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RESUMEN

La identificacién molecular de insectos plaga es fundamental para el manejo fitosanitario
y la toma de decisiones en agricultura. En este contexto, la familia Pseudococcidae representa un
desafio metodologico debido a su pequefio tamaio y a la presencia de compuestos derivados de la
dieta vegetal que pueden interferir en los andlisis moleculares. Por ello, la obtencion de ADN
genoémico de calidad constituye un paso critico para garantizar la confiabilidad de técnicas como

la reaccion en cadena de la polimerasa y el cddigo de barras de ADN.

El objetivo de este estudio fue comparar la eficiencia de los protocolos CTAB modificado
y SDS + NaCl para la extraccion de ADN gendémico en Pseudococcidae, evaluando la cantidad, la
calidad y la integridad del material genético obtenido a partir de muestras frescas. Se emple6 un
disefio experimental completamente al azar, procesando muestras bioldgicas con y sin tratamiento
con RNasa. La cuantificacion del ADN se realizd mediante espectrofotometria y la integridad se
evaluo por electroforesis en gel de agarosa. El andlisis de los datos incluy6 estadistica descriptiva

y una prueba t de Student aplicada exclusivamente a las muestras tratadas con RNasa.

Los resultados mostraron que el protocolo CTAB modificado permitié6 obtener una
concentracion significativamente mayor de ADN gendémico en comparacion con SDS + NaCl, sin
diferencias significativas en los indices de pureza. En conclusion, el protocolo CTAB modificado
se perfila como una alternativa adecuada para la extraccion de ADN gendmico en Pseudococcidae,

contribuyendo a la optimizacion de procedimientos de diagnodstico molecular en insectos fitofagos.

Palabras clave: extraccion de ADN, CTAB modificado, SDS + NaCl, Pseudococcidae,

diagnostico molecular.



ABSTRACT

The molecular identification of insect pests is essential for phytosanitary management and
decision-making in agriculture. In this context, the Pseudococcidae family represents a
methodological challenge due to its small size and the presence of compounds derived from the
plant diet that can interfere with molecular analyses. Therefore, obtaining high-quality genomic
DNA is a critical step in ensuring the reliability of techniques such as polymerase chain reaction

and DNA barcoding.

The objective of this study was to compare the efficiency of modified CTAB and SDS +
NaCl protocols for genomic DNA extraction in Pseudococcidae, evaluating the quantity, quality,
and integrity of the genetic material obtained from fresh samples. A completely randomized
experimental design was used, processing biological samples with and without RNase treatment.
DNA quantification was performed by spectrophotometry, and integrity was assessed by agarose
gel electrophoresis. Data analysis included descriptive statistics and a Student's t-test applied

exclusively to RNase-treated samples.

The results showed that the modified CTAB protocol yielded a significantly higher
concentration of genomic DNA compared to SDS + NaCl, with no significant differences in purity
indices. In conclusion, the modified CTAB protocol appears to be a suitable alternative for
genomic DNA extraction in Pseudococcidae, contributing to the optimization of molecular

diagnostic procedures in phytophagous insects.

Keywords: DNA extraction, modified CTAB, SDS + NaCl, Pseudococcidae, molecular diagnosis.



CAPITULO 1

INTRODUCCION

La aplicacion de la Biotecnologia a la agricultura representa una herramienta esencial para la
seguridad alimentaria y la creacion de cultivos sostenibles. En este contexto, el control fitosanitario
de plagas exige diagnosticos taxonémicos precisos, los cuales son necesarios para la eleccion de
diferentes técnicas de control efectivas. La familia Pseudococcidae (cochinillas), insectos
hemipteros de gran impacto economico, presenta un desafio diagndstico importante. La
identificacion morfoldgica de este tipo de plaga es compleja, debido a esto, técnicas de Biologia
Molecular como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), se ha convertido en una de las

mejores opciones para la identificacion precisa de especies.

La efectividad e importancia de optimizar los estudios moleculares radican en un obstaculo
persistente: el éxito de la PCR depende directamente de la calidad de ADN genoémico (ADNg)
obtenido. En el caso de Pseudococcidae, este proceso en particular es teéricamente complejo.
Generalmente los tejidos de los insectos poseen compuestos inhibidores de PCR, como los
polisacéaridos y compuestos fenolicos (Kashyap & Jaiswal, 2020). Estos contaminantes pueden ser
co-purificados junto con el ADN e inhibir la actividad de la polimerasa, dando como resultados

falsos negativos e invalidando el diagnostico.

En respuesta a esta problematica, actualmente existen kits comerciales para la extraccion de
ADN, los cuales garantizan la obtencion de ADN de alta pureza, sin embargo, muchos de ellos
tienen un elevado costo que limita su accesibilidad para laboratorios de diagndstico con recursos
limitados, asi como para investigaciones a gran escala. Como una alternativa a esto, se han

desarrollado protocolos manuales de menor costo, entre los que destacan tedricamente el protocolo



basado en CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio) y el protocolo basado en SDS (dodecilsulfato

de sodio) con NaCl.

Por lo tanto, esta investigacion estd guiada hacia la comparacion de la eficiencia de los dos
protocolos anteriormente mencionados, para la extraccion de ADNg, especificamente en muestras
frescas de Pseudococcidae. Se busca determinar experimentalmente cual de los dos protocolos
ofrece un mejor balance entre el rendimiento (cantidad de ADN) y la pureza (calidad del ADN),

estableciendo un método 6ptimo, econdmico y fiable para esta familia de insectos.

La perspectiva teorica que asume este estudio se basa en las propiedades quimicas de los
detergentes empleados en ambos protocolos. Por su parte, el protocolo CTAB modificado emplea
un detergente catiénico (CTAB) que es tedricamente mejor para eliminar polisacaridos, un
inhibidor clave, cuya modificacion va justamente direccionada para tejidos “dificiles” (Schenk,
Becklund, Carey, & Fabre, 2023). Mientras que, el protocolo SDS + NaCl, emplea un detergente
aniénico (SDS), conocido por tener una alta capacidad de lisis celular, lo que propone un mayor
rendimiento (Wang, Dai, Tian, Wan, & Zhang, 2019). No obstante, existe una falta de fundamento
tedrico en la literatura sobre una comparacion experimental directa que analice el equilibrio entre
una optima cantidad de ADN obtenido con el método SDS y una alta pureza con el método CTAB

modificado en Pseudococcidae.

1.1. Planteamiento del problema

La Biotecnologia actual va de la mano con multiples analisis moleculares precisos para la
identificaciéon taxonomica de diferentes especies, una base sumamente importante para el
diagnostico y manejo fitosanitario de plagas en el sector agricola, como lo es el caso de la familia

Pseudococcidae (cochinillas). Actualmente, la obtenciéon de ADN gendémico de alta calidad a partir



de este tipo de insecto es significativamente compleja, a causa de algunos aspectos biologicos
como su tamafio o la concentraciéon alta de inhibidores de PCR (fenoles y polisacaridos) en sus
tejidos. Se sabe que hoy en dia, en respuesta a esta problematica, ya existen kits comerciales de
extraccion, los cuales pueden ser efectivos, sin embargo, sus altos costos representan una

limitacién a su viabilidad.

Existen también, protocolos alternativos como lo son el protocolo CTAB modificado (bromuro
de cetiltrimetilamonio) y SDS + NaCl que son realizados manualmente y tienen un costo menor,
sin embargo, la teoria reportada hasta la actualidad indica un vacio de conocimiento analitico. Por
su parte el uso del protocolo SDS + NaCl ya ha demostrado ser eficiente especificamente en
Pseudococcidae, con cifras de 8,589 ng/mg segin Wang y colaboradores (2019). Mientras que
teoricamente el protocolo CTAB modificado demuestra ser una opcion més adecuada para eliminar
inhibidores y ha sido empleado exitosamente en otros insectos, existe una falta de datos
experimentales directos en cuanto al rendimiento en Pseudococcidae. Frente a esta carencia de una
validacion comparativa directa se genera la necesidad del actual estudio, cuya finalidad sera medir
tres indicadores clave como lo son la calidad, cantidad e integridad del ADN obtenido. Por lo tanto,
el objetivo que se persigue es demostrar experimentalmente cudl de los dos protocolos, ya
mencionados, resulta en un mejor balance en cuanto al rendimiento y calidad del ADN extraido

exclusivamente en Pseudococcidae.

1.2.  Pregunta de investigacion

(Qué diferencias se evidencian en el ADN gendémico obtenido de Pseudococcidae (cochinillas)

al comparar dos protocolos de extraccion: CTAB modificado y SDS + NaCl?



1.3.  Hipétesis

Se espera que existan diferencias significativas en los resultados de los dos protocolos: El
protocolo SDS + NaCl generard una mayor cantidad (rendimiento) de ADN gendmico en
Pseudococcidae. Mientras que el protocolo CTAB modificado producirda ADN con una mayor

calidad (pureza) debido a su reconocida capacidad para eliminar polisacaridos e inhibidores.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Comparar la eficiencia de los protocolos CTAB modificado y SDS + NaCl en la extraccion
de ADN gendmico de Pseudococcidae (cochinillas) a partir de muestras frescas, determinando
cual protocolo ofrece la mayor recuperacion del material genético, analizando cantidad,

calidad e integridad.

1.4.2. Objetivos especificos

e Evaluar el ADN gendémico recuperado de Pseudococcidae mediante el protocolo CTAB
modificado y pruebas de laboratorio determinando su calidad, cantidad e integridad.

e Evaluar el ADN genomico recuperado de Pseudococcidae mediante el protocolo SDS +
NaCl y pruebas de laboratorio determinando su calidad, cantidad e integridad.

e Comparar los resultados de rendimiento, pureza e integridad obtenidos de ambos
protocolos, utilizando pruebas estadisticas para su andlisis, estableciendo cudl es el mas

eficiente para la extraccion de ADN de Pseudococcidae en muestras frescas.

1.5.  Justificacion de la investigacion

El presente estudio se justifica frente a la necesidad de optimizar las técnicas de diagnostico

molecular para el control de plagas que impactan negativamente al sector agricola, como es el caso



de las cochinillas de la familia Pseudococcidae. Este tipo de insectos no solo dafian directamente
los cultivos, sino que también pueden actuar como vectores de virus patogenos, poniendo en riesgo
a la salud alimentaria y causando grandes pérdidas econdémicas en cultivos de importancia global
(Tanaka & Uesato, 2012). La relevancia social y contemporanea de un control fitosanitario eficaz
es, por lo tanto, innegable. La caracterizacion taxondmica precisa es de suma importancia para
toda estrategia de Manejo Integrado de Plagas (MIP), actualmente, esta caracterizacion depende
de muchas de las técnicas de Biologia Molecular utilizadas, como lo es el codigo de barras de
ADN, cuya veracidad esta directamente relacionada con la calidad del material genético de partida
(Jalali, Ojha, & Venkatesan, 2015). Sin embargo, el éxito de dichas técnicas moleculares se ven
enfrentadas a una problematica metodoldgica persistente: la obtencion de ADNg de alta calidad a
partir de esta familia de insectos es claramente compleja. El porqué de esta investigacion radica
en la necesidad real de contar con protocolos de extraccion que garanticen resultados
reproducibles, evitando diagndsticos equivocos que podrian causar estrategias de control mal

dirigidas.

La obtencion de ADN en Pseudococcidae enfrenta, ademas, otras dificultades a causa de la
abundancia de polisacaridos y compuestos fendlicos en sus tejidos, los cuales entorpecen la PCR
y pueden generar fallos en la amplificacién o falsos negativos (Oppert, Stoss, Monk, & Smith,
2019). A pesar de que el protocolo CTAB modificado es conocido por su eficacia para la
eliminacion de polisacaridos, la teoria también reporta que el protocolo SDS + NaCl puede resultar
mejor en cochinillas (Schenk, Becklund, Carey, & Fabre, 2023). No obstante, todavia no existe
una comparacion directa entre estos dos métodos de extraccion bajo condiciones iguales que
permita determinar cudl ofrece un mejor equilibrio entre cantidad, calidad e integridad del ADN.

El para qué del presente estudio reside, por tanto, en generar evidencia comparativa rigurosa que



permita determinar cual de los protocolos utilizados es mas eficiente para la obtencion de ADNg
especificamente para Pseudococcidae, proporcionando asi también una solucién que rompa la

barrera del costo sin sacrificar la fiabilidad del diagndstico.

La importancia de este estudio es, por consiguiente, eminentemente practica. El aporte practico
principal sera la validacion y recomendacion de un protocolo de extraccion de ADN optimizado,
robusto y de bajo costo. Disponer de un método estandarizado facilitara el procesamiento de
muestras en diferentes laboratorios fitosanitarios con los mismos recursos y confiabilidad del
diagndstico. En cuanto al plano tedrico, el estudio aportara evidencia empirica sobre la efectividad
real de los detergentes cationicos (CTAB) frente a los anidénicos (SDS) en la lisis y purificacion de
ADNg de insectos ricos en inhibidores, validando o refutando las suposiciones tedricas actuales

en el contexto especifico de Pseudococcidae.

Los resultados beneficiaran directamente a laboratorios de diagndstico, investigadores y
entidades regulatorias, y, de forma indirecta, a productores y exportadores agricolas mediante
diagnosticos mas eficientes y accesibles. En ultima instancia, la sociedad en general se vera
favorecida por una mayor seguridad alimentaria y por la reduccion del impacto econdémico y

ambiental asociado a un control ineficaz de plagas.

1.6. Limitaciones

Aunque el estudio se desarrolla bajo un control metodoldgico riguroso en el laboratorio, se
reconocen limitaciones inevitables que pueden influir en los resultados y que no dependen
directamente del equipo investigador. La principal limitacion es de naturaleza biologica y esté
relacionada con la dieta de las cochinillas (Pseudococcidae). No es posible estandarizar qué han

consumido, ya que las muestras seran recolectadas directamente en campo. La composicion



quimica de las plantas hospederas varia ampliamente entre especies, especialmente en la
concentracion y el tipo de metabolitos secundarios, como fenoles y taninos (Chamani, y otros,
2025). Estos compuestos ingeridos por el insecto, constituyen la fuente principal de los inhibidores
de PCR que este estudio busca gestionar. En consecuencia, una variabilidad no medida en la dieta
de las muestras podria modificar, de forma diferencial, la eficiencia de purificacion de los
protocolos CTAB y SDS, introduciendo un sesgo potencial en las mediciones de calidad

(A260/230).

Una segunda limitacion relevante es de caracter logistico y temporal. El desarrollo del estudio
depende de la disponibilidad estacional de poblaciones suficientes de Pseudococcidae en las zonas
de muestreo definidas. Condiciones climéaticas atipicas o aplicaciones imprevistas de plaguicidas
en las areas de recoleccion podrian reducir de manera considerable la disponibilidad de muestras
frescas y alterar el cronograma planteado. Ademas, aunque se plantea estandarizar el manejo de
las muestras, cualquier retraso no previsto entre la recoleccidon en campo y la estabilizacion en el
laboratorio puede favorecer la accidon de nucleasas endogenas y desencadenar la degradacion del
ADNg (Asghar, Faheem Malik, Anwar, Javed, & Raza, 2015). Esto afectaria principalmente la
variable “integridad” y dificultaria la comparacion objetiva entre los protocolos, en especial si

parte de la degradacion ocurre antes de la lisis celular.

En ultima instancia, el estudio est4 sujeto a las limitaciones técnicas propias de los analisis de
Biologia Molecular. Entre ellas se incluyen la dependencia de la calidad e integridad de los
reactivos (en particular, la actividad de enzimas como la Proteinasa K), el correcto funcionamiento
y calibracion de equipos sensibles, como el espectrofotdmetro, y el riesgo de contaminacion con
ADN exdgeno durante el procesamiento manual. Adicionalmente, el ADNg de endosimbiontes

bacterianos frecuente en Pseudococcidae (Rosenblueth, y otros, 2018), sera coextraido de forma



10

inevitable junto con el ADN del insecto. Aunque esta situacion se presenta por igual en ambos
protocolos, podria influir en la cuantificacion espectrofotométrica (A260), aun cuando no se espera

que altere la evaluacion de la integridad en gel de agarosa.

1.7.  Variables

En el presente proyecto, las variables son basicamente el puente entre el problema planteado,
los objetivos y los resultados. El “protocolo de extraccion” se asume como factor de estudio porque
es la condicion que cambia deliberadamente (CTAB modificado frente a SDS + NaCl), mientras
que la calidad, cantidad e integridad del ADNg se usan como respuestas observables de este
cambio. Conceptualizar con precision cada variable y la forma en la que seran medidas permite
responder preguntas generales, como cudl protocolo es més eficiente, en indicadores concretos que

pueden analizarse de manera objetiva.

1.7.1. Variables de Entrada
e Nivel 1: CTAB modificado
e Nivel 2: SDS + NaCl
1.7.2. Variables de Salida

e (antidad (rendimiento) de ADN: medida cuantitativamente.

e C(alidad (pureza) de ADN: medida cuantitativamente mediante tasas de absorbancia
(A260/280 y A260/230).
e Integridad de ADN: medida cualitativamente por observacion en gel de agarosa.

1.7.3. Variables Intervinientes

e Poblacion: Pseudococcidae (cochinillas).

e Condicion de la muestra: muestras frescas.



Masa inicial: la misma cantidad de tejido o nimero de insectos por extraccion.

Equipos y reactivos: el uso de los mismos equipos y reactivos en todo el proceso.

11
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CAPITULO 2

FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1. Antecedentes de la investigacion

La optimizacion de protocolos dirigidos a la extraccion de ADN gendmico en insectos es de
constante evaluacion, porque de esta depende la fiabilidad de los diferentes andlisis moleculares
posteriores. En la teoria se ejemplifican tres aspectos que frecuentemente causan tension: el
rendimiento del ADN, la pureza y el costo del procedimiento, al comparar protocolos manuales
frente a kits comerciales. En analisis comparativos con insectos de fisonomia similar a las
cochinillas, los protocolos fundamentados en el uso de detergentes suelen dar como resultado
mayor cantidad de ADN, mientras que ciertos kits comerciales que usan columnas de silice tienden
a ofrecer resultados menos contaminados, pero a un mayor costo, lo que los prioriza como
alternativas segln el objetivo de estudio a realizar (Chen, Rangasamy, Yee Tan, Wang, & Siegfried,

2010).

En insectos fitofagos, como los Pseudococcidae, 1a problematica no es solo el romper el tejido
como tal, sino también controlar la alta carga de compuestos inhibidores de PCR que tienen su
origen en la dieta del insecto y en su propia cuticula. Experimentos realizados en especies vegetales
u otros tejidos con alto contenido en metabolitos secundarios han evidenciado que polisacaridos y
polifenoles pueden coextraerse con el ADN, disminuir las razones A260/230 e inhibir la actividad
de la Taq polimerasa, y que las modificaciones del protocolo CTAB (altas concentraciones de
NaCl, uso de agentes retenedores de fenoles) aumentan notablemente la pureza de ADN obtenido

(Sahu, Thangaraj, & Kathiresan, 2012). Estos resultados respaldan la implementaciéon de
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variaciones en el protocolo CTAB directamente utilizado para muestras con alta carga de

metabolitos derivados de la planta hospedera.

Por otro lado, existen también alternativas de bajos costos basados en SDS y otros buffers
simples, dirigidas para el analisis de grandes nlimeros de muestras o para laboratorios con recursos
limitados. Por ejemplo, en insectos de cuerpo pequefio y blando se han comparado métodos de
extraccion rapidos frente a un protocolo estandar con CTAB y a un kit comercial, demostrando
que algunos procesos simplificados permiten obtener ADN con cantidad y pureza suficientes para
PCR en poco tiempo y con un costo sumamente bajo, siempre que el disefio de estudio no exija
niveles estrictos de pureza (Jangra & Ghosh, 2022). Este analisis coloca a los métodos basados en

SDS y sales como opciones validas cuando el objetivo es maximizar el rendimiento.

El antecedente mas cercano al presente estudio, directamente por el enfoque es
Pseudococcidae, es el analisis comparativo de Wang y colaboradores, quienes evaluaron ocho
métodos de extraccion de ADN en cochinillas, integrando kits comerciales y protocolos manuales
basados en SDS y sales (Wang, Dai, Tian, Wan, & Zhang, 2019). Cuyo trabajo concluyé que el
método con SDS era el mejor y mas eficiente en relacion costo/tiempo/rendimiento, ya que no solo
proporciono altos niveles de ADN adecuados para PCR de individuos completos, sino también de
individuos aun en desarrollo y en diferentes tiempos de preservacion. Sin embargo, en dicho
estudio no se incluyo ningiin método basado en CTAB, a pesar de que este detergente se considera
quimicamente adecuado para la eliminacion de polisacaridos y fenoles en muestras con alto
contenido en metabolitos secundarios. En este vacio metodoldgico se justifica la necesidad de
comparar directamente el protocolo SDS frente a CTAB modificado especificamente para
Pseudococcidae, con el objetivo de determinar cual garantiza un mejor equilibrio entre cantidad,

calidad e integridad de ADNg para aplicaciones de diagnostico molecular con estos insectos.
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2.2. Bases teoricas

2.2.1. El desafio del diagndstico molecular en Pseudococcidae

El perfeccionamiento de un método de extraccion de ADN en Biologia Molecular siempre
depende del organismo a estudiar. Especificamente en el caso de la familia Pseudococcidae, el
tamafo corporal pequefio, la alta carga de metabolitos derivados de la savia vegetal de la que se
alimentan y la composicién de su propia cuticula cerosa, componen una matriz bioldgica compleja.
Debido a esto existe la necesidad de modificar ciertos protocolos de acuerdo a las caracteristicas
del tejido y a los inhibidores propios de insectos fitofagos, de tal manera que se pueda obtener

ADN de buena calidad como resultado de la extraccion (Jangra & Ghosh, 2022).

2.2.2. Importancia econémica y taxonémica de Pseudococcidae

La familia Pseudococcidae, conocidas también como cochinillas harinosas, se encuentran
en el grupo de insectos plaga mds importante a nivel mundial, por su gran capacidad de
reproduccion, su recubrimiento ceroso protector y su marcada polifagia. Colonizan grandes
cantidades de plantaciones de alto valor econdmico, como lo son los cultivos de pifia, algodon,

citricos y diversas ornamentales (Vercher, Gonzélez, Sanchez, & Sorribas, 2023).

El impacto negativo que causan este tipo de plagas no solo se limita al dafo directo por
succion de savia, sino también a su papel como vectores de virus de plantas. Numerosas especies
de cochinillas estan envueltas en la transmision de virus del enrollamiento de la hoja de la vid
(GLRaVs) y otros fitovirus, lo que compromete seriamente el rendimiento de vifiedos y demas
sistemas agricolas, reforzando la necesidad de sistemas de control biologico precisos para su

manejo (Ahmed, Apori, & Karim, 2023).
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Teniendo esto en cuenta, la caracterizacion taxondmica precisa de Pseudococcidae es
esencial pero compleja. Varias especies poseen morfologias cripticas y son casi indistinguibles a
simple vista; ademas, la caracterizacion cldsica se fundamenta en el montaje en ldminas de
especimenes adultos, generalmente machos, y se requiere experiencia taxonomica especializada y
un trabajo minucioso al microscopio. La suma de esta dificultad diagnostica y de alta relevancia
econdomica ha favorecido a la implementacion de herramientas moleculares como apoyo y

alternativa a los procesos tradicionales (Mani & Shivaraju, 2016).

2.2.3. Fundamentos del diagndstico molecular y el codigo de barras de ADN

El diagnostico molecular mediante “codigo de barras de ADN” se ha definido como una
vision estandar para la caracterizacion de insectos plaga, incluyendo Pseudococcidae. En este
método se secuencia un fragmento corto y estandarizado del genoma, generalmente la region del
gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa I (COI), que identifica especificamente la especie y permite
eliminar taxones morfoldgicamente parecidos independientemente del estado de desarrollo del

individuo (Wang, y otros, 2016).

La validez de cualquier estudio molecular (PCR convencional, qPCR o secuenciacion)
depende de la calidad del ADN de partida. Algunos fallos de amplificacion, sefales bajas o
secuencias de mala calidad estan relacionados usualmente con ADN degradado o contaminado,
mas que con problemas de la propia PCR. Por consiguiente, el proceso de extraccion y purificacion
de ADN es considerado un paso sumamente importante, y la validacion sistematica de pureza e
integridad del ADN se ha considerado también una recomendacion bésica antes de cualquier

analisis downstream (Lucena, y otros, 2016).
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2.2.4. Fundamentos de la extraccion de ADN gendmico en insectos

El principal objetivo de un protocolo de extraccion es separar el ADNg de los demads
componentes celulares, de modo que se conserve su integridad y se eliminen contaminantes y
sustancias que puedan inhibir la actividad de las enzimas utilizadas en una PCR u otras técnicas
moleculares. En pequefios insectos, el desafio radica en la baja cantidad de tejido disponible y en
la alta cantidad de metabolitos derivados de la planta hospedera presentes en el cuerpo del insecto

(Rao & Doddamane, 2022).

2.2.5. Principios quimicos de la lisis celular y la purificacion

A grandes rasgos, un protocolo de extraccion de ADNg se puede separar principalmente en

€stos se procesos:

e Lisis: ruptura de la membrana celular y nuclear para liberar el ADN. Se da la combinacion
tanto de una lisis mecanica como quimica, fundamentada en agentes caotrdpicos y
detergentes.

e Purificacion: separacion del ADN de contaminantes, usualmente se realiza una digestion
con proteinasa K y posterior extraccion con solventes organicos.

e Precipitacion: concentracion del ADN por adicion de alcoholes y sales, en donde se genera

un pellet visible que se lava y resuspende en un buffer adecuado.

En esta secuencia, el detergente es una sustancia esencial en la lisis, ya que solubiliza los
lipidos de la membrana y ayuda a la liberacion del contenido nuclear, el detergente utilizado define
la quimica del protocolo en si y condiciona la capacidad de separar el ADN de polisacéridos y

fenoles (Sambrook & Russell, 2001).
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2.2.6. La problematica de los inhibidores de PCR en tejidos de insectos

En insectos fitofagos, como Pseudococcidae, el desafio principal para conseguir un ADN apto
para PCR no es solo la contaminacion por lipidos o proteinas, sino también los inhibidores que
tienen origen en la dieta del insecto y en la propia cuticula del mismo. Entre ellos se pueden

nombrar principalmente los siguientes:

e Polisacaridos: al alimentarse del floema, este tipo de insecto ingiere grandes cantidades
de azucares complejos que pueden mantenerse estables en los buffers acuosos de extraccion
y se pueden precipitar con el ADN durante la etapa de alcohol. Este tipo de polisacaridos
incrementan la viscosidad de la muestra e interfieren con la Taq polimerasa, generalmente
a través del secuestro de iones Mg?* o interaccion directa con la enzima (Schrader, Née
Schielke, Ellerbroek, & Johne, 2012).

e Fenoles: provenientes de los metabolitos secundarios de la planta hospedera, incluyendo
taninos y otros polifenoles. Estos compuestos, en cuanto se oxidan, pueden generar enlaces
con proteinas e incluso con el ADN, formando asi ADN oxidado que pierde su capacidad
eficiente en reacciones de PCR, lo que causa reduccion de sensibilidad o falsos negativos

(Schrader, Née Schielke, Ellerbroek, & Johne, 2012).

La eliminacion de estos tipos de inhibidores constituye el enfoque principal de los protocolos

basados en CTAB y SDS contrastados en esta investigacion.

2.2.7. Protocolos de extraccion a comparar

La hipotesis principal de este estudio radica en las diferencias quimicas entre los dos
protocolos a utilizar: CTAB modificado y SDS + NaCl. Los cuales han sido implementados para

extraer ADN en insectos pequefios y ricos en polisacaridos en su composicion como tal, pero
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teniendo en cuenta también la importancia del rendimiento, pureza y costo por muestra (Wang,

Dai, Tian, Wan, & Zhang, 2019).

2.2.8. Protocolo CTAB: fundamento quimico y ventajas tedricas (calidad)

El bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) es un detergente catidnico cuyo
comportamiento frente a polisacaridos y fenoles establece su amplio uso en tejidos con alto
contenido en metabolitos secundarios. En buffers de lisis con gran contenido en sal, el CTAB crea
uniones con proteinas y la mayoria de los polisacaridos, lo que luego facilita su separacion. Cuando
la fuerza i6nica disminuye en los lavados, el CTAB se une preferentemente con el ADN de carga
negativa, mientras que los polisacaridos 4cidos se quedan en la solucion, permitiendo asi purificar

el ADN.

Las modificaciones del protocolo CTAB afiaden NaCl a altas concentraciones y agentes
como el PVP (polivinilpirrolidona) o B-mercaptoetanol para atrapar y reducir fenoles, lo que ha
mejorado notablemente la pureza del ADN obtenido a partir de especies vegetales e insectos
acumuladores de metabolitos secundarios. Tedricamente, este tipo de formulacion deberia resultar
en un ADN con mejores tasas de pureza frente a polisacaridos y fenoles, lo que sostiene que el

protocolo CTAB modificado genere mayor calidad en Pseudococcidae (Rao & Doddamane, 2022).

2.2.9. Protocolo SDS: fundamento quimico y ventajas tedricas (cantidad)

El dodecilsulfato de sodio (SDS) es un detergente anionico usado en Biologia Molecular
por su habilidad de desnaturalizar proteinas y solubilizar lipidos de membrana. Durante el proceso
de extraccion de ADN, el SDS rompe las membranas celulares eficientemente y libera una alta

cantidad de contenido intracelular, incluyendo el ADNg, lo que produce grandes rendimientos
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cuando se trabajan con masas limitadas de tejido (Perumal, Zhang, Morono, Inagaki, & Wang,

2016).

En contraste con el CTAB, el SDS no discierne bien entre ADN y polisacaridos, por lo que
la combinacion con altas concentraciones de NaCl y solventes organicos ayuda a la precipitacion
de proteinas desnaturalizadas y ciertos contaminantes también. En estudios comparativos con
cochinillas se ha demostrado que, considerando tiempo/rendimiento/costo, un protocolo basado en
SDS puede ser la alternativa mas conveniente para su extraccion de ADN, incluso superando a
algunos kits comerciales en cantidad de ADN obtenido por muestra (Wang, Dai, Tian, Wan, &

Zhang, 2019).

Este descubrimiento empirico es el punto de partida para la hipotesis del estudio: se espera
que el protocolo SDS + NaCl resulte en mayores concentraciones de ADN que el protocolo CTAB

modificado, cuando ambos se apliquen a muestras en las mismas condiciones.

2.2.10. Cuantificacion (cantidad) y pureza (calidad) por espectrofotometria

La espectrofotometria en el rango UV es una herramienta estandarizada para estimar la

cantidad y calidad del ADN extraido. Las métricas basicas son:

e Cantidad (A260): los acidos nucleicos absorben con maximo a 260 nm, a partir de esta
absorbancia se calcula la concentracion de ADN (ng/uL).

e Pureza frente a proteinas (A260/280): las proteinas presentan un maximo de absorbancia
en torno a 280 nm, tasas A260/280 cercanos a 1,8 se consideran valores con baja
contaminacion proteica, mientras que valores inferiores suelen reflejar proteinas

residuales.
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o Pureza frente a inhibidores (A260/230): polisacaridos, fenoles, sales o algunos
detergentes absorben significativamente alrededor de 230 nm; tasas A260/230 entre 2,0 y
2,2 se consideran con una baja carga de contaminantes, mientras que valores muy debajo
de 2,0 indican niveles de contaminacion que pueden comprometer las reacciones

downstream (Rofael, 2022).

En el presente estudio el analisis de todos estos valores se toma como métrica importante para
comparar la capacidad de los protocolos CTAB y SDS para eliminar contaminantes propios de

Pseudococcidae.

2.2.11. Evaluacion de la integridad por electroforesis

Aunque la espectrofotometria es una herramienta muy util para evaluar tanto cantidad
como calidad de ADN, esta no permite evaluar si el ADN esté integro o fragmentado. La integridad
del ADNg hace referencia al estado fisico de la molécula como tal, ya que un ADN con alto peso
molecular, es esencial para una amplificacion de fragmentos relativamente largos en barcoding y

otras aplicaciones.

La electroforesis en gel de agarosa permite una evaluacion cualitativa de esta integridad.
Si se obtiene un ADN gendmico bien conservado se podra observar una banda definida y poco
difusa cerca del pozo de carga, mientras que, si el ADN se encuentra degradado este se va a
manifestar como un barrido a lo largo del carril, este patron es la guia basica para la evaluacion de
la calidad del ADN que se puede utilizar en secuenciacidon u otros analisis de alta demanda en

Biologia Molecular (Rofael, 2022).
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2.2.12. Adopcion de la postura tedrica

La postura tedrica que toma este estudio, se basa en la hipdtesis de una compensacion
metodoldgica entre el rendimiento, pureza e integridad del ADN. No necesariamente se intenta
asumir que uno de los protocolos sea superior en todos los sentidos al otro, sino demostrar las

ventajas y limitaciones que se deben contrastar experimentalmente en Pseudococcidae.

Ademas, la evidencia ya disponible, sugiere que el protocolo basado en SDS tiende a
maximizar la lisis celular y generar altos rendimientos de ADN, por lo que se ha tomado este
enfoque para Pseudococcidae en especifico cuando el objetivo es obtener mayor cantidad de ADN

a un bajo costo (Wang, Dai, Tian, Wan, & Zhang, 2019).

Por otro lado, los protocolos basados en CTAB y cuyas modificaciones han demostrado ser
eficaces para remover polisacaridos y otros metabolitos secundarios, generan ADN con mayores

tasas de pureza en matrices ricas en compuestos vegetales (Wang, y otros, 2023)

El objetivo final de este estudio es formar una discusion entre el plano tedrico y experimental
para determinar cual protocolo ofrece un mejor equilibrio en cuanto cantidad, calidad e integridad
de ADN genomico para el diagnostico molecular rutinario de Pseudococcidae en condiciones de

laboratorio.

2.3. Marco conceptual: definicion de términos basicos

2.3.1. ADN genomico (ADNg)

En este estudio se define como ADN gendémico al conjunto de informacion genética
completa de un organismo, que incluye regiones codificantes y no codificantes organizadas en
cromosomas y que se usa como guia para las reacciones de PCR o secuenciacion utilizadas en

diagndsticos moleculares (Zymo Research, 2024).
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2.3.2. Familia Pseudococcidae (cochinillas)

La familia Pseudococcidae asocia insectos hemipteros, conocidos como cochinillas
harinosas, las cuales son una plaga polifaga de numerosos sistemas agricolas y ornamentales a
nivel mundial, distinguidas por su cuticula cerosa y por una morfologia criptica que hace compleja

su identificacion taxondémica a simple vista (Zarkani, Fauzi, Apriyanto, & Bora, 2023).

2.3.3. Diagnéstico molecular

Teniendo en cuenta este estudio, el diagndstico molecular se conceptualiza como la
agrupacion de técnicas basadas en la deteccion, amplificacion y andlisis de secuencias de ADN,
utilizadas especificamente para identificar especies de Pseudococcidae y analizar en su totalidad,

la calidad del material genético obtenido a partir de sus tejidos (Khehra, Padda, & Zubair, 2025).

2.3.4. Cddigo de barras de ADN (ADN barcoding)

Es un enfoque empleado para la identificacion de especies en donde se utiliza la secuencia
de un fragmento corto y estandarizado del genoma (generalmente COI), con el fin de poder
diferenciar taxones y delimitar ciertas especies en grupos morfoldgicamente complejos como

Pseudococcidae (Zheng, y otros, 2018).

2.3.5. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En este contexto, la PCR se define como una técnica de amplificacion in vitro que genera
multiples copias de un segmento especifico de ADN mediante ciclos repetitivos de
desnaturalizacidn, uso de primers y extension. Esta constituye la base de los ensayos de barcoding

y verificacion de la viabilidad del ADNg extraido (Khehra, Padda, & Zubair, 2025).
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2.3.6. Protocolo de extraccion de ADN

Se denomina protocolo de extraccion de ADN a la organizacion de reactivos y pasos de
lisis, purificaciéon y precipitacion armados para aislar ADNg partiendo de tejidos bioldgicos. En
este caso, el término se restringe a los dos procedimientos comparados: CTAB modificado y SDS

+ NaCl, aplicados en nuestras frescas de Pseudococcidae (Masoomi-Aladizgeh, y otros, 2023).

2.3.7. Detergente CTAB

El bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) es un detergente cationico empleado en buffers
de lisis para extraer acidos nucleicos de tejidos ricos en polisacaridos y polifenoles, junto con la
presencia de altas concentraciones de sal, aumenta la division del ADN de estos metabolitos
secundarios, lo que lo posiciona como una alternativa eficiente para matrices complejas (Schenk,

Becklund, Carey, & Fabre, 2023).

2.3.8. Detergente SDS

El dodecilsulfato de sodio (SDS) es un detergente anidnico con gran poder
desnaturalizante, frecuentemente utilizado en Biologia Molecular debido a su capacidad de romper
membranas celulares y desnaturalizar proteinas, ayudando asi a la liberacion del ADNg, aunque

con menor selectividad frente a polisacaridos y otros contaminantes (Wong, 2024).

2.3.9. Inhibidores de PCR

Se denomina inhibidores de PCR a los compuestos presentes en la muestra que dificultan
la actividad de la polimerasa o la disponibilidad de cofactores, disminuyendo la eficiencia de
amplificacién o bloqueando completamente la reaccion (Schrader, Née Schielke, Ellerbroek, &

Johne, 2012).
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2.3.10. Polisacaridos

En el contexto de Pseudococcidae, 1os polisacaridos son azucares complejos que provienen
principalmente de la savia de la planta hospedera, los cuales se acumulan en el cuerpo del insecto.
Pueden precipitarse con el ADN durante la extraccion y posteriormente actuar como inhibidores
de PCR al modificar la viscosidad de la muestra o atrapar iones metalicos esenciales (Zafeiriadou,

Nano, Thomaidis, & Markou, 2024).

2.3.11. Compuestos fenolicos

Son metabolitos secundarios de origen vegetal, incluyendo taninos y otros polifenoles, que
al oxidarse se unen con proteinas y acidos nucleicos, generando ADN oxidado y de baja calidad,

lo que reduce su viabilidad para PCR u otras aplicaciones moleculares (Pefia, y otros, 2023).

2.3.12. Rendimiento de ADN

Se define como rendimiento de ADN a la cantidad de ADNg obtenida tras la extraccion.
Usualmente se expresa en ng/uL. o en masa total por muestra, se mide a partir de la absorbancia
260 nm, en este estudio, es una de las variables indispensables para comparar la eficiencia

cuantitativa de los dos protocolos utilizados (Garcia, y otros, 2020).

2.3.13. Pureza del ADN (tasas A260/280 y A260/230)

La pureza del ADN obtenido se analiza a partir de las tasas de absorbancia A260/280 y
A260/230 obtenidas por espectrofotometria: la primera es un indicador para la contaminacion por
proteinas, mientras que la segunda indica la contaminacion de inhibidores como polisacéridos,
fenoles y detergentes. Determinando valores mayores a 1,8 como viables para la mayoria de

aplicaciones (DeNovix, 2019).
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2.3.14. Integridad del ADN

La integridad del ADN se define como el grado en el que la molécula de ADNg mantiene
un buen tamafio y no estd fragmentado, se evalua cualitativamente por electroforesis en gel de
agarosa, en donde un ADN con buena integridad forma una banda de alto peso molecular, y un

ADN degradado se visualiza como un barrido difuso (Garcia, y otros, 2020).

2.3.15. Muestra fresca de Pseudococcidae

Se considera muestra fresca de Pseudococcidae al grupo de insectos recolectados en campo
y procesados en un intervalo corto de tiempo, de tal manera que la degradacion del ADN por
nucleasas enddgenas sea minima y el ADN obtenido represente la calidad adecuada que se espera

en condiciones rutinarias de diagndstico (Masoomi-Aladizgeh, y otros, 2023).
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CAPITULO 3

MARCO METODOLOGICO

3.1. Nivel de investigacion

La investigacion se desarrolla bajo un enfoque cuantitativo con finalidad aplicada y un disefio
experimental de laboratorio. El estudio se centra en la comparacion de dos protocolos de extraccion
de ADN gendémico, CTAB modificado y SDS + NaCl, aplicados a individuos de la familia
Pseudococcidae bajo condiciones controladas y mediante variables susceptibles de medicion
numérica. Este planteamiento metodologico permite la formulacion de hipdtesis y el analisis
objetivo de la relacién entre el tipo de protocolo empleado y los resultados obtenidos en
concordancia con los principios de la investigacion cuantitativa orientada al estudio de relaciones

causales entre variables (Hernandez-Sampieri & Mendoza, 2018).

En cuanto a su alcance, el estudio se ubica en un nivel descriptivo, ya que busca caracterizar
el comportamiento de cada protocolo de extraccion a partir de indicadores especificos tales como
el rendimiento del ADN (ng/pL), los indices de pureza (relaciones A260/280 y A260/230) y la
integridad del ADN observada mediante electroforesis en gel de agarosa. Este tipo de
caracterizacion detallada del desempefio de métodos de extraccion es frecuente en investigaciones
orientadas a la optimizacion de protocolos para insectos de pequefio tamafio, en las cuales las
condiciones de lisis y purificacion deben adaptarse a las particularidades biologicas del organismo

de estudio (Nascimento, y otros, 2025).

De manera complementaria, la investigaciéon presenta un alcance explicativo dado que

pretende determinar en qué medida el protocolo de extraccion utilizado actia como un factor
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determinante sobre la cantidad, calidad e integridad del ADN gendmico obtenido. Para ello, se
emplea un disefio experimental con control de las condiciones de trabajo y un andlisis estadistico
de las diferencias entre tratamientos siguiendo el enfoque de estudios comparativos que evaliian
el impacto de distintos métodos de extraccion en la idoneidad del ADN para aplicaciones

moleculares posteriores (Stazione, Lantschner, Corley, & Soliani, 2024).

Finalmente, por su orientacion préctica, el estudio se clasifica como aplicado ya que tiene como
propdsito seleccionar el protocolo de extraccion que proporcione el mejor equilibrio entre
rendimiento, pureza e integridad del ADN para su utilizacion en el diagndstico molecular rutinario
de Pseudococcidae. La disponibilidad de ADN de adecuada calidad resulta fundamental para
herramientas de identificacion molecular, como el cddigo de barras de ADN, ampliamente
empleado en la delimitacion e identificacion de especies de cochinillas harinosas en contextos

agricolas y taxonémicos (Wang, y otros, 2016).

3.2. Diseiio de investigacion

La investigacion opta por un disefio experimental de laboratorio, con enfoque cuantitativo, en
el cual se maneja de forma directa una variable independiente (el protocolo de extraccion de ADN
genomico: CTAB modificado y SDS + NaCl) y se evaltian sus efectos sobre variables dependientes
objetivamente medibles, como el rendimiento, la pureza y la integridad del ADN obtenido. Este
tipo de disefio se caracteriza por el control riguroso de las condiciones experimentales y la
aplicacion de tratamientos definidos a las unidades experimentales, lo que permite establecer
relaciones de causa y efecto con mayor grado de solidez en comparaciéon con enfoques no

experimentales (Hernandez-Sampieri & Mendoza, 2018).
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Dentro de este marco metodologico, el estudio se estructura como un experimento comparativo
entre dos tratamientos, en el cual grupos de muestras de Pseudococcidae son procesados mediante
uno u otro protocolo de extraccion, manteniendo constantes las condiciones de laboratorio, tales
como el uso de los mismos equipos, reactivos, tiempos de incubacidon y volimenes de trabajo. Este
planteamiento es coherente con los disefios experimentales empleados en Biologia Molecular,
donde resulta habitual comparar distintos métodos de extraccion de ADN con el fin de determinar
cual proporciona material genético con mayor rendimiento y calidad para andlisis posteriores,

como la amplificacion por PCR o la secuenciacion (Green & Sambrook, 2012).

Asimismo, el disefo del estudio se considera aplicativo y confirmatorio, ya que no se limita a
describir el comportamiento de los protocolos evaluados, sino que busca contrastar una hipétesis
previamente planteada sobre su desempefio en términos de cantidad y calidad del ADN gen6émico
obtenido. En este contexto, el uso de réplicas experimentales, el control de posibles fuentes de
variacion y la aplicacion de andlisis estadisticos para la comparacidon entre tratamientos
constituyen elementos centrales del disefio experimental, en concordancia con los principios
metodologicos usados para estudios de laboratorio orientados a la optimizacion de procedimientos

analiticos (Montgomery, 2022).

3.3. Diseifio del experimento

El disefio de este experimento se basa en una estructura logica en la cual se organizan y
controlan las condiciones en las que se desarrolla una investigacion experimental, con el fin de
analizar el efecto de uno o més factores sobre determinadas variables de respuesta. Seglin
Hernédndez-Sampieri y Mendoza (2018), el disefio experimental posibilita establecer
comparaciones bajo condiciones controladas minimizando la influencia de factores externos que

causan sesgos en los resultados.
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En este estudio en especifico, se implementd un disefio completamente al azar (DCA), ya que
se analizo un solo factor de interés, correspondiente al protocolo de extraccion de ADNg con dos
niveles: CTAB modificado y SDS + NaCl. Este disefio es adecuado para unidades experimentales
homogéneas y condiciones experimentales constantes lo que permite aludir las diferencias en los

resultados exclusivamente al tratamiento aplicado (Montgomery, 2022).

Ambos protocolos de extraccion se llevaron a cabo bajo condiciones controladas de laboratorio
y utilizando durante todo el proceso el mismo equipo, reactivos, operador y protocolos
estandarizados, con el proposito de disminuir la variabilidad en el experimento. La distribucion de
las muestras en cada protocolo fue de manera aleatoria para asi garantizar la independencia en las

observaciones del disefio experimental.

Este disefio permitié comparar el rendimiento de los dos protocolos en términos de cantidad,
calidad e integridad del ADNg extraido, asegurando asi la validez interna del estudio y la

confiabilidad de los resultados.

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

La recoleccion de datos se realizO mediante dos métodos: analisis documental y

experimentacion en laboratorio.

En primera instancia, se ejecutd un analisis documental guiado a sostener el disefio
metodolédgico y a contextualizar los resultados. Para esto se revisaron articulos cientificos, tesis y
protocolos técnicos sobre extraccion de ADN en insectos, diagndstico molecular y evaluacion de
ADNg con la ayuda de bases de datos académicas. Esta revision permitid establecer métodos y
protocolos optimizados en multiples sistemas biologicos y contrastar los resultados obtenidos

especificamente en Pseudococcidae con la teoria disponible.
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Luego, se establecio una técnica principal para la recoleccion de datos empiricos, el ensayo
experimental en el laboratorio, donde se aplicaron los dos protocolos de extraccion ya establecidos
(CTAB modificado y SDS + NaCl) a las unidades experimentales de Pseudococcidae. Para esta
fase se utilizaron equipos e instrumentos basicos de un laboratorio de Biologia Molecular
orientados a la obtenciéon de ADNg, los cuales ayudaron a estandarizar los protocolos a utilizar

durante todo el estudio.

La cuantificacion y evaluacion de la calidad del ADN obtenido se realiz6 mediante dos
instrumentos analiticos: un espectrofotometro de micro volumenes (NanoDrop) y un sistema
completo de electroforesis. El espectrofotdmetro permitié obtener datos acerca de la concentracion
de ADNg y las tasas A260/280 y A260/230, mientras que la electroforesis permitié evaluar
cualitativamente la integridad del ADN a partir de la observacion de las bandas en gel de agarosa,
siguiendo asi criterios comunes en controles de calidad de ADN para aplicaciones moleculares

(Rofael, 2022).

Por ultimo, para el registro de los datos experimentales se utilizaron hojas de calculo digitales
que permitieron organizar los valores obtenidos de concentracion, tasas de pureza y categoria de

integridad asignada a cada réplica.

3.5. Técnicas de procesamiento y analisis de datos

La informacion generada a partir de cada extraccion de ADN fue registrada de manera
sistematica en una hoja de célculo digital, en la cual cada observacion se identifico segun el
protocolo de extraccion empleado, la condicion experimental (con o sin tratamiento con RNasa),
el tipo de muestra (muestra bioldgica o control negativo) y la réplica correspondiente. Esta

organizacion permitid construir una matriz de datos en la que cada fila representé una unidad
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experimental independiente y cada columna una variable de respuesta, incluyendo la
concentracion de ADN gendmico, las relaciones de absorbancia A260/280 y A260/230, y la
evaluacion de la integridad del ADN. Sobre esta base se desarrolld el andlisis estadistico
descriptivo, mediante el calculo de medidas de tendencia central y dispersion, tales como medias,
desviacion estandar, valores minimos y maximos, error estandar y coeficiente de variacion, asi
como la elaboracion de graficos exploratorios que facilitaron la visualizacidén del comportamiento

de los protocolos evaluados.

Con el fin de asegurar que el andlisis inferencial se sustentara en una cuantificacion real del
ADN genomico, se consideraron exclusivamente los datos correspondientes a las muestras
bioldgicas tratadas con RNasa (+RNasa). Esta decision metodoldgica se adoptd para evitar la
sobreestimacion de la concentraciéon asociada a la presencia de ARN en las mediciones

espectrofotométricas.

Antes de realizar las comparaciones inferenciales, se examin6 el comportamiento de las
variables cuantitativas mediante la prueba de Shapiro-Wilk aplicada por grupo, complementada
con una revision grafica de los datos, considerando el tamafio muestral reducido del experimento.
De manera adicional, se evalu6 la homogeneidad de varianzas entre protocolos mediante la prueba
de Levene, cuyos resultados se utilizaron con fines descriptivos y de contextualizacion estadistica.
Para contrastar las diferencias entre los protocolos CTAB modificado y SDS + NaCl se aplico la
prueba t de Student para muestras independientes, de forma separada para cada variable de interés.
Este procedimiento es apropiado para disefos experimentales simples de laboratorio en los que se
comparan dos tratamientos bajo condiciones controladas, y permite identificar diferencias
estadisticamente significativas entre protocolos sin basar la interpretacion Unicamente en la

inspeccion visual de los datos (Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar, 2008).
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3.6. Protocolo a implementar

3.6.1. Recoleccion y preservacion de las muestras

Los ejemplares de Pseudococcidae se recolectaron de una sola planta hospedera
seleccionada, la cual presentaba una infestacion visible y constante. Los individuos se recogieron
con un pistilo estéril desde las hojas, tallos y demas organos de la planta infestados y sin signos de
contaminacion por hongos u otros microorganismos, almacenandolos en microtubos rotulados con
el nimero de muestra y la fecha. El material se traslad6 al laboratorio inmediatamente, en donde
se mantuvo en refrigeracion con el fin de minimizar la degradacion del ADN por actividad de
nucleasas, siguiendo las recomendaciones comunes para insectos pequefios utilizados en estudios

moleculares (Wang, Dai, Tian, Wan, & Zhang, 2019).

Figura 1.

Recoleccion de Pseudococcidae de planta hospedera

Nota. La imagen muestra una hoja de la planta hospedera con signos visibles de infestacion por

insectos de la familia Pseudococcidae. La muestra fue recolectada directamente desde el tejido
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vegetal mediante el uso de una punta estéril, con el fin de evitar contaminacion cruzada y preservar

la integridad del material bioldgico. Elaboracion propia.

3.6.2. Preparacion de unidades experimentales

Las cochinillas recolectadas se agruparon en pools ya estandarizados, en donde tres
individuos correspondieron a cada unidad experimental con un peso aproximado de 3 mg. Cada
pool se colocd en microtubos de 1,5 mL y se asignaron aleatoriamente a uno de los dos protocolos
de extraccion. Esta organizacién permitid que la variacion observada responda al efecto del
protocolo y a la variabilidad bioldgica entre pools, en concordancia con estudios de extraccion de
ADN en este tipo de insectos los cuales trabajan con pocos individuos por muestra (Sahu ,
Thangaraj, & Kathiresan, 2012). Para ambos protocolos se trabajoé con dos condiciones iguales:
una con un tratamiento de RNasa (+RNasa) utilizada para el anélisis comparativo principal y otra
sin RNasa (-RNasa) conservada para evidenciar el efecto de la contaminacion por ARN sobre las

lecturas en el espectrofotometro.
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Figura 2.

Pools de Pseudococcidae previo a su separacion

Nota. Se observan microtubos que contienen las muestras recolectadas, agrupadas de manera

preliminar antes de ser separadas en los respectivos pools de extraccion. Elaboracion propia.

3.6.3. Protocolo de extraccion con CTAB modificado

El protocolo CTAB modificado usa un detergente cationico que favorece la eliminacion de
polisacaridos y fenoles. Para cada pool de cochinillas se usa 500 pL de buffer CTAB precalentado
a 65 °C, formulado a 2% CTAB, 100 mM Tris-HCI pH 8, 20 mM EDTA y 1,4 NacCl, al cual se le
afiadio justo antes B-mercaptoetanol al 0,2% como agente reductor. Tras una homogenizacion y
lisis fisica, se afiadié Proteinasa K y se incubd entre 30 y 60 minutos a 65 °C con agitaciones
suaves periodicas. A las muestras +RNasa se les anadio 5 pL de RNasa (10 mg/mL) y se les incubd
a 37 °C durante 30 minutos, mientras que en las muestras -RNasa se omitio6 este paso. Para remover
proteinas y restos de lipidos se adicion6 un volumen equivalente de cloroformo:alcohol isoamilico

(24:1), se agitd hasta formar una emulsion y se centrifugd para formar una fase superior acuosa
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que contiene el ADN, una interfase proteica y una fase inferior orgénica. La fase acuosa se
transfirid a un nuevo tubo al que se le afiadi6 entre 0,6 y 1 volumen de isopropanol frio, para
favorecer la precipitacion del ADN se realizdé una incubacion de toda la noche a -20°C y una
posterior centrifugacion. El pellet resultante se lavd con etanol al 70%, se dejo evaporar
completamente y se resuspendié en 50 puL de agua libre de nucleasas. Este procedimiento retoma
la 16gica de los protocolos CTAB utilizados en matrices con alta carga de polisacaridos y fenoles,
ampliamente documentados para tejidos vegetales y adaptados también a insectos que se alimentan
de savia (Schenk, Becklund, Carey, & Fabre, 2023). Para garantizar la validez de las extracciones
y verificar la estabilidad de los reactivos se realizaron controles negativos, es decir, sin adicion de

tejido, en ambas variantes del protocolo.

3.6.4. Protocolo de extraccion con SDS + NaCl

El protocolo SDS + NaCl se basa en una lisis fuerte por el uso de un detergente anidnico y
precipitacion de proteinas por “salting-out”, seleccionado por su sencillez y buen rendimiento
reportado especificamente en Pseudococcidae y otros insectos de cuerpo blando. En este caso los
pools de tres cochinillas se homogenizaron con 600 puL de un buffer de lisis SDS compuesto por
1% SDS, 50 mM Tris-HCL pH 8, 50 mM EDTA y 100 mM NaCl. Se afiadi¢ proteinasa K y se
incubd a 55 °C durante 3 horas con inversiones periddicas hasta lograr la disolucion del tejido. A
las muestras +RNasa se les incorpord 5 pL. de RNasa (10 mg/mL) y se incubaron a 37 °C durante
30 minutos, en las muestras -RNasa se omitio este paso. Se afiadié aproximadamente la tercera
parte del volumen total de NaCl 5 M, se mezclo vigorosamente y se incub6 en hielo durante 10
minutos para favorecer la precipitacion de proteinas y otros complejos, seguidamente se centrifugd
y se recuper6 el sobrenadante limpio en un nuevo tubo. E1 ADN se precipit6 con la adicion de un

volumen total igual de isopropanol frio y con una incubacion a -20 °C durante toda la noche. Tras
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una nueva centrifugacion, se eliminé el sobrenadante y se lavo el pellet con etanol al 70%, para
finalmente resuspenderlo en 50 puL de agua libre de nucleasas. Este esquema sigue el principio de
los métodos de extraccion con SDS y salting-out descritos para insectos de cuerpo blando, donde
se ha mostrado que proporcionan rendimientos elevados de ADN adecuado para PCR (Wang, Dai,
Tian, Wan, & Zhang, 2019). Para garantizar la validez de las extracciones y verificar la estabilidad
de los reactivos se realizaron controles negativos, es decir, sin adicion de tejido, en ambas variantes

del protocolo.

Figura 3.

Implementacion de ambos protocolos para la extraccion de ADNg

Nota. Se observa la realizaciéon de distintas etapas correspondientes a ambos protocolos de

extraccion de ADN evaluados en el estudio. Elaboracion propia.
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3.6.5. Cuantificacion y evaluacion de pureza por espectrofotometria

La cuantificacion y estimacion de pureza del ADNg obtenido se llevd a cabo con un
espectrofotometro de microvolimenes (NanoDrop), para cada muestra se midi6 la absorbancia a
260, 230 y 280 nm, es decir, que el equipo calculdé automaticamente la concentracion de ADN
(ng/uL) y las tasas A260/280 y A260/230. Se consideraron como rangos de referencia valores de
A260/280 cercanos a 1,8 y A260/230 entre 2,0 y 2,2 para muestras de ADN relativamente libre de
proteinas y de inhibidores, tal como se ha establecido en estudios de validacion de cuantificacion
espectrofotométrica de ADN y en documentos técnicos especificos para el uso de NanoDrop

(Thermo Fisher Scientific, 2010; Garcia, y otros, 2020).

Figura 4.

Equipo utilizado para la evaluacion del ADNg obtenido (NanoDrop)

Nota. Se muestra el equipo NanoDrop utilizado para la cuantificacion y evaluacion de la pureza
del ADN extraido, mediante la medicion de la concentracion y de las relaciones de absorbancia

A260/280 y A260/230. Elaboracion propia.
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3.6.6. Evaluacion de la integridad del ADNg mediante electroforesis

Para analizar la integridad del ADNg obtenido se prepard un gel de agarosa al 1% con
buffer TAE 1X, en donde se cargaron alicuotas estandarizadas de cada muestra y un marcador de
peso molecular de 1 kb. Se efectud una corrida a 90 voltios durante 30 a 40 minutos, hasta que la
migracion de las muestras alcanzo una distancia suficiente para distinguir el patrén de bandas. Una
vez finalizada la electroforesis, se visualizd el gel en un transiluminador para registrar el resultado
con la camara y el programa ajustado al sistema. El ADN integro se observd como una banda
compacta de alto peso molecular cercana al pozo, mientras que el ADN degradado se manifesto
como un barrido o cola de fragmentos hacia la parte inferior del gel, siguiendo los criterios

descritos en guias de electroforesis de acidos nucleicos (Fierro, 2026).

Figura S.

Montaje de la electroforesis utilizada para analizar la integridad del ADNg obtenido

Nota. La imagen corresponde a la camara de electroforesis ensamblada durante la corrida del gel

de agarosa, empleada para la evaluacion de la integridad del ADN. Elaboracion propia.
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CAPITULO 4

ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. Enfoque general del analisis de resultados

El presente capitulo expone y analiza los resultados obtenidos experimentalmente de los
protocolos de extraccion de ADN gendmico CTAB modificado y SDS + NaCl, incluyendo sus dos
variantes metodoldgicas (con y sin tratamiento con RNasa), aplicadas a muestras frescas de

Pseudococcidae.

El andlisis inicia con una evaluacion descriptiva individual de cada protocolo y variante en
términos de cantidad, calidad e integridad del ADN, para posteriormente abordar la comparacion
inferencial entre protocolos bajo la condicion metodoldgicamente valida (+RNasa). Esta secuencia
permite diferenciar con claridad los efectos propios del método de extraccion de aquellos asociados

a artefactos analiticos, como la presencia de ARN coextraido.

Los controles negativos se incluyen sistematicamente como parte del control de calidad
experimental, con el objetivo de validar la ausencia de contaminacion cruzada; sin embargo, estos
no se consideran unidades experimentales y, por tanto, no forman parte de los analisis

inferenciales.

4.2. Evaluacion descriptiva de los protocolos de extraccion

4.2.1. Protocolo CTAB modificado con tratamiento con RNasa (+RNasa)

Los resultados descriptivos del protocolo CTAB modificado con tratamiento con RNasa
(tabla 1) evidencian una recuperaciéon moderada de ADN gendémico, acompanada de indices de

pureza consistentes con los valores teoricos esperados para ADN de buena calidad. Las relaciones
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A260/280 proximas a 1,8 indican una remocidn eficiente de proteinas, mientras que los valores
A260/230, cercanos o superiores a 2,0, sugieren una eliminacién adecuada de polisacaridos,

fenoles y otros compuestos derivados de la dieta vegetal del insecto.

Tabla 1.

Estadisticos descriptivos del ADNg obtenido mediante el protocolo CTAB modificado bajo

condicion +RNasa

Protocolo CTAB modificado (+RNasa)

Variable n Media DE EE Min Max Rango CV
(%)

Concentracion 3 69.6 13.6 7.84 56.9 839 27.0 195

(Muestras)

A260/280 (Muestras) 3 1.85 0.0569 0.0328 180 191 0.11 3.08

A260/230 (Muestras) 3 1.98 0.291 0.168 170 228 0.8 14.7

Concentracion 2 0.30 0.566 0.40 -0.10 0.70 0.80 189.0

(Controles negativos)

A260/280 (Controles 2 0.265  0.559 0.395 -0.13 0.66  0.79 211.0
negativos)
A260/230 2 0625 0.488 0.345 028 0.97 0.69 78.1

(Controles negativos)
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En cuanto a la calidad, las relaciones A260/280 cercanas a 1,8 indican una eliminacion
eficiente de proteinas, mientras que los valores A260/230, en su mayoria proximos o superiores a
2,0, sugieren una remocion adecuada de polisacaridos, fenoles y otros compuestos inhibidores de
la PCR. Este comportamiento es consistente con el fundamento quimico del CTAB como
detergente catidnico, cuya capacidad para formar complejos insolubles con polisacaridos en
presencia de altas concentraciones salinas facilita su separacion del ADN durante la purificacion.

(Sahu , Thangaraj, & Kathiresan, 2012; Schenk, Becklund, Carey, & Fabre, 2023).

Desde una perspectiva bioldgica, este resultado adquiere especial relevancia en
Pseudococcidae, insectos fitofagos cuya dieta basada en savia vegetal favorece la acumulacion de
azicares complejos y metabolitos fenolicos que actian como inhibidores de reacciones
enzimaticas. La eficacia del CTAB para mitigar este problema ha sido ampliamente documentada
en matrices vegetales y, de forma creciente, en insectos asociados a plantas hospedantes ricas en

metabolitos secundarios (Rao & Doddamane, 2022).

Los controles negativos correspondientes a esta variante presentaron concentraciones
cercanas a cero y valores de absorbancia inconsistentes, lo que confirma la ausencia de

contaminacion cruzada y respalda la validez interna del procedimiento experimental.

4.2.2. Protocolo CTAB modificado sin tratamiento con RNasa (-RNasa)

En contraste, la omision del tratamiento con RNasa en el protocolo CTAB modificado
(tabla 2) produjo un incremento marcado en la concentracion aparente de 4acidos nucleicos. Este
aumento no refleja una mayor eficiencia real del protocolo, sino la coextraccion de ARN,
fenomeno ampliamente documentado cuando no se incluye una digestion especifica de este acido

nucleico (Green & Sambrook, 2012).
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Estadisticos descriptivos del ADNg obtenido mediante el protocolo CTAB modificado bajo

condicion -RNasa

Protocolo CTAB modificado (-RNasa)

Variable n Media DE EE Min Max Rango CV
(%)

Concentracion 3 606.0 139.0 80.3 466.0 744.0 2/8.0 23.0

(Muestras)

A260/280 (Muestras) 3 2.07 0.0153 0.00882 2.06 2.09 0.03 0.74

A260/230 (Muestras) 3 231 0.0115 0.00667 2.30 2.32 0.02 0.50

Concentracion (Controles 2 -0.05 0354 0.25 -0.30 0.20 0.50 -707.0

negativos)

A260/280 (Controles 2 -0.11 0594 042 -0.53 031 0.84 -540.0

negativos)

A260/230 (Controles 2 1.12 0.926  0.655 046 177 131 83.1

negativos)

Aunque las relaciones A260/280 y A260/230 permanecieron dentro de rangos considerados

aceptables, estos valores deben interpretarse con cautela. La contribucion del ARN a la sefial

espectrofotométrica puede generar una falsa impresion de pureza, enmascarando posibles
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contaminaciones o degradacion del ADN gendmico. En este sentido, diversos autores coinciden
en que la cuantificacion de ADN sin tratamiento previo con RNasa carece de validez para
comparaciones metodologicas, especialmente cuando los resultados se destinan a aplicaciones
downstream exigentes como PCR, barcoding o secuenciacion (Schrader, Née Schielke, Ellerbroek,

& Johne, 2012).

Estos resultados confirman que, si bien el protocolo CTAB modificado en la condicion -
RNasa maximiza la recuperacion total de acidos nucleicos, no proporciona una estimacién fiable

del ADN gendmico, lo que justifica la exclusion de esta variante del analisis inferencial.

4.2.3. Protocolo SDS + NaCl con tratamiento con RNasa (+RNasa)

La evaluacion del protocolo SDS + NaCl con tratamiento con RNasa (tabla 3) permitio la
obtencion de ADN gendmico cuantificable; sin embargo, no superd al protocolo CTAB modificado

cuando se analizan de forma conjunta la cantidad, la calidad y la integridad del ADN obtenido.
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Estadisticos descriptivos del ADNg obtenido mediante el protocolo SDS + NaCl bajo condicion

+RNasa
Protocolo SDS + NaCl (+RNasa)

Variable n Media DE EE Min Max Rango CV
(%)

Concentracion (Muestras) 3 203 5.37 3.10 141 236 9.5 26.5

A260/280 (Muestras) 3 177 0.0379 0.0219 1.74 181 0.07 2.14

A260/230 (Muestras) 3 177 0.209 0.121 153 191 0.38 11.8

Concentracion (Controles 2 0.7 0.424 0.30 04 10 0.6 60.6

negativos)

A260/280 (Controles 2 1.65 0.849 0.60 1.05 225 120 51.4

negativos)

A260/230 (Controles 2 0.67  0.0424 0.0300 0.64 0.70 0.06  6.33

negativos)

Si bien el SDS es un detergente anionico con una elevada capacidad de lisis celular, su

menor selectividad frente a polisacéridos, sales y otros compuestos derivados de la matriz

bioldgica se reflejé en una mayor variabilidad de los indices de pureza, particularmente en la

relacion A260/230. Este comportamiento ha sido descrito previamente en protocolos basados en

SDS y se asocia a una mayor probabilidad de coextraccion de inhibidores cuando se prioriza la

lisis intensa sobre la purificacion selectiva (Perumal, Zhang, Morono, Inagaki, & Wang, 2016).
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En el caso especifico de Pseudococcidae, cuyos tejidos presentan una elevada carga de
metabolitos derivados de la planta hospedera, esta limitacion adquiere especial relevancia. Los
resultados obtenidos indican a primera instancia que, aun con el tratamiento con RNasa, el
protocolo SDS + NaCl no logra el mismo nivel de control sobre contaminantes que el protocolo

CTAB modificado, lo que compromete el equilibrio global entre rendimiento y calidad.

4.2.4. Protocolo SDS + NaCl sin tratamiento con RNasa (-RNasa)

La variante SDS + NaCl sin tratamiento con RNasa (tabla 4) presentd las concentraciones
aparentes mas elevadas del estudio. No obstante, este incremento responde casi exclusivamente a
la acumulacion de ARN coextraido, efecto que se ve amplificado por la elevada eficiencia de lisis

del SDS.
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Estadisticos descriptivos del ADNg obtenido mediante el protocolo SDS + NaCl bajo condicion -

RNasa

Protocolo SDS + NaCl (-RNasa)

Variable n Media DE EE Min Max Rango CV
(%)

Concentracion (Muestras) 3 648.0 88.0 50.8 547.0 703.0 156.0 13.6
A260/280 (Muestras) 3 200 0.0404 0.0233 196 2.04 008 202
A260/230 (Muestras) 3 1.96 0.161 0.0929 1.79 211 0.32 8.21
Concentracion (Controles 2 0.25 0.212 0.15 0.10 040 0.30 84.9
negativos)

A260/280 (Controles 2 057 0339 024 033 081 048 595
negativos)

A260/230 (Controles 2 -2.52 6.10 4.31 -6.84 179 8.63 -242.0
negativos)

Si bien esta caracteristica podria resultar til en aplicaciones orientadas a la obtencion de

ARN total, no es adecuada para estudios centrados en ADN gendmico, ya que dificulta la

interpretacion de los resultados y compromete la comparacion objetiva entre protocolos.
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4.2.5. Analisis descriptivo

La figura 6 generada a partir de los datos experimentales permite visualizar de forma clara
el comportamiento diferencial de los cuatro protocolos evaluados. La separacion nitida entre
controles negativos y muestras biologicas confirma la ausencia de contaminacion, mientras que la
diferencia entre condiciones +RNasa y -RNasa evidencia el papel critico de este tratamiento en la
cuantificacion real del ADN gendmico. Asimismo, se observa que el protocolo CTAB modificado

+RNasa presenta una distribucion mas homogénea y consistente de los valores obtenidos.

Figura 6.

Distribucion de la concentracion de dcidos nucleicos obtenidos mediante los protocolos CTAB

modificado y SDS + NaCl, con y sin tratamiento con RNasa

Distribucion descriptiva de la concentracién de acidos nucleicos
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Nota. Grafico de puntos que representa la distribucion de la concentracion de acidos nucleicos
obtenidos mediante los protocolos CTAB modificado y SDS + NaCl, con y sin tratamiento con

RNAsa. Se incluyen las muestras experimentales y los controles negativos. Elaboracion propia.
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4.3. Analisis comparativo mediante diagramas de caja

Para complementar el analisis y facilitar una interpretacion visual de las diferencias entre
protocolos, se emplearon diagramas de caja (boxplots) para comparar la distribucion de los valores
obtenidos en las muestras tratadas con RNasa (+RNasa) correspondientes a los protocolos CTAB
modificado y SDS + NaCl. Este tipo de representacion grafica permite evaluar simultdneamente
la tendencia central, la dispersion de los datos y la presencia de valores atipicos, aspectos
particularmente relevantes en estudios experimentales con tamanos muestrales reducidos y alta
variabilidad biologica, como ocurre frecuentemente en investigaciones con insectos recolectados
en campo (Weissgerber, Milic, Winham, & Garovic, 2015). En todos los casos, los diagramas se
construyeron considerando exclusivamente muestras biologicas, excluyendo controles negativos,

con el proposito de reflejar unicamente el comportamiento real del ADNg extraido.

El boxplot de concentracion (figura 7) evidencia una separacion clara entre protocolos, con
valores consistentemente mas altos para CTAB modificado en comparacion con SDS + NaCl. La
posicion elevada de la mediana y el escaso solapamiento entre rangos intercuartilicos concuerdan
con la diferencia estadisticamente significativa detectada en la prueba t de Student. Este patron
visual confirma que CTAB modificado permite una recuperacion superior y mas consistente de

ADNg bajo la condicion +RNasa.
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Figura 7.

Diagrama de caja de la concentracion de ADNg (ng/uL) obtenida mediante los protocolos CTAB

modificado y SDS + NaCl (+RNasa)
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Nota. Boxplot que muestra la comparacion de la concentracion de ADN (ng/puL) entre los
protocolos evaluados, mostrando la distribucion de los datos, mediana y rangos intercuartilicos.

Elaboracion propia.

En la relacion A260/280 se observa un amplio solapamiento entre ambos protocolos, con
medianas proximas y rangos intercuartilicos similares (figura 8). No obstante, los valores de CTAB
modificado muestran una ligera mayor concentracion alrededor del rango 6ptimo, sugiriendo un

comportamiento mas homogéneo entre réplicas.
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Figura 8.

Diagrama de caja de la relacion A260/280 del ADNg extraido con los protocolos CTAB

modificado y SDS + NaCl (+RNasa)
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Nota. Boxplot correspondiente a la comparacion de la relacion de absorbancia A260/280 entre los
protocolos de extraccion, mostrando la distribucion de los datos, mediana y rangos intercuartilicos.

Elaboracion propia.

El boxplot de A260/230 presenta una superposicion considerable entre protocolos, lo que
demostraria una falta de diferencias significativas (figura 8). Sin embargo, CTAB modificado
exhibe una mediana ligeramente superior, con valores mas cercanos al rango considerado adecuado
para ADN con baja carga de inhibidores. Esta tendencia, aunque no significativa, respalda la mayor

eficiencia tedrica del CTAB en la remocion de contaminantes propios de insectos fitéfagos.
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Figura 9.

Diagrama de caja de la relacion A260/230 del ADNg extraido con los protocolos CTAB

modificado y SDS + NaCl (+RNasa)
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Nota. Boxplot que representa la comparacion de la relacion A260/230 entre los protocolos de
extraccion evaluados, mostrando la distribucion de los datos, mediana y rangos intercuartilicos.

Elaboracion propia.

4.4. Analisis estadistico inferencial entre protocolos (+RNasa)

El analisis estadistico inferencial se realizd con el objetivo de comparar directamente el
desempefio de los protocolos CTAB modificado y SDS + NaCl, considerando Unicamente las
muestras tratadas con RNasa (+RNasa). Esta decision metodologica se fundamenta en que el
tratamiento con RNasa permite una cuantificacion mas precisa del ADN gendmico, evitando la
sobreestimacion asociada a la presencia de ARN, tal como se evidencio en la etapa descriptiva del

estudio.
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Para este analisis se trabajo con n = 3 réplicas bioldgicas por protocolo, razén por la cual las
pruebas estadisticas se interpretaron de manera cuidadosa, priorizando la integracion de la

evidencia estadistica con el sustento biologico y metodoldgico.

4.4.1. Evaluacion de supuestos estadisticos

4.4.1.1. Normalidad de los datos (prueba de Shapiro-Wilk)

La normalidad de las variables concentracion de ADN, A260/280 y A260/230 se evalu6
mediante la prueba de Shapiro-Wilk de forma independiente para cada protocolo. Los resultados
obtenidos (tabla 5) indican que no se detectaron desviaciones severas de la normalidad en ninguno

de los casos evaluados.

Tabla 5.

Resultados de la prueba de Shapiro-Wilk para las variables concentracion, A260/280 y A260/230

en muestras tratadas con RNasa

Variable Protocolo de extraccion Estadistico W p-valor
A260/230 SDS + NaCl 0.82798 0.18321
A260/230 CTAB modificado 0.99370 0.84823
A260/280 SDS + NaCl 0.85465 0.25297
A260/280 CTAB modificado 0.93557 0.50984
Concentracién (ng/uL) SDS + NaCl 0.78152 0.07111

Concentracién (ng/uL) CTAB modificado 0.98957 0.80466
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No obstante, es importante destacar que, debido al tamafio muestral reducido (n = 3), la
prueba de Shapiro-Wilk posee una potencia estadistica limitada, por lo que sus resultados deben
interpretarse como exploratorios y no como una confirmacion absoluta de normalidad. En estudios
experimentales con bajo numero de réplicas, la literatura recomienda utilizar estas pruebas como
herramientas diagnosticas complementarias, sin que constituyan un criterio excluyente para la

aplicacion de pruebas paramétricas (Gutiérrez Pulido & de la Vara Salazar, 2008).

4.4.1.2. Homogeneidad de varianzas (prueba de Levene)

La homogeneidad de varianzas entre protocolos se evalué mediante la prueba de Levene
(tabla 6). Los resultados obtenidos indican que no se observaron diferencias marcadas en la

variabilidad de las variables analizadas entre CTAB modificado y SDS + NacCl.

Tabla 6.

Resultados de la prueba de Levene para la evaluacion de homogeneidad de varianzas entre

protocolos (+RNasa)

Variable gl gl. Estadistico F p-valor
A260/230 1 4 0.2078 0.6722
A260/280 1 4 0.2000 0.6779
Concentraciéon (ng/pL) 1 4 1.0982 0.3538

Al igual que en el caso de la normalidad, la interpretacion de la prueba de Levene debe
realizarse con cautela debido al tamafio muestral reducido. Sin embargo, la ausencia de evidencias

claras de heterocedasticidad sugiere que la comparacion entre medias puede realizarse de forma
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razonable mediante una prueba t de Student, sin que la varianza desigual represente un sesgo critico

en este contexto experimental.

4.4.2. Comparacion inferencial entre protocolos mediante 1a prueba t de Student

Con el proposito de contrastar de manera directa el desempeno de los protocolos CTAB
modificado y SDS + NaCl bajo la condicion +RNasa (solo muestras bioldgicas; n = 3 por
protocolo), se aplico una prueba t de Student para muestras independientes. Para facilitar la lectura,
en esta seccion la diferencia de medias se reporta como CTAB modificado - SDS + NacCl, por lo

que valores positivos indican mayor promedio para CTAB (tabla 7).

Para la aplicacion de la prueba t de Student se formularon las siguientes hipdtesis
estadisticas, considerando de manera independiente cada una de las variables analizadas y

empleando un nivel de significancia de a = 0.05:

e Hipotesis nula (Ho):

No existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias obtenidas con los
protocolos CTAB modificado y SDS + NaCl; es decir, las medias poblacionales son iguales

(LCTAB = uSDS).

e Hipotesis alternativa (Hi):

Existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias obtenidas con los
protocolos CTAB modificado y SDS + NaCl; es decir, las medias poblacionales son diferentes

(LCTAB # uSDS).
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La decision estadistica se establecio en funcion del valor p obtenido en cada contraste:
cuando p <0.05 se rechaz¢ la hipotesis nula, y cuando p > 0.05 no se contd con evidencia suficiente

para rechazarla.

Tabla 7.

Comparacion entre protocolos de extraccion mediante prueba t de Student

Variable Media Media Diferencia t gl p- IC 95% IC 95%
grupo grupo de medias valor  (inferior) (superior)
CTAB SDS

Concentracién 69.60 20.30 49.30 5.85 4 0.0043 25.90 72.70

(ng/uL)

A260/280 1.85 1.77 0.08 203 4 0.1124 —0.03 0.19

A260/230 1.98 1.77 0.21 1.00 4 0.3741 -0.37 0.78

Bajo este criterio, la comparacion de la concentracion de ADN evidenci6 una diferencia
estadisticamente significativa entre protocolos: el promedio obtenido con CTAB modificado fue
de 69.60 ng/pL, mientras que con SDS + NaCl fue de 20.30 ng/uL, con una diferencia de medias
de 49.30 ng/uL (t = 5.85; gl = 4; p = 0.0043) y un intervalo de confianza del 95% completamente
por encima de cero (25.90 a 72.70 ng/uL), lo que confirma que, una vez controlado el sesgo por
ARN mediante RNasa, CTAB modificado recupera significativamente mas ADN gendémico que

SDS + NaCl en Pseudococcidae.

Este resultado es biologicamente coherente con la naturaleza de la matriz de estos insectos

fitotagos, donde la eficiencia de extraccion no depende inicamente de la fuerza de lisis, sino del
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equilibrio entre liberacion del ADN y remocién de compuestos que pueden co-precipitar o
interferir en la recuperacion neta del ADN; en particular, el CTAB ha sido descrito como un
detergente eficaz para separar ADN de polisacaridos y otros metabolitos asociados a tejidos con
alta carga de compuestos secundarios, lo cual resulta critico en organismos vinculados a dietas

vegetales (Sambrook & Russell, 2001).

En cambio, para los indices de pureza no se detectaron diferencias estadisticas concluyentes
entre protocolos: la relacion A260/280 presenté medias de 1.8467 (CTAB) y 1.7667 (SDS), con
una diferencia de 0.0800 (t = 2.03; gl =4; p = 0.112) y un intervalo de confianza que incluye el
cero (-0.0295 a 0.1895), mientras que A260/230 mostrd medias de 1.9767 (CTAB) y 1.7700 (SDS),
con diferencia de 0.2067 (t = 1.00; gl = 4; p = 0.374) e intervalo igualmente compatible con

ausencia de diferencia (-0.3674 a 0.7807).

En términos interpretativos, estos resultados indican que, en condicion +RNasa, la
evidencia estadistica robusta del estudio se concentra en la variable “concentracion”, donde CTAB
supera a SDS de manera clara, mientras que las diferencias en pureza, aunque descriptivamente
favorecen a CTAB, no alcanzan significancia con el tamafio muestral disponible; esto no invalida
la tendencia, sino que sugiere que la variabilidad bioldgica inherente a muestras de campo y el n
reducido limitan la potencia para detectar cambios pequefios en razones espectrofotométricas

(Ruxton, 2006).

En conjunto, el andlisis inferencial respalda que el protocolo CTAB modificado +RNasa
ofrece el mejor desempefio cuantitativo para recuperar ADN gendmico en Pseudococcidae sin
evidenciar desventajas estadisticas en pureza, lo cual fortalece su seleccion como método

recomendado cuando el objetivo es obtener ADN apto para aplicaciones moleculares posteriores,
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donde la confiabilidad del material de partida condiciona la reproducibilidad de PCR y

secuenciacion (Green & Sambrook, 2012).

4.5. Evaluacion cualitativa de la integridad del ADN genomico mediante electroforesis en

gel de agarosa

La integridad del ADNg obtenido mediante los protocolos CTAB modificado y SDS + NaCl
fue evaluada de forma cualitativa mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %, utilizando
buffer TAE y tinciéon con SYBR Safe. Se analizaron dos condiciones experimentales: muestras
tratadas con RNasa (+RNasa) y muestras sin tratamiento con RNasa (-RNasa), manteniendo en

ambos casos la misma disposicion de carriles y condiciones de corrida (90 V durante 45 minutos).

En el gel correspondiente a las muestras +RNasa (Figura 10), el marcador de peso molecular
de 1 kb ubicado en el primer carril se visualiza con claridad, confirmando una correcta preparacion
del gel y una adecuada migracion electroforética. Sin embargo, en los carriles correspondientes a
las muestras extraidas mediante ambos protocolos no se observaron bandas intensas ni definidas
asociadas a ADNg. Tampoco se detectaron sefiales difusas de bajo peso molecular en la region
inferior del gel. Los controles negativos, tanto para CTAB como para SDS, no presentaron bandas

visibles, lo que descarta contaminacion cruzada durante el proceso de extraccion y carga.
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Figura 10.

Electroforesis en gel de agarosa (1%) del ADNg extraido con los protocolos SDS + NaCl y

CTAB modificado bajo condicion +RNasa

Nota. Gel de agarosa visualizado bajo luz UV correspondiente a las muestras de ADN obtenidas
mediante los protocolos CTAB modificado y SDS + NaCl bajo la condicién de tratamiento con

RNAsa. Elaboracion propia.

En contraste, en el gel correspondiente a las muestras -RNasa (Figura 11) se observé un
patron claramente distinto. Ademas del marcador de peso molecular correctamente definido, se
evidencio una sefal intensa y difusa en la region inferior del gel en varios carriles correspondientes
a las muestras sin tratamiento con RNasa. Esta sefial fue particularmente evidente en las muestras
obtenidas mediante el protocolo CTAB, donde ademas se distinguieron bandas mas marcadas en

comparacion con las obtenidas mediante SDS, aunque sin la presencia de una tnica banda nitida
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de alto peso molecular. Los controles negativos no mostraron bandas definidas de alto peso

molecular.
Figura 11.

Electroforesis en gel de agarosa (1%) del ADNg extraido con los protocolos SDS + NaCl y

CTAB modificado bajo condicion -RNasa

Nota. Gel de agarosa visualizado bajo luz UV correspondiente a las muestras de ADN obtenidas
mediante los protocolos CTAB modificado y SDS + NaCl sin tratamiento con RNAsa. Elaboracion

propia.

Los patrones observados en ambos geles permiten una interpretacion coherente cuando se
analizan en conjunto con los resultados espectrofotométricos obtenidos mediante NanoDrop y con

los principios fisicoquimicos que rigen la extraccion y visualizacion de &cidos nucleicos.
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En primer lugar, la escasa o nula visualizacion de bandas en el gel correspondiente a las
muestras +RNasa no debe interpretarse como ausencia de ADNg. Por el contrario, este resultado
es consistente con la eliminacion efectiva del ARN y con las concentraciones moderadas de ADN
cuantificadas espectrofotométricamente bajo esta condiciéon. El ADNg, al ser una molécula de alto
peso molecular y presentarse en cantidades relativamente bajas, puede no producir bandas visibles
en geles de agarosa al 1 %, especialmente cuando la masa total de ADN cargada es limitada.
Diversos autores han sefialado que la electroforesis en gel no es una técnica sensible para detectar
pequeiias cantidades de ADNg intacto y que su capacidad de visualizacién depende en gran medida
de la concentracion, el grado de fragmentacion y el método de tincion utilizado (Green &

Sambrook, 2012).

Adicionalmente, la ausencia de sefiales difusas de bajo peso molecular en el gel con
muestras +RNasa sugiere que el tratamiento con RNasa fue eficaz en la eliminacion del ARN total.
Este aspecto resulta clave, ya que el ARN suele ser el principal responsable de sefiales intensas en
la region inferior de los geles y puede intervenir en la interpretacion de la integridad real del ADNg

cuando no se elimina adecuadamente (Sambrook & Russell, 2001).

En el gel correspondiente a las muestras -RNasa, la presencia de una mancha intensa y
difusa en la parte inferior del gel constituye una evidencia visual clara de la coextraccion de ARN.
Este patrén es caracteristico de muestras con alto contenido de ARN ribosomal y fragmentos
pequefios de ARN, los cuales migran rapidamente a través del gel y se acumulan cerca del frente
de corrida, generando una sefial fluorescente intensa y poco definida. Este comportamiento ha sido
ampliamente documentado y explica por qué las muestras -RNasa presentaron concentraciones
artificialmente elevadas y cocientes A260/280 cercanos o superiores a 2.0 en el andlisis por

NanoDrop (Sambrook & Russell, 2001).
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La mayor intensidad de sefial observada en las muestras -RNasa obtenidas mediante el
protocolo CTAB puede atribuirse a la capacidad de este método para retener una mayor cantidad
de acidos nucleicos totales cuando no se incorpora una etapa de digestion con RNasa. Sin embargo,
esta observacion no implica necesariamente una mayor calidad de ADNg, sino mas bien una mayor
carga de material nucleico combinado, en el que el ARN constituye una fraccion significativa. En
este sentido, el gel refuerza la decision metodoldgica de no utilizar las muestras -RNasa para el
analisis inferencial, ya que su sefial esta dominada por ARN y no refleja de manera certera el ADNg

purificado.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Los hallazgos de este estudio confirman, en términos generales, lo reportado en investigaciones
previas que senalan al protocolo CTAB como una alternativa eficiente para la extraccion de ADN
gendmico a partir de matrices bioldgicas complejas (Sambrook & Russell, 2001; Sahu, Thangaraj,
& Kathiresan, 2012). El mejor desempefio del protocolo CTAB modificado observado en este
trabajo concuerda con estudios realizados en insectos y otros organismos con alto contenido de
compuestos interferentes, donde se ha descrito una mayor recuperacion de ADN en comparacion
con métodos basados en detergentes anidnicos como el SDS (Rao & Doddamane, 2022; Schenk,
Becklund, Carey, & Fabre, 2023). Estas coincidencias sugieren que la eficiencia del CTAB esta

estrechamente vinculada a su capacidad para manejar matrices tisulares quimicamente complejas.

Al mismo tiempo, los resultados evidencian que, bajo una condicidon optimizada que incluye
tratamiento con RNasa, ambos protocolos pueden generar ADN con indices de pureza
espectrofotométrica comparables. Este comportamiento coincide con lo descrito en la literatura,
donde se indica que la eliminacion del ARN reduce de manera significativa la variabilidad de los
cocientes A260/280 y A260/230 entre distintos métodos de extraccion (Thermo Fisher Scientific,
2010; Rofael, 2022). En este sentido, el estudio no contradice trabajos previos, sino que refuerza
la idea de que la pureza aparente del ADN depende mas del control del ARN que del método de

lisis empleado como tal.



63

Por otro lado, la marcada diferencia observada entre las muestras tratadas y no tratadas con
RNasa pone en evidencia una consecuencia metodologica relevante. La coextraccion de ARN en
ausencia de RNasa conduce a sobreestimaciones del rendimiento y a patrones electroforéticos
dominados por senales de bajo peso molecular, tal como ha sido documentado en estudios clasicos
de Biologia Molecular (Green & Sambrook, 2012). Este hallazgo justifica de manera sdélida la
exclusion de dichas muestras del andlisis inferencial y subraya la necesidad de incorporar

sistematicamente la digestion con RNasa cuando se evalia ADN gendmico.

Desde un enfoque practico, los resultados obtenidos implican que la seleccion del protocolo
de extraccion debe considerar no solo la simplicidad del método, sino su adecuacion al tipo de
muestra y al objetivo del andlisis. En el caso de Pseudococcidae, el uso del protocolo CTAB
modificado se perfila como una opcion mas adecuada cuando se requiere maximizar la
recuperacion de ADN gendmico, lo que puede traducirse en una mayor confiabilidad de analisis
moleculares posteriores, como PCR o cédigo de barras de ADN (Wang, y otros, 2016; Schrader,
Née Schielke, Ellerbroek, & Johne, 2012). Asimismo, el estudio destaca la importancia de
interpretar la electroforesis en gel como una herramienta cualitativa complementaria y no como
un criterio Unico de evaluacion, sustentando un enfoque integrado para la validacion del ADN

extraido.

5.2. Recomendaciones

Para estudios futuros orientados a la obtencion de ADN gendémico en Pseudococcidae u otros
insectos con matrices tisulares complejas, se recomienda el uso del protocolo CTAB modificado
incorporando de manera sistemadtica un tratamiento con RNasa, dado su mejor desempefio en
rendimiento y su capacidad para generar ADN evaluable mediante técnicas moleculares

posteriores.
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Se sugiere incrementar el tamafio muestral en investigaciones posteriores, incorporando un
mayor numero de réplicas biologicas y, de ser posible, individuos provenientes de diferentes
plantas hospederas o localidades, con el fin de fortalecer la inferencia estadistica y evaluar la

variabilidad intraespecifica en la eficiencia de los protocolos.

Desde el punto de vista metodologico, se recomienda mantener el uso combinado de analisis
paramétricos y enfoques robustos, especialmente en estudios con tamafos muestrales reducidos,

ya que esta estrategia permite una interpretacion mas prudente y transparente de los resultados.

Finalmente, se sugiere que futuros trabajos integren técnicas adicionales de cuantificacion y
evaluacion de integridad, como electroforesis de alta resolucion, con el fin de obtener una
caracterizacion mas completa del ADN genomico y reducir las limitaciones inherentes a cada

técnica individual.
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ANEXOS

Tabla 8.

Tabla. Resultados descriptivos de concentracion y pureza del ADNg obtenidos mediante

NanoDrop bajo distintas condiciones experimentales (protocolo SDS + NaCl)

Protocolo SDS + NaCl

Muestra  Condicion  Conc. A260/280 A260/230 Estado / Diagndstico
#) (ng/pL)
1 + RNasa 14.1 1.74 1.91 ADN Puro (Cantidad baja
pero limpio).
2 + RNasa 23.6 1.75 1.53 ADN Funcional (Leve
contaminacion).
3 + RNasa 23.2 1.81 1.87 ADN Excelente.
4 Control 1.0 2.25 0.70 Limpio (Sin ADN).
Neg.
5 Control 0.4 1.05 0.64 Limpio (Sin ADN).
Neg.
6 - RNasa 546.9 2.04 1.98 Contaminacion ARN (Exceso
de absorbancia).
7 - RNasa 695.3 1.96 1.79 Contaminacion ARN (Exceso
de absorbancia).
8 - RNasa 702.9 2.01 2.11 Contaminacion ARN (Exceso
de absorbancia).
9 Control 0.1 0.33 -6.84 Limpio (Sin ADN).
Neg.
10 Control 0.4 0.81 1.79 Limpio (Sin ADN).

Neg.




Tabla 9.
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Resultados descriptivos de concentracion y pureza del ADNg obtenidos mediante NanoDrop bajo

distintas condiciones experimentales (protocolo CTAB modificado)

Protocolo CTAB modificado

Muestra  Condicion  Conc. A260/280 A260/230 Estado / Diagndstico
# (ng/pL)
1 + RNasa 56.9 1.80 1.70 ADN Excelente.
2 + RNasa 68.0 1.83 1.95 ADN Excelente (Puro vy
buena cantidad).
3 + RNasa 83.9 1.91 2.28 ADN Excelente (Puro vy
buena cantidad).
4 Control 0.7 0.66 0.97 Limpio (Sin ADN).
Neg.
5 Control -0.1 -0.13 0.28 Limpio (Sin ADN).
Neg.
6 - RNasa 465.7 2.06 2.30 Contaminacion ARN (Ratio
> 2.0).
7 - RNasa 607.3 2.09 2.32 Contaminacion ARN.
8 - RNasa 744.0 2.07 2.30 Contaminacién ARN.
9 Control 0.2 0.31 1.77 Limpio (Sin ADN).
Neg.
10 Control -0.3 -0.53 0.46 Limpio (Sin ADN).

Neg.




