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Resumen

Titulo: Evaluacion de meétodos de extraccion de ADN vy su efecto en la amplificacion de

marcadores moleculares de Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae) de Colombia®”

Autor: Isabella Valencia Rueda %*
Palabras Clave: diagndstico molecular, genética, mosca del mediterraneo, PCR

El uso de herramientas moleculares ha permitido un avance significativo en el diagndstico, monitoreo y
control de plagas en cultivos agricolas. Un paso fundamental para el éxito de estos procesos es el uso de
métodos que permitan la identificacion de especies de manera efectiva y a un bajo costo. La mosca del
mediterraneo, Ceratitis capitata, es una plaga cuarentenaria reconocida a nivel mundial por su alta
polifagia, atribuida principalmente a su alta capacidad de adaptacion y dispersion. A pesar de la importancia
de este insecto-plaga, en Colombia su diagndstico en etapas larvales, y la realizacion de estudios
poblacionales y filogenéticos son incipientes. Por este motivo, el objetivo de este trabajo fue estandarizar
un método efectivo y eficiente para la extraccion de ADN y amplificacién de un marcador mitocondrial de
C. capitata para las poblaciones de Colombia. Para esto, se compard la efectividad del método de extraccion
CTAB con el kit comercial DNeasy en el aislamiento de ADN en cuatro tejidos (individuo adulto completo,
cabeza-térax, pata y estadio larval). A través de la visualizacion en geles de agarosa y la cuantificacion del
ADN, se encontré que ambos métodos de extraccion son efectivos para la extraccion de ADN de los
diferentes tejidos, siendo el método CTAB mas adecuado para obtener mayor cantidad ADN, mientras que
el kit DNeasy permite una menor contaminacion. Los dos métodos evaluados permitieron obtener producto
PCR adecuado para secuenciacién del marcador mitocondrial N4ANS5. Al considerar las ventajas del método
de extraccion utilizando CTAB con un bajo costo por muestra y alta efectividad, se recomienda el método
CTAB para el estudio molecular de C. capitata en Colombia. Se espera que este estudio sea parte

fundamental para el estudio genético de esta importante plaga a nivel nacional.

Trabajo de grado

2Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Directora: Claudia Holguin. Ciencias de las Plantas y
del Medio Ambiente con énfasis en nematologia. Codirector: Sergio Marchant. Doctor en Ciencias
Biologicas.



Abstract
Title: Evaluation of DNA Extraction Methods and their Effect on the Amplification of Molecular
Markers in Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae) from Colombia
Author(s): Isabella Valencia Rueda >

Key Words: Molecular identification, genetics, Mediterranean fruit fly, PCR

The use of molecular tools has allowed significant progress in the diagnosis, monitoring and control of
pests in agricultural crops. A fundamental step for the success of these processes is the use of methods that
allow the species identification in an effective and low-cost manner. The Mediterranean fruit fly, Ceratitis
capitata, is a quarantine pest recognized worldwide for its high polyphagia, mainly attributed to its high
capacity for adaptation and dispersal. Despite the importance of this insect-pest, in Colombia its diagnosis
in larval stages, and studies on population genetics and phylogeny are incipient. For this reason, the
objective of this work was to standardize an effective and efficient method for DNA extraction and
amplification of a mitochondrial marker of C. capitata for Colombian populations. For this purpose, the
effectiveness of the CTAB extraction method was compared with the commercial kit DNeasy in the
isolation of DNA in four tissues (complete adult, head-thorax, leg and larval stage). Through visualization
in agarose gels and DNA quantification, it was found that both extraction methods are effective for DNA
extraction from the different tissues, with the CTAB method being more suitable for obtaining more DNA,
while the DNeasy kit allows less contamination. These two methods allowed obtaining PCR product
suitable for sequencing of the mitochondrial marker N4N5. Considering the advantages of the extraction
method using CTAB with a low cost per sample and high effectiveness, the CTAB method is recommended
for the molecular study of C. capitata in Colombia. It is expected that this study will be a fundamental part
of the genetic study of this important pest at the national level.

3Bachelor’s degree
“Faculty of Sciences. School of Biology. Biology. Claudia Holguin Aranzazu. Ph.D. in Biological
Sciences. Sergio Marchant Rojas. Ph.D. in Biological Sciences.
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1. Introduccion

El orden Diptera incluye especies comunmente conocidas como moscas y zancudos,
y corresponde a un grupo de insectos holometabolos con metamorfosis completa, con una gran
diversidad de especies, caracteristicas ecologicas y formas (Skevington & Dang, 2002). Estos
insectos se han adaptado a maltiples nichos, cumpliendo funciones como polinizadores (Ssymank,
2011), depredadores (Coupland., et al, 2004), necr6fagos (Vasconcelos et al., 2012), vectores
(Santiago-Alarcon et al., 2012) y parésitos (Alcantara et al., 2019).

En los dipteros, la familia Tephritidae agrupa cerca de 5.000 especies de moscas de
la fruta de las que la gran mayoria son fitoparasitos y 257 son potenciales plagas de cultivos (Epsa,
2019). Teniendo en cuenta su gran impacto en la agricultura, se han llevado a cabo mdaltiples
estrategias para su control poblacional, incluyendo el uso de agroquimicos (Abrol & Shankar,
2015), el manejo de los simbiontes bacterianos del intestino de las moscas (Noman, 2019), vy el
uso de la técnica del insecto estéril (Knipling, 1959).

La mosca del mediterraneo, Ceratitis capitata (Weidmann, 1824) (Diptera:
Tephritidae), es un diptero originario de Africa, considerado uno de los insectos mas importantes
a nivel mundial por ser un caso de polifagia extrema (Casey et al., 2001), con cerca de 304 especies
de plantas hospederas (Liquido et al. 2014). Presenta adaptaciones para sobrevivir en un amplio
rango climético (Weldon et al., 2018), resistencia a pesticidas (Magafia et al., 2007; Guillem-Amat
et al., 2020) y una alta variabilidad genética (Malacrida et al., 1996; Karsten et al., 2015),
convirtiéndola en una plaga con un alto impacto en la agricultura (Weldon et al., 2016). La extensa
distribucion de esta especie en regiones como Sudamerica, Centroamérica, Australia, Hawaii y

Africa (Badii et al., 2015), se atribuye en primer lugar, a su éxito reproductivo basado en el
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parasitismo y, adicionalmente, la comercializacién nacional e internacional de frutos infestados
que ha potenciado su diseminacion alrededor del mundo (Malacrida et al., 2007; Karsten et al.,
2013). Por esta razon, es una plaga cuarentenaria en un gran nimero de paises del mundo (EPPO,
2011), incluida Colombia (ICA, 2019).

Morfoldgicamente, C. capitata en su estado adulto se caracteriza por poseer un par
de alas anchas, hialinas con marcas de color negro, marrén y amarillo que semejan la punta de una
flecha, frecuentemente con una franja discal, una costal y otra en la vena DM-Cu y celdas basales
con puntos negros en su interior. Presentan, ademas, abdomen de forma ovalada, con color
amarillo rojizo, franjas amarillas y negras, setas negras finas y dos bandas angostas transversales
hacia su extremo anterior (Hernandez-Ortiz et al., 2010; Senasica, 2018) (Figura 1).

Figura 1.
Adulto de Ceratitis capitata en vista lateral. Tomado de: Fruit Fly ID Australia.

https://www.fruitflyidentification.org.au/

En su fase larval Ceratitis capitata posee una morfologia cilindrica, de color blanco

y ganchos bucales anteriores (Berg et al.1979) (Figura 2). En este estado puede llegar a afectar un


https://www.fruitflyidentification.org.au/
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gran namero de especies, lo cual influye de manera negativa en la exportacion y comercializacion
nacional de frutos (Vargas et al., 2014).

Figura 2.

Estadio larval de Ceratitis capitata. Fotografiado por Jeffery Lotz. Disponible en:

www.forestryimages.org.

-

En Colombia, uno de los cultivos mas afectados por la mosca del mediterraneo es el
durazno (Prunus persica L.) (Afia et al., 2018) debido a la alta concentracion de azlcar y
componentes volatiles en los frutos, que resultan muy llamativos para esta especie (Hernandez et
al., 1999; Tabilio et al., 2013). Segun lo registrado por la Encuesta Nacional Agropecuaria, en
Colombia se llega a producir 30.038 toneladas de durazno al afio (ENA, 2019), de las que el 40%
de las pérdidas se estima es debido a C. capitata (Conpes, 2008). Como resultado del gran impacto
de esta plaga, es posible encontrar grandes infestaciones en las principales zonas productoras de
durazno, como el departamento de Norte de Santander, seguido por Santander y Boyaca
(Villamizar Antonilez, 2016).

En los cultivos donde esta presente, los adultos de C. capitata son capturados por
medio de trampas e identificados por las caracteristicas morfologicas mencionadas anteriormente
(Potamitis et al., 2017). Sin embargo, para el caso de las larvas, estas se deben mantener en los

frutos infestados bajo condiciones ideales de temperatura y humedad, que permitan el desarrollo
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y la emergencia de individuos adultos para su posterior identificacion (de Aquino & Joachim-
Bravo, 2014). Aunque estos métodos son efectivos, el ciclo de vida de la mosca del mediterrdneo
tiene una duracion de 25 a 35 dias desde huevo hasta la emergencia de adultos (Costa et al., 2011),
por lo que la identificacion taxondmica a partir de las larvas es un proceso lento y dispendioso.

Los estudios que emplean métodos de identificacion temprana han sido
fundamentales para la prevencion del crecimiento poblacional de esta mosca (Karsten et al., 2013).
A diferencia del caso de los adultos, que es posible observar caracteres morfolégicos claros
(Christenson et al., 1960), los estadios larvales de C. capitata presentan una alta semejanza con
otros géneros de dipteros como Anastrepha, lo que dificulta su reconocimiento (Berg et al.,1979)
y obliga a la cria de larvas hasta la emergencia de adultos para una correcta identificacion. Sin
embargo, el desarrollo de técnicas moleculares permite la identificacion a nivel de especie desde
estadios larvales, y se puede realizar de manera inmediata, sin necesidad del reconocimiento
morfolégico del adulto, a través de la amplificacion y analisis de regiones del ADN mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Gasparich et al., 1995).

A partir de marcadores moleculares altamente conservados 0 regiones
hipervariables, se han comparado entre las secuencias genéticas amplificadas con bases de datos
genoémicos donde se haya reportado previamente a la especie (Galtier et al., 2009). Algunos de los
marcadores méas usados son los provenientes de ADN mitocondrial pues son considerados un
recurso importante para el reconocimiento y estudio poblacional de especies como la mosca del
mediterraneo (Elfékih et al., 2010; Drosopoulou et al., 2017). Una de las principales razones es su
alta tasa evolutiva, que resulta adecuada para la identificacion entre especies de un mismo género

(Barr et al., 2012) y su resistencia a la degradacion (Kang & Hamasaki, 2002).
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En especial para C. capitata, ha sido estudiado el gen de la region Citocromo
Oxidasa 1 (COIl) (Barr et al., 2012; Rajabiyan et al., 2015; Arias et al., 2018; Dermauw et al., 2022)
y las regiones mitocondriales ND5-tRNA-ND4 (subunidad 5 de la NADH-deshidrogenasa,
Histidinina-tRNA y subunidad 4 de la NADH-deshidrogenasa) (Barr et al., 2009; Rajabiyan et al.,
2015, Ruiz et al., 2020). A partir de este ultimo, se han desarrollado investigaciones con las que
se han reconocido cerca de 231 haplotipos de seis regiones geograficas (Ruiz et al., 2020), por lo
que el uso de este marcador puede ser considerado como el més idéneo para un analisis poblacional
de esta plaga.

Para investigar C. capitata en Colombia, es necesaria la evaluacion de métodos
moleculares que permitan la obtencion muestras de ADN de manera econémica y eficiente para
que sean Utiles para su posterior analisis. Dentro de los métodos de extraccion de ADN, se puede
encontrar una gran diversidad de procedimientos y reactivos que estan asociados a un amplio rango
de costos (Ha et al., 2015; Abdel-Latif & Osman, 2017). Aunque los kits comerciales ofrecen una
alternativa mas rapida y conveniente en términos de tiempo y esfuerzo, el desarrollo de estudios
genético poblacionales de insectos, como los necesarios en la mosca del mediterraneo, implica el
procesamiento de un gran nimero de muestras (Margam et al., 2010), lo que puede resultar inviable
para muchas investigaciones debido a su alto costo. Ademas, objetos de estudio como insectos
dipteros, implican la influencia de un nimero de variables determinantes en procesos como la
extraccion de ADN. Dentro de estas se encuentra una menor cantidad de ADN en comparacion a
otros organismos (Richards & Murali, 2015), un exoesqueleto recubierto de quitina (Moussian et
al., 2005) y la presencia de agentes externos como hongos y bacterias que pueden complicar el
aislamiento de ADN (Konstantopoulou & Mazomenos, 2005; Cappelli et al., 2022). Debido a esto,

técnicas como la extraccion con bromuro de hexacetil-trimetil amonio (CTAB) han demostrado
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ser efectivas (Rajabiyan et al., 2015) y representan una solucion factible por ser asequible y de
bajo costo.

Teniendo en cuenta esto, se hace necesaria la estandarizacion de un método de
extraccion de ADN que permita la identificacion molecular de la mosca del mediterraneo en sus
diferentes estadios de desarrollo con un bajo costo. Aunque es comun, la amplificacion de una
region de ADN para la identificacion molecular de una especie, para C. capitata en Colombia no
se ha implementado. Por este motivo, la puesta a punto de un protocolo de extraccion y el ajuste
de las condiciones de amplificacion de la regién mitocondrial N5N4, servird como base para el
reconocimiento de la especie de manera rapida y eficiente, y permitird un avance sustancial en la

investigacion poblacional a través de marcadores genéticos de esta importante plaga.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General
Estandarizar un método para la extraccion de ADN y amplificacion de un marcador
molecular mitocondrial a partir de tejidos de diferentes estados de desarrollo de Ceratitis capitata

provenientes de zonas productoras de durazno en Colombia.

2.2 Objetivos Especificos
Caracterizar dos metodos para la extraccion de ADN en tejidos de diferentes estadios

(adulto y larval) de C. capitata.

Comparar la efectividad del método en la extraccion de ADN en la amplificacion de un

marcador molecular mitocondrial previamente reportado del genoma de C. capitata.
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3. Competencias

1. Aplica técnicas de laboratorio para extraer ADN, llevar a cabo la amplificacion de marcadores
moleculares mediante PCR y realizar la visualizacion por electroforesis con el propdsito de
analizar material genético en un entorno de laboratorio.

2. Analiza de manera critica los resultados obtenidos, con el fin de interpretar y sacar conclusiones
relevantes en contextos de investigacion cientifica o analisis de datos.

3. Realiza una revision de la literatura cientifica relevante con el proposito de contextualizar y
discutir de manera informada los resultados obtenidos de investigacion o andlisis cientifico.

4. Redacta informes y documentos con rigor cientifico, asegurando la correcta comunicacion de

los hallazgos, metodologia y conclusiones en contextos académicos o cientificos.
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4. Metodologia

4.1. Obtencion de individuos de Ceratitis capitata

Los individuos obtenidos para este estudio hacen parte de muestreos realizados en el marco del
proyecto titulado “Analisis de factibilidad para la implementacion de la técnica del insecto estéril
de Ceratitis capitata en Colombia”, llevados a cabo por La Corporacion Colombiana de
Investigacion Agropecuaria - AGROSAVIA. Para esto, en el afio 2022, se muestred una finca
productora de durazno, ubicada (7°13'26.9"N 72°37'26.5") en Cacota, Norte de Santander, con alto
nivel de infestacion de la plaga. En un lote de la finca se ubicaron trampas tipo Jackson y Mc Phail
para la captura de los adultos. Adicionalmente, se colectaron frutos de durazno infestados con
larvas de mosca del mediterraneo. Los adultos y frutos colectados se transportaron al laboratorio
de entomologia del Centro de Investigacion La Suiza de AGROSAVIA en Rionegro, Santander.
En el laboratorio, los frutos se ubicaron en cdmaras de cria para la obtencion de larvas y adultos.
Las larvas y los adultos obtenidos se transfirieron a viales de vidrio con alcohol al 96% hasta la

extraccion del ADN.

4.2. Protocolos de extraccion de ADN

Los procedimientos de extraccion de ADN total fueron llevados a cabo en los estados larval
y adulto de C. capitata. Para la estandarizacion del protocolo de extraccion en C. capitata, se
utilizaron dos metodologias (1) el método de bromuro hexacetil-trimetil amonio (CTAB) con
polivinilpirrolidona (PVP) y (2) el kit comercial de Qiagen DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN,
Valencia, CA), los cuales ya se han utilizado para la extraccion de ADN de insectos (Doyle et

al.,1987; Chen et al.,2010; Asokan et al., 2011; Andrews et al., 2022).
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4.2.1. Método de bromuro hexacetil- trimetil amonio (CTAB) con PVP

4.2.1.1. Ajustes protocolo de extraccion (CTAB) con PVP

El método CTAB-PVP fue realizado teniendo en cuenta la metodologia de extraccion de
ADN propuesta por Doyle et al., (1990) y Calderon et al., (2010) para insectos polifagos. Con el
fin de aumentar la efectividad del método de extraccion, inicialmente se modificaron variables
como tiempo de incubacién, precipitacion y secado, lo cual se comprobd por medio de la
visualizacion en geles de agarosa 1.2% Yy la cuantificacién de ADN.

En primer lugar, se realizaron extracciones de ADN con tiempos de incubacion de 1 hry
30 min, con una precipitacion por 6 hrs finalizando con 1 hr de secado. Luego, se modifico el
tiempo de incubacion a 3 hrs, seguido por un aumento en el tiempo de precipitacion a 20 hrs 'y 2
hrs de secado de las muestras para un total de cuatro experimentos independientes. Para cada
procedimiento se utilizaron diferentes tejidos de individuos adultos (adulto completo, cabeza-tdrax

, patas) y larvas, con 3 repeticiones por cada tipo de tejido.

4.2.1.2. Protocolo de extraccion bromuro hexacetil- trimetil amonio (CTAB) con PVP
ajustado

Dado que el protocolo que contemplaba el mayor tiempo de incubacion, precipitacion y
secado presento la mayor concentracion y calidad de ADN, se establecié como la referencia para
los experimentos posteriores con el método de CTAB. Para esto, se llevaron a cabo comparaciones
utilizando 5 muestras por cada uno de los 4 tejidos usados: adulto completo, cabeza-torax, patas y
larvas. Cada muestra fue ubicada en un tubo de 1.5 mL, en el que se homogeneizaron los tejidos

con ayuda de un macerador y 500 pL de buffer de lisis (1% w/v CTAB; 1M NaC1; 100 mM Tris;
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20 mM EDTA; 1% w/v polyvinylpyrrolidona, PVP). El B-mercaptoethanol (2% v/v), fue agregado
a la solucion justo antes de dar inicio al procedimiento.

Se incubaron las muestras por 3 hrs a 55°C realizando mezcla por inversion cada hr. Se
agregaron 500 pL de cloroformo: isoamilico (24:1 v/v), se mezcld 5 veces por inversion y se
centrifugaron las muestras a 14.800 rpm por 10 min. De las tres fases resultantes, se extrajo la fase
acuosa (~ 300 pL) y se transfirié a un nuevo tubo de 1.5 pL procurando no intervenir en la fase
central que corresponde a proteinas que podrian contaminar las muestras. Posteriormente se
agregaron 28 pL de acetato de amonio. Para la precipitacién del ADN, se agregaron 204 uL de
isopropanol frio (-22°C) y se refrigeraron las muestras por 20 hrs a una temperatura de -22°C.

Una vez cumplido este tiempo, se centrifugd a 14.800 rpm por 3 min y se descarto el
sobrenadante conservando el pellet en el fondo del tubo. Se agregaron 700 pL de etanol al 96% y
se centrifugd por 1 minuto a 14.800 rpm. Se desecho el sobrenadante y se repitio el procedimiento
anterior con etanol frio al 70%. y se incubaron los tubos a 53°C por 2 hrs con la tapa abierta. Una
vez secas las muestras, se suspendié el pellet con 100 pL de buffer AE proveniente del kit de
extraccion DNeasy Qiagen (QIAGEN, Valencia, CA). Finalmente, para disolver el pellet, se
incubaron las muestras por una hr adicional y se realiz6 mezcla por inversion 5 veces para
resuspender el pellet.

4.2.2 Kit de extraccion DNeasy Qiagen

El procedimiento realizado con el Kit de extraccion DNeasy (Qiagen, Valencia, CA), se
llevé a cabo teniendo en cuenta las especificaciones del elaborador para tejidos de animales. El
volumen de la dilucion final se modifico a 100 pL de buffer AE. Por cada método de extraccion

de ADN se utilizaron larvas y adultos individuales.



21

Para el caso de los adultos, se evalud la efectividad de la extraccion del ADN de tres tejidos:
1) individuo completo, 2) cabeza-térax y 3) patas, mientras que, para los estadios larvales, se
extrajo ADN de individuos completos. En todos los casos, se utilizaron 5 individuos por

tratamiento y las soluciones finales de ADN se almacenaron a -20 °C para posteriores analisis.

4.3. Visualizacion y cuantificacion de ADN

Para estimar la calidad del ADN de cada una de las muestras, se utilizaron tres metodos:
1) visualizacién en geles de agarosa, 2) cuantificacion de la concentracion de ADN pL y 3) por
medicion de la proporcion de absorbancia (A260/A280). La visualizacion en geles de agarosa se
realizé al 1.2% con buffer TBE y se llevé a cabo para todas las muestras extraidas por los diferentes
métodos. La cuantificacion y evaluacion de la calidad en los espectros 260/280 y 230/280 se realiz

por medio de un espectrofotometro DeNovix.

4.4. Andlisis de datos

Los valores de concentracion de ADN y los espectros 260/280 y 260/280, se utilizaron para evaluar
diferencias significativas entre los cuatro tratamientos y entre los dos métodos de extraccion
estudiados. Teniendo en cuenta que los datos no cumplieron con los supuestos de normalidad, se
aplicaron pruebas estadisticas no paramétricas. Para ello el software R (R Core Team, 2021) fue
empleado para llevar a cabo un analisis de varianza mediante el test de Kruskall-Wallis, seguido

de un test de Wilcoxon para realizar comparaciones post hoc.

4.5. Amplificacion de un marcador mitocondrial
Para verificar la efectividad del ADN aislado de los diferentes tejidos se realizd la

amplificacion de una region mitocondrial ampliamente reportada en la literatura para C. capitata,
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N5N4, correspondiente a un fragmento de 700 pb (Barr et al., 2006; Ruiz et al., 2020). Por medio
de los cebadores N5-J-7908 5'-ACGATTAATATTGATATCTCC-3' y N4-N-8628 5'-
TGGTCATGGATTATGTTC-3' se realiz6 la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con
modificaciones en las condiciones encontradas en la literatura dependiendo de los tejidos
evaluados.

En el caso de las muestras de pata, se utilizd un volumen final para la reaccion de 20uL
que contenia 1x buffer, 2Mm MgCl., 0,2 de cada Dntp, 0,4Um de cada primer y 0.625 unidades
de Taq polimerasa (Bioline) con 1 uL de ADN de cada muestra. El perfil térmico inici6é con una
fase de desnaturalizacion a 94°C por 3 min, seguido de 39 ciclos de 94°C por 1 minuto, 52° C por
1 minuto de alineamiento y la fase de extension a 72°C por 1 minuto, finalizando con 72°C por 30
min.

Para las muestras de cabeza-torax e individuo completo, fue necesaria la modificacion de
la concentracion de reactivos y del ADN empleado. En primer lugar, la concentracién de cloruro
de Mg?* se redujo a la mitad. Ademas, el ADN se diluy6 en una proporcion 1:100 y por medio de
un espectrofotémetro, se midi6 su concentracién final. A partir de estas condiciones, se realizo el
procedimiento de amplificacion con el perfil térmico para muestras de pata.

La amplificacion de las muestras con el tratamiento de estadio larval se llevé a cabo con la
concentracion de los reactivos inicial (1x buffer, 2Mm MgCl., 0,2 de cada dNTP, 0,4 Um de cada
cebador y 0.625 unidades de Taqg polimerasa (Bioline) con 1 uL de ADN de cada muestra). En
cuanto a los ciclos de temperaturas utilizados, se optd por el protocolo descrito por Ruiz et al.,
(2020) en el que se utilizan 50°C para el alineamiento. Todas las muestras amplificadas se

visualizaron en un gel de agarosa al 1.2%.
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5. Resultados

5.1. Ajustes protocolo CTAB-PVP

A partir de las extracciones realizadas con el método CTAB-PVP, la visualizacion de las
muestras en geles de agarosa no mostr6 ADN para los casos en los que fue utilizado tiempo de
incubacién de una hr y media (Figura 3) y precipitacion de 6 hrs (Figura 4). Por otra parte, los
procedimientos realizados con un mayor tiempo de incubacién (Figura 5) y precipitacion
resultaron en mayores cantidades de ADN (Figura 6). Lo promediado de la cuantificacion por
medio de espectrofotometria permitié obtener la concentracion del ADN resultante para cada
tejido en los cuatro protocolos mencionados anteriormente (Tabla 1). Adicionalmente, de los
cuatro experimentos la mayor pureza de las muestras en las absorbancias 260/280 y 260/230 se
obtuvo en el experimento con mayor tiempo de secado (Figura 6).).
Figura 3.
Extraccién de ADN con el método CTAB (Tiempo de incubacion 1 hr y 30 min, 6 hrs de
precipitaciony 1 hr de secado). Marcador de peso molecular 1Kb. Los pozos corresponden a ADN

extraido de 1-3 cabeza-torax, 4-6 individuo completo, 7-9 pata, 10-12 larva y 13 control negativo.

- Cabeza-torax —Completo— — Pata—— — Larva — Cntrl-

o~
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Figura 4.
Extraccion de ADN con el método CTAB (Tiempo de incubacion 3 hrs, 6 hrs de precipitacion y 1
hr de secado). Marcador de peso molecular 1Kb. Los pozos corresponden a ADN extraido de 1-3

cabeza-torax, 4-6 larva, 7-9 individuo completo, 10-12 pata y 13 control negativo.

p.Cabeza-torax5q _ p— Larva —

EaGonplctosme ==, Pata, == ...
: ; e

— — =

Figura 5.
Extraccion de ADN con el método CTAB (Tiempo de incubacion 3 hrs, 20 hrs de precipitacion y
1 hr de secado). Marcador de peso molecular 1Kb. Los pozos corresponden a ADN extraido de 1-

3 cabeza-torax, 4-6 larva, 7-9 individuo completo, 10-12 pata y 13 control negativo.

- Cabeza-térax o — Larva — r Completo 4 — Pata — Caotil-
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Tabla 1.
Promedio y desviacion estdndar de los cuatro experimentos realizados de extraccion de ADN con

el método CTAB.

Promedio de Promedio de
Tratamiento Promedio de absorbancia absorbancia
concentracion (/ 260/280 260/230
ul)
Cabeza-torax 7.661 1.20 0.393
Completo 24.594 1.24 1.08
1 Larva 31.59 1.23 0.839
Pata 0.376 0.019 0.018
Cabeza-torax 30.58 0.663 0.904
Completo 50.985 1.43 1.18
i Larva 56.488 1.358 1.312
Pata 0.933 0.208 0.201
Cabeza-torax 69.284 0.5933 0.393
Completo 101.136 1.136 1.08
; Larva 333.890 1.320 0.839
Pata 1.396 0.163 0.018
Cabeza-torax 61.1653 2.17 1.30
Completo 95.829 2.166 1.816
* Larva 412.660 2.253 2.235

Pata 1.406 0.903 0.166
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* Los numeros 1 a 4 corresponden a las extracciones de ADN realizadas con diferentes condiciones
1: 1.5 hrs de incubacion, 6 hrs de precipitacion 1 hr de secado. 2: 1.5 hrs de incubacidn, 20 hrs de
precipitacion y 1 de secado. 3: 3 hrs de incubacidn, 20 hrs de precipitacion y 1 de secado. 4: 3 hrs

de incubacidn, 20 hrs de precipitacion y 2 hrs de secado.

Figura 6. Extraccion de ADN con el método CTAB (Tiempo de incubacion 3 hrs, 20 hrs de
precipitaciony 2 hr de secado). Marcador de peso molecular 1Kb. Los pozos corresponden a ADN

extraido de 1-3 cabeza-torax, 4-6 individuo completo, 7-9 pata, 10-12 larva y 13 control negativo.

- Cabeza-torax = — Larva — r Completo 5 = Pata — (cpq.

5.2. Protocolo estandarizado CTAB-PVP

A partir del protocolo de mayor eficiencia en la extraccion (con el mayor tiempo de
incubacion, precipitacion y secado), se obtuvo ADN de alto peso molecular desde los 10.000 pb
hasta fragmentos méas pequefios de 200 pb. Con el método CTAB-PVP, se observa una alta
concentracion de ADN en los tejidos larvales y en individuo completo (Figura 7). Por el contrario,

para cabeza-torax se ve una menor cantidad y en el caso de pata, aparenta ser ausente.
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Figura 7.

Visualizacién de extracciones de ADN con el método CTAB en un 1.2% gel de agarosa. Marcador
de peso molecular 1Kb. 1-5 ADN extraido de cabeza-térax, 6-10 ADN extraido de individuo
completo, 11 control negativo, 12-16 ADN extraido de larva, 17- 21 ADN extraido de pata, 22

control negativo.

- Cabeza - térax === |_ Coerleto == Pata
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5.3. ADN extraido con el kit DNeasy
Lo observado con el kit DNeasy sigue un comportamiento similar a lo visto con el método
CTAB, con la diferencia de que existe una mayor concentracion de ADN cercano a los 10.000 pb

en muestras como individuo completo y cabeza-térax (Figura 8).
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Figura 8.
Visualizacion de extracciones de ADN con el Kit DNeasy en un 1.2% gel de agarosa. Marcador
de peso molecular 1Kb. 1-5 ADN extraido de cabeza-térax, 6-10 ADN extraido de individuo

completo, 11-15 ADN extraido de pata, 16-20 ADN extraido de larva, 21 control negativo.

= s - —=Completo — — =—Bap—
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5.4. Cuantificacion de ADN

La cuantificacion de ADN permiti6 determinar el promedio de la concentracion y la pureza
de los cuatro tratamientos evaluados, asi como la desviacion estdndar en cada caso (Tabla 2). La
mayor concentracion de ADN por el método CTAB- PVP fue hallada para las muestras de larva
(359.04 ng/uL), seguido por individuo completo (194.864 ng/uL), cabeza-torax (45.051 ng/ul) y
pata (2.5 ng/uL). En el caso de la extraccion realizada con el kit DNeasy, se observéd un patron
similar en el que la mayor concentracion se obtuvo en los tejidos larvales (251.057 ng/uL), seguido

por individuo completo (164.38 ng/uL), cabeza-torax (79.004 ng/uL) y pata (14.292ng/uL).
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Tabla 2.
Concentracion de ADN y Absorbancia (260/280 y 260/230) en diferentes tejidos de mosca del

mediterraneo (adulto completo, cabeza-térax, pata y larvas) con dos métodos de ADN (DNeasy

kit y CTAB.
Metodo Tratamiento Promedio de Ztr)gcr)ﬁ)cgr?c?ae Ztr)gcr)ﬁ)cgr?c?ae
concentracion 260/280 260/230
DNeasy Cabeza-torax 79.004 1.872 1.006
DNeasy Completo 164.38 1.896 1.048
DNeasy Larva 251.057 2.142 1.812
DNeasy Pata 14.292 1.2 0.246
CTAB-PVP Cabeza-torax 45.051 2.236 1.528
CTAB-PVP Completo 194.864 2.14 1.82
CTAB-PVP Larva 359.04 2.222 2.454
CTAB-PVP Pata 2.501 0.83 0.15

Los valores de absorbancia obtenidos presentaron variaciones en los tratamientos y
métodos utilizados. En el espectro 260/280 para el método CTAB-PVP las cifras de absorbancia
se encontraron en un rango de 2.0 a 2.2 para muestras de cabeza-torax, individuo completo y larva;
para las muestras de pata fue menor a 1.8. Cuando se utilizd el kit DNeasy se obtuvo que las

muestras de ADN de cabeza-torax e individuo completo presentaron los valores de pureza en el
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rango de 1.87 y 1.89 y larvas y pata tuvieron un promedio en el espectro mayor a 2.0 y menor a
1.8 respectivamente (Tabla 2).

En el espectro 260/230 para el método CTAB-PVP las cifras de absorbancia fueron
mayores a 1.8 Unicamente en el caso de individuo completo. En los demas tratamientos se encontro
contaminacion debido a valores bajos de absorbancia mayores a 2.0 y menores a 1.5. Para el kit
DNeasy se obtuvo un promedio de 1.812 para las muestras de larva y para cabeza-torax, individuo
completo y pata se presentaron valores menores a 1.8 (Tabla 2).

Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados y los métodos
utilizados con respecto a la concentracion y la pureza del ADN. En el caso de la concentracion, la
variable mas influyente fue los tratamientos (x2= 35.7, gl = 3, p <0.01), mientras que el método de
extraccion usado no es influyente en la cantidad de ADN obtenido (x2=0.02641, gl =1, p=0.871).
Por medio del test de Wilcoxson se encontraron diferencias significativas entre cada uno de los
tratamientos evaluados (p < 0.01) Por otra parte, la absorbancia a 260/280 y a 260/230 vari6
teniendo en cuenta los métodos de extraccion (260/280 : x2=4.117, gl = 1, p = 0.041) (260/230 :
¥2=5.417,gl=1,p=0.019) y los tratamientos empleados (260/280 : y2=25.4, gl =3, p =0.00012)
(260/230 : y2= 29.3, gl = 3, p = 0.000019) por lo que la pureza de las muestras depende de la

composicion de los tejidos evaluados y los reactivos usados durante el aislamiento del ADN.

5.5. Amplificacion del marcador molecular N5N4

Los protocolos de PCR implementados para las muestras de ADN permitieron la
amplificacion del marcador molecular NSN4. A partir del ADN aislado del método CTAB y el Kit
DNeasy, se obtuvo el amplificado del marcador mitocondrial teniendo en cuenta condiciones

especificas para tejidos como individuo adulto completo, cabeza-térax pata y larva.
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Inicialmente, se siguié para todos los tejidos y métodos de extraccion el protocolo
reportado por Ruiz et al., (2020) sin embargo, se obtuvieron amplificados en sitios inespecificos
representados por una banda adicional de 500 pb (Figura 9).

Figura 9.
Amplificacién del marcador molecular N5N4. Marcador de peso molecular de 1Kb. Los pozos 1
y 2 corresponden a muestras de ADN de individuo completo, 3 y 4 corresponden a cabeza-térax,

5 corresponden a muestras de ADN de pata y 6 control negativo.

Completo Cabeza-torax Pata Ctrl -

A partir de esto, se modificd la temperatura de alineamiento a 52°C y se redujo la cantidad de Mg?*
a la mitad, lo que permiti6 una disminucién en la banda adicional y, por lo tanto, un Gnico producto
de 700 pb (Figura 10). Finalmente, se aumento la especificidad de la PCR por medio de la
disminucion de la cantidad de ADN utilizado diluciones 1:100 (Figura 11).

Figura 10.

Amplificacion del marcador molecular N5N4. Marcador de peso molecular de 1Kb. Las muestras

corresponden a amplificados de ADN extraido con los dos métodos con excepcion de pata. Pozo
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1(CTAB) y 2(Kit DNeasy): cabeza — torax, Pozos 3 (CTAB) y 4 (Kit DNeasy): individuo completo

y adicionalmente una muestra de pata de ADN extraido con el Kit DNeasy en pozo 5.

Cabeza-torax Completo Pata Ctrl -

1000 pb (ue——

. By =S e O

Figura 11.
Amplificacién del marcador molecular N5N4 por medio de diluciones. Marcador de peso
molecular de 1Kb. Las muestras corresponden a ADN extraido de individuo completo. El pozo 1

es ADN total, 2 dilucion 1:10, 3 dilucion 1:100, 4 dilucién 1:1000, 5 control negativo.

1:10 1:100 1:1000 Cntrl-
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Con las condiciones descritas anteriormente, se obtuvo el amplificado de los tejidos de
ADN extraido por CTAB y el kit DNeasy de individuo completo (Figura 12) y cabeza-torax

(Figura 13).

Figura 12.

Amplificacion del marcador molecular NSN4 de ADN de individuo completo. Marcador
de peso molecular de 100 p. Los pozos 1-5 corresponden a ADN de extracciones con CTAB,
mientras que del 6 al 10 corresponden a extracciones con el Kit DNeasy. El pozo 11 es el control

negativo.

Figura 13.

Amplificacion del marcador molecular NSN4 de ADN de cabeza — tdrax. Marcador de
peso molecular de 100 pb. Los pozos 1-5 corresponden a ADN de extracciones con CTAB,
mientras que del 6 al 10 corresponden a extracciones con el Kit DNeasy. El pozo 11 es el control

negativo.
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1300 pb

'——-———u————
600 pb  ——

Figura 14.
Amplificacion del marcador molecular N5N4 de ADN de larvas. Marcador de peso
molecular de 100 pb. Los pozos 1-5 corresponden a ADN de extracciones con CTAB, mientras

que del 6 al 10 corresponden a extracciones con el Kit DNeasy. El pozo 11 es el control negativo.

Con excepcion de las diluciones de ADN, la amplificacion del tejido de pata se realizo con

las mismas condiciones que las descritas anteriormente para cabeza-torax e individuo completo.
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Sin embargo, con el ADN extraido con el método CTAB, cuando se utilizaron las condiciones
mencionadas para adulto completo y cabeza-torax, no se obtuvieron amplificados. Por lo que se
realizaron modificaciones como en la temperatura de alineamiento a 52°C, la mitad del Mg**
(Figura 15) y 56°C con la cantidad normal de Mg?* y a la mitad (Figura 16) sin obtener
amplificados consistentes. Finalmente se recurrio a la realizacion de diluciones 1:10 y 1:100 del
ADN con lo cual no se obtuvo un resultado positivo (Figura 17), por esta razon, es necesaria la
optimizacion posterior del protocolo de PCR para este tipo de muestras con este método de
extraccion.

No obstante, cuando se realiz6 la amplificacion con tejido de pata extraido con el Kit
DNeasy, utilizando las mismas condiciones empleadas para los tejidos de cabeza-torax e individuo
completo, no se obtuvieron amplificados, pero al ajustar la temperatura de alineamiento a 52°C y
el volumen de Mg?* a la mitad, fue posible realizar la amplificacion exitosa de ADN con tejido
de pata con este método de extraccion (Figura 18).

Figura 15.
Amplificacién del marcador molecular N5N4 de ADN de pata por el método CTAB.

Marcador de peso molecular de 100 pb. El pozo 6 corresponde al control negativo.




36

Figura 16.

Amplificacién del marcador molecular N5SN4 de ADN de pata por el método CTAB.

Marcador de peso molecular de 100 pb.

100 pb 1

1300 pb ey

600 pb ks

Figura 17.
Amplificacién del marcador molecular N5N4 de ADN de pata por el método CTAB.
Marcador de peso molecular de 100 pb. Los pozos 1-5 corresponden a ADN diluido 1:10, mientras

que del 6 al 10 corresponden a diluciones 1:100.
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Figura 18.
Amplificacion del marcador molecular N5N4 de ADN de pata extraido con el Kit DNeasy.

Marcador de peso molecular de 100 pb. El pozo 6 corresponde al control negativo.

100pb 1

6. Discusion

En este estudio se llevo a cabo la evaluacion de dos métodos de extraccién de ADN y su
efecto en la amplificacion de un marcador molecular de Ceratitis capitata con muestras
provenientes de Norte de Santander. Se realiz6 la extraccion exitosa de ADN de cuatro tejidos
diferentes de C. capitata (individuo adulto completo, cabeza-térax, pata y larvas completas) con
dos métodos de extraccion de ADN, con excepcion del ADN de pata extraido con el método
CTAB. La concentracion y pureza obtenida para los diferentes tejidos con los dos métodos de
extraccion utilizados presentd diferencias por lo cual fue necesario el ajuste de las condiciones de
amplificacion. En el caso del ADN de pata extraido con el método CTAB, condiciones como baja

pureza pueden ser un factor relevante en el estudio de marcadores moleculares.
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6.1. Concentracion de ADN con los métodos de extraccion

Los métodos de extraccion de ADN se componen de procedimientos y reactivos que
permiten el aislamiento y la purificacion de muestras con diferentes caracteristicas. El método
CTAB emplea alcoholes, sales y detergentes que son eficientes en la extraccion de muestras con
un alto contenido en polisacaridos (Lefort & Douglas, 1999) por medio del aumento de su
solubilidad en etanol (Calderdn-Cortés et al., 2010). Aunque este método es cominmente usado
en tejidos de plantas, ha sido posible obtener ADN de alta calidad en muestras de insectos en los
que CTAB se encarga de remover polisacaridos como la quitina (Calder6n-Cortés et al., 2010).
Este detergente se une al ADN de forma especifica lo que permite una mayor eliminacion de
componentes celulares como proteinas, que pueden afectar la pureza de la muestra (Kouakou et
al., 2022).

Sustancias quimicas como el PVP pueden ser de ayuda en el proceso de purificacion por
medio de dos aspectos. En primer lugar, tiene la capacidad de unirse a proteinas y otros
contaminantes haciéndolos insolubles y, por ende, permitiendo una mayor separacion del ADN
(Lefort & Douglas, 1999a). En segundo lugar, el PVP ha sido usado en insectos con un tipo de
alimentacion basada en frutos debido a que en el tracto digestivo de estos animales se puede
encontrar un alto contenido en taninos y fenoles (Calderdn-Cortés et al., 2010). Debido a que estos
componentes son agentes oxidantes (Arruda et al., 2017), la calidad del ADN se puede ver afectada
por los enlaces que se forman con el material genético afectando finalmente, la amplificacion de
marcadores.

La extraccion de ADN revel6 un patron distintivo en cuanto a la concentracion obtenida
dependiendo del tejido empleado. Aunque es razonable que en las extracciones que utilizaron una

mayor cantidad de muestra se obtuvo una mayor concentracion de ADN, hubo casos en los cuales
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el resultado fue diferente. Esto es evidente en el caso de las muestras de larva, donde la
cuantificacion arrojo valores dos veces superiores a los observados con respecto a tratamientos
como adultos completos que, en comparacion, representan una mayor cantidad de muestra. A partir
de esto, se puede afirmar que la composicion del tejido puede desempefiar un papel relevante en
el aislamiento del material genético (Arseneau et al., 2017).

Teniendo en cuenta que las larvas tienen un tamafio y peso considerablemente menores en
comparacion con los adultos completamente desarrollados (Steck & Ekesi, 2015), es posible
analizar este resultado desde dos perspectivas. En primer lugar, las larvas se encuentran en una
etapa de constante actividad celular y sintesis de material genético, lo que aumenta la probabilidad
de obtener una mayor cantidad de ADN debido al gran nimero de células en desarrollo (Huang et
al., 2020). En segundo lugar, en el estadio larval los individuos carecen de un exoesqueleto
recubierto de proteinas y polisacéridos, como la quitina, que les proporcionan rigidez y soporte
estructural (Gomes et al., 2005). Por esta razon, el proceso de lisis durante la extraccién puede ser
mucho mas efectivo en las larvas, ya que sus cuerpos son blandos y poseen tejidos con paredes
celulares més susceptibles a la ruptura.

Otro ejemplo para evaluar la composicion del tejido utilizado es el uso de muestras con
una alta concentracién de quitina y una baja concentracion de ADN como las muestras de pata. La
evaluacion del método CTAB con respecto al Kit DNeasy permitié la comparacion de la
efectividad en el aislamiento de material genético de cada uno de los procedimientos (Chakraborty
et al., 2020; Ozana et al., 2020). Debido al reducido tamafio del tejido utilizado, la concentracion
esperada para C. capitata es de 3 ng/uL (Barr, 2009), lo cual fue un valor cercano a lo obtenido

con el método CTAB (2.5 ng/uL). Por otra parte, el desempefio del Kit DNeasy fue mucho mayor
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teniendo en cuenta que se obtuvo valores cuatro veces mayores con un promedio de 14 ng/uL de
ADN.

La alta efectividad del kit DNeasy para extraer ADN a partir muestras de tejido pequefias,
como tejidos de pata, puede relacionarse con los reactivos y los procedimientos del protocolo con
el que esté descrito. El uso de proteinasa K durante el proceso de lisis celular, resulta significativo
debido a que su funcion endoproteasa permite el corte de puentes peptidicos presentes en muestras
de ADN con polisacaridos y proteinas (Qamar et al., 2017) como las patas de C. capitata. Debido
a que este es un tejido altamente quitinoso, el uso de un buffer adecuado acompariado de enzimas
eficientes supone un proceso efectivo de lisis celular, lo que proporciona una mayor cantidad de
ADN disponible.

Teniendo en cuenta la gran aceptacion de la comunidad cientifica frente a métodos de
extracciéon como el Kit DNeasy, es de vital importancia la comparacion de este con métodos
manuales (Wang et al., 2019). Gracias a su recurrente uso y a la confiabilidad de sus resultados,
este kit se ha convertido en un estandar de referencia con el cual se pueden evaluar métodos como
CTAB (Karsten et al., 2013) y asi, encontrar diferencias significativas en términos de pureza,
eficiencia y reproducibilidad.

La importancia de la aplicacion de este tipo de protocolos, aunque radica en la necesidad
de caracterizar las poblaciones de C. capitata en Colombia, tiene especial aplicacion en su estudio
de poblacional debido a que permite la conservacion de especimenes casi intactos. Teniendo en
cuenta que la mosca del mediterraneo es una plaga reconocida mundialmente, el registro de
individuos en colecciones biologicas de las poblaciones bajo estudio es primordial en términos

morfoldgicos y genéticos (Karsten et al., 2013).
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6. 2. Pureza del ADN dependiendo del método de extraccion

En este estudio, el método CTAB estd modificado para la extraccion de ADN de muestras
con posibles concentraciones de polifenol, que en insectos como C. capitata pueden estar presentes
en el tracto digestivo como producto de la ingesta de material vegetal (Singh et al., 2021). La
presencia de polifenoles representa la aparicion de un inhibidor de la amplificacion de marcadores
moleculares debido a la interaccién que presentan dichas moléculas con los reactivos de la PCR
(Rao & Doddamane, 2022). Ademas, la actividad de la enzima polimerasa puede verse afectada al
punto de reducir su especificidad por medio de uniones imprecisas (Umekawa et al., 1999). Por
esta razon el uso de PVP en las extracciones de ADN es primordial, debido a que cumple la funcion
de captar el polifenol uniéndose y precipitando sus moléculas para liberar la muestra de agentes
contaminantes.

Teniendo en cuenta los valores referencia de pureza, la menor contaminacion se obtuvo
por medio del kit DNeasy. Debido a que el método CTAB requiere de numerosos pasos en los que
se utilizan reactivos de diferentes naturalezas, es posible que durante el procedimiento las muestras
de ADN retengan residuos e impurezas (Aboul-Maaty & Oraby, 2019).

Un caso especial son las muestras de pata donde se obtuvo los valores més bajos de pureza
(260/280 = 0.83 y 260/230 = 0.15) para CTAB, lo que puede ser una explicacion a la falta de
amplificacion de la region N5N4. Teniendo en cuenta estudios previos, es posible que la
proporcidn de los reactivos usados pueda incrementar los efectos de la contaminacion presente en
el ADN cuando se utiliza una reducida muestra de tejido (Mandrioli, 2008; Miura et al., 2017;
Nakahama et al., 2019). Por este motivo es necesario, en investigaciones posteriores, la
implementacion de estrategias que permitan una mayor calidad del ADN para la correcta

amplificacion del marcador mitocondrial NSN4. Por otra parte, los procedimientos realizados con



42

el kit DNeasy llevan a cabo una purificacion mas rigurosa por medio de tecnologias como las
columnas de silice, que aprovechan las interacciones quimicas y electrostaticas entre el ADN y la
superficie de silice (Wong et al., 2020). A partir de esto, los kits comerciales pueden presentar una
mayor consistencia en sus muestras en cuanto a la eliminacion de sustancias diferentes al material

genético.

6.3. Inhibidores de la PCR

En el proceso de amplificacion de un marcador molecular, existe un gran nimero de
variables que condicionan la efectividad y éxito de este. Una de las mas influyentes es la presencia
de inhibidores que pueden provenir de los reactivos utilizados en el aislamiento de ADN o de las
muestras en si (Schrader et al., 2012). En este estudio, los protocolos implementados se llevaron a
cabo teniendo en cuenta modificaciones en las concentraciones de Mg?*, el aumento en la
temperatura de alineamiento y la dilucién de las muestras de ADN para disminuir el efecto de los
inhibidores presentes.

En insectos como C. capitata, existe la presencia de un exoesqueleto rico en compuestos
quimicos (Senne et al., 2022), polisacéridos (Demeke & Adams, 1992) y pigmentos (Boncristiani
et al., 2011) que actian como inhibidores que interfieren en la actividad de la polimerasa. Una
solucién encontrada para el manejo de estas sustancias fue la disminucion a la mitad de la
concentracion de MgCl. (Opel et al., 2010). Aunque el Mg?* es un cofactor relevante para la
actividad de la Taqg polimerasa, la presencia de inhibidores en las muestras puede resultar en la
formacion de complejos insolubles entre el Mg?* y los inhibidores, lo que afecta la disponibilidad

de iones (Schrader et al., 2012). Por medio de la reduccién en la cantidad disponible de este
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compuesto, es posible la disminucion del efecto inhibitorio de las impurezas presentes y, por ende,
el aumento de la efectividad de la amplificacion.

Adicionalmente, la especificidad en la PCR fue alcanzada por medio de la modificacién en
las condiciones de alineamiento con respecto a Ruiz et al., (2020). ElI aumento de la temperatura
de hibridacion puede implicar el cambio en las caracteristicas de las moléculas presentes. En
primer lugar, la Taq polimerasa se ve restringida a una mayor especificidad en la adhesion a sitios
de replicacion por lo cual hay una menor probabilidad de amplificacion de fragmentos no deseados
(Porta & Enners, 2012). Por otra parte, en muestras con presencia de impurezas, la temperatura
puede ser un factor relevante en la interaccion entre estas moléculas con respecto a los reactivos
de la PCR (Schrader et al., 2012).

Como una tercera herramienta para la amplificacion, fueron realizadas diluciones 1:100 en
los tejidos de individuo completo y cabeza - toérax. Teniendo en cuenta que la concentracion de
ADN en las muestras de larvas fue mucho mayor y que en esos casos no fue necesario realizar
diluciones, se puede afirmar que la presencia de polisacaridos como la quitina son el factor
determinante de la efectividad de la amplificacion. Los tejidos de individuo completo y cabeza —
torax, corresponden a un estadio de desarrollo adulto del individuo en el que la cantidad de
sustancias contaminantes son mayores (Finke, 2007) y los métodos de extraccion de ADN
convencionales no permiten su desecho. Las muestras de pata corresponden a un tejido proveniente
de individuos adultos y, aunque también presentan una gran cantidad de quitina, las extracciones
de ADN solo aislan una pequefia cantidad de material genético por lo cual no fue necesaria su

dilucién.
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A través de la implementacién de protocolos de amplificacion efectivos, fue posible el uso
de muestras de ADN con diferentes condiciones de concentracion y pureza. Con base en esto, el

estudio molecular de Ceratitis capitata, podré ser realizado

6. Conclusiones

Los resultados de este estudio indican que los dos métodos implementados son efectivos
para la extraccion de ADN de C. capitata en diferentes tejidos del insecto (adulto completo,
cabeza-torax, pata y estadio larval completo), siendo el método CTAB mas adecuado para obtener
mayor cantidad de ADN, mientras que el kit DNeasy permite una menor contaminacion.

Igualmente, los dos métodos evaluados permitieron obtener producto PCR adecuado para
la secuenciacion del marcador mitocondrial N4N5 con ADN proveniente de los diferentes tejidos
del insecto con ambos métodos de extraccion de ADN. No obstante, en el caso de la amplificacion
con tejido de pata utilizando el método CTAB se requiere una mayor optimizacion del protocolo.

Aungue en el caso del Kit DNeasy es posible la obtencidén de muestras con una alta pureza,
por lo cual su uso puede permitir la amplificacion de cualquier tejido empleado, este método
presenta limitaciones de ser necesario el procesamiento de numerosas muestras debido a su alto
costo. En contraste, el método CTAB es una solucion de bajo costo que, aunque requiere un mayor
esfuerzo en laboratorio y no permite los mismos niveles de pureza del ADN, es altamente efectivo
para la amplificacion del marcador N5N4.

Por medio del presente estudio, se desarrollo la estandarizacion de un protocolo de
extraccion de ADN efectivo y de bajo costo y, posteriormente, la amplificacion de un marcador

molecular mitocondrial (N5N4) ampliamente reportado para C.capitata. A través, del protocolo
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estandarizado es posible la identificacion molecular de la especie en estadio larval y adulto, asi
como de tejidos como pata, que permiten la preservacion de individuos para colecciones
bioldgicas. A partir de esta informacion, se plantea la base del estudio molecular y la identificacion
de poblaciones de C. capitata en Colombia.

El estudio realizado es el punto de partida para la caracterizacion de poblaciones de C.
capitata, asi como procesos relevantes vistos en otras partes del mundo como los complejos de
especies cripticas (De Meyer et al., 2015). Desde este enfoque, la comprension de la diversidad
genética y evolutiva de C. capitata, permitira la implementaciéon de estrategias de control mas

precisas y eficientes en Colombia.

7. Recomendaciones
Para futuras investigaciones, se plantea el uso del protocolo de extraccion de ADN y
amplificacion para Certatitis capitata aqui descrito con el fin de investigar su estado actual en
Colombia. Por medio de la identificacion y reconocimiento de las poblaciones de la mosca del
mediterraneo, serd posible el manejo de la especie, asi como los pasos siguientes en pro de su
erradicacion. Ademas, de ser necesario, se recomienda el mejoramiento del protocolo aqui descrito
para la extraccién de ADN de muestras de pata por medio del método CTAB con el fin de obtener

aislados genéticos con una mayor calidad, conservando la integridad de los ejemplares.
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