
14,000 g for Snun at 4°C were resuspended i the same volume for all methods, respectively 50 pl of endonuclease-
free water. Sample aliquots of 0.5 g soil were added directly to Powerbead tubes of Soil DNA Isolation Kit Norgen
Biotek along with 60 pL of Lysis Solution and isolated DNA was further purified according to the manufacturer’s
mstructions.

Visualization of DNA amount was made i 1% agarose gel with TBE1X (Tns/Borate/EDTA) buffer and then
stained with ethidium bromide The wisual estimations from the gel were then correlated to the spectrophotometric
measurements at 260nm made by the NanoVuePlus HG Healthcare Life Science spectrophotometer. Soil DNA
extraction was camied out in triplicate (n = 3) and DNA quantification for each extract was camied out in tnphicates
and DNA vwields were estimated as average valve with standard deviation (g DNA/g soil). Absorption ratios
Agsn/Asgn. Asso/Agzp were caleulated i order to characterize the DNA extracts, and presented also as mean value
(Table 2).

Anexo 2. Extracto del protocolo de extraccion de ADN reportado por Tanase et
al. 2015.
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Anexo 3. Soluciones de SDS al 10% y buffer de extraccién de ADN.
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Anexo 4. Conservacion de suelo en bolsas plasticas a -40 °C.
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Anexo 5. Muestra de suelo de pifia con el balin, buffer de extraccion y SDS
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Anexo 6. Homogenizacion de la muestra para la lisis celular
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Anexo 7. Separacion de las fases de sedimento de suelo, y fase acuosa

después de la centrifugacién
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Anexo 8. Adicion del cloroformo -isoamil-alcohol (fase inferior transparente) al

sobrenadante de la muestra posterior a la centrifugacion.

74



Anexo 9. Homogenizacion en vortex del sobrenadante y el cloroformo-isoamil-

alcohol.




Anexo 10. Resultado de la homogenizacién en vértex, posterior a la adicién de
Isopropanol al sobrenadante.
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Anexo 11. Precipitacién del ADN con el isopropanol, posterior a la

centrifugacion.
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| A.CAUTION |

A CAUTION

Anexo 12. Secado del precipitado de ADN en centrifuga al vacio a 20 °C durante

20 minutos.
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Marginal hypothesis testing

Source numDF denDF F-wvalue p-value
Trat.conzervacion 3 20 13,65 «0,0001

ng.nl - Adjnsted means and standard error for the levels of Trat.conservacion
L5D Fisher (dlpha:=0,08)
p-value correction procedure: Bonferronl

Trat.conzervacion LinPred 3.E. Mean 35.E.
S6lido congelado 386,52 41,595 386,592 41,585 A
Sedimento+Alcohol 156,395 41,95 156,35 41,85 B
Sedimento 86,74 41,55 86,74 41,85 B
Alcohol 36,10 41,985 36,10 41,85 B

Mosns with 3 common lsttsr ars not significantly differsnt (p > 0,08}

Anexo 13. Comparacion de medias con la prueba LSD-Fisher y p-valor para la

concentracion de ADN (ng/ul) con los tratamientos de conservacién de suelos.

Marginal hypothesi=z testing

Source numDF denDF F-value p-wvalue
Trat.conservacion 3 20 0,73 0,5472

C280.260 - Adjusted means and standard error for the lewvels of
Trat.conservacion

LED Fisher (Alpha:=0,058)

p-value correction procedure: Bonferronl

Trat.congervacion LinPred 5.E. Mean 5.E.

Sedimento 1,40 0,03 1,40 0,03 A
Sedimento+Alcohol 1,3% 0,03 1,358 0,03 A
Solido congelado 1,3% 0,03 1,38 0,03 A
Alcohol 1,34 0,03 1,34 0,03 A

Moane with a common letitsr are not sigrificantly differsnt (p > 0.05)

Anexo 14.Comparacion de medias para la calidad 260/280 de ADN y p-valor con

los tratamientos de conservacion de suelos.
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Marginal hypothesis testing

Source numDF denDF F-value p-value
Trat.conservacion 3 20 2,483 0,0808

C260.230 - Adjun=sted means and standard error for the levels of
Trat.conservacion

LED Fisher (dlpha: =0,05)

p-value correction procedure: Bonferroni

Trat.congervacion LinPred 5.E. Mean 5.E.
S56lido congelado 0,78 0,04 0,78 0,04 A
Alcohol 0,70 0,04 0,70 0,04 A B
Sedimento+Alcohol 0,67 0,04 0,67 0,04 A B
Sedimento 0,64 0,04 0,64 0,04 B

Moane wikth a common letksr are not significantly differsnt o > 0.05)

Anexo 15. Comparacién de medias y p-valor para la calidad 260/230 de ADN con

los tratamientos de conservacion de suelos.

Marginal hypothesis testing

Source numDF denDF F-value p-wvalue
Finca g LY 0,71 0,693%
ecogistema 1 58 2,40 0,1266
Finca:eco=sistema ) S8 1,08 00,3831

C280.260 - Adju=sted means and standard error for the levels of Finca
LED Fisher (dlpha:=0,05)
p-value correction procedure: B:ﬂferrcn#

Finca LinPred 5.E. Mean 5.E
La=s Bri=as 1,46 0,02 1,46 0,02 A
Inversiones Yarinacocha 1,45 0,03 1,45 0,03 A
Euclide= EBarrantes 1,45 0,03 1,45 0,03 A
Upala Agricola 1,43 0,02 1,43 0,02 A
Pifia=z Cultivadas CE 1,42 0,02 1,42 0,02 &
Dagobherto Arias 1,42 0,03 1,42 0,03 A
Tierra Fértil 5S4 1,42 0,03 1,42 0,03 A
Tremedal 1,41 0,02 1,41 0,02 A
Finca Dos 1,40 0,02 1,40 0,02 A
Pifia Alegre 5S4 1,40 0,03 1,40 0,03 A

Mosns with 4 commeon letter ara nobt significantly differsnt (p > 0.08)

Anexo 16. Comparacion de medias y p-valor para calidad 260/280 de ADN en la

interaccion finca x uso de suelo (ecosistema).
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Marginal hypothesis testing

Source numDF denDF F-value p-wvalue
Finca o 54 0,84 0,5752
ecosgistema 1 S8 2,33 0,1173
Finca: ecosi=ztema 5 S8 0,74 0,6704

C260.230 - Adjusted means and standard error for the lewvels of Finca

L5D Fisher (Alpha: =0,058)

p-value correc

tion proced Urﬁ': Bonferroni

Finca LinPred 5.E. Mean 5.E.
Las Bris=as 0,83 0,04 0,83 0,04 A
Finca Dos 0,82 0,04 0,82 0,04 A
Pifia Alegre 5S4 0,79 0,04 0,79 0,04 A
Tremedal 0,77 0,04 0,77 0,04 A
Tierra Fértil =R 0,77 0,04 0,77 0,04 A
Pifiasz Cultivadas CR 0,76 0,03 0,76 0,03 A
Dagoberto Arias 0,76 0,04 0,76 0,04 A
Euclide=s Barrantes 0,74 0,04 0,74 0,04 A
Inversiones Yarinacocha 0,74 0,049 0,74 0,049 A
Upala Agricola 0,73 0,049 0,73 0,049 A

Mesns with 5 common lstitsr sre not significantly differsnt (p > 0,.05)

Anexo 17. Comparacion de medias y p-valor para calidad 260/230 de ADN en la

interaccidn finca x uso de suelo (ecosistema).
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R specification of the model

glmm.modsl. 000 ng.ul BEML<-glming.ul~1+Fincatascosistems+Finca:acosistams
sfamily=myFamily

JNa.2ction=n=. omit

rdste=glmm.modslR. datsd0)

Fit measurementa
n REIC BIC loglik deviance df .resid

78 1183,51 123300 -570,75 10360556, 31 55,00

Smzller AIC and BIC is batcer

Family

Family link
gaussian identity

Marginal hypothesias teating

Source numbE denDF F-walue p-value
Finca 5 58 1,75 0O,05%53
gcosistema 1 58 &,00 0,0173
Fince:ecosistamsa S 58 2,18 0O, 03€e8

Anexo 18. Comparacion de medias con la prueba LSD Fisher y p-valor para la

concentracion (ng/pl) de ADN en la interaccion finca x uso de suelo (ecosistema).
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