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RESUMEN 

El presente trabajo de investigación se realizó en el Rancho el Retiro el cual se 

encuentra ubicado en San Pedro de la Colonias Coahuila, propiedad de la 

Universidad Autónoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna. Se evaluaron 

genotipos del CENTRO INTERNACIONAL DE MEJORAMIENTO DE MAIZ Y 

TRIGO (CIMMYT),  se seleccionó la línea 3 para el estudio, dos surcos por línea de 

10 m de largo. Se colectaron 25 hojas de las plantas de la línea 3 y se llevaron al 

laboratorio para su análisis. Las hojas de las plantas se secaron y molieron. Para la 

extracción del DNA se llevó a cabo un diseño completamente al azar con cuatro 

tratamientos (T1-T4) y un control comercial (Plant DNAzol®). Se realizaron 25 

repeticiones y la lectura por triplicado para las determinaciones de concentración y 

pureza. Se realizó un análisis de varianza y prueba de medias de Tukey (P <0.05) 

entre tratamientos. Los resultados de análisis de varianza mostraron diferencia 

altamente significativa (P<0.001) entre tratamiento y efecto del equipo de 

cuantificación. El rendimiento de extracción del DNA (ng de DNA mg de tejido de 

planta-1), fueron de 587 y 369 con los tratamientos T4 y T1 respectivamente, sin 

embargo, la pureza oscilo entre 1.0-2.8, para el primero y 1.0-1.4 para el segundo. 

La cantidad y la calidad del producto de extracción son relevantes y a considerar, 

así como la validación del método de extracción y la calibración del equipo de 

medición, mediante estándares certificados o internos de calidad comprobada.  

 

 

Palabras claves: Nanodrop, Rendimiento de extracción del DNA, Maíz (Zea mays),  

Rancho el Retiro,  Ácido desoxirribonucleico
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CAPÍTULO I. 

INTRODUCCIÓN 

El maíz es considerado uno de los tres cereales más consumidos a nivel mundial junto 

con el trigo y el arroz. Este cereal fue domesticado y venerado por las culturas 

prehispánicas, y sigue siendo la base de la alimentación mexicana (Coll y Godínez, 

2003, FAO, 2006). 

 

México es reconocido como el centro de origen del maíz (Zea mays L.). La arqueología 

ha demostrado que los restos más antiguos provienen de los estados de Oaxaca y 

Puebla, donde existe una gran variedad de especies criollas y parientes silvestres 

(Benz, 2001; Piperno y Flannery, 2001). La diversidad genética del maíz es patrimonio 

nacional y mundial, y una fuente importante para los programas de mejoramiento 

genético en este cultivo (FAO, 1995). 

 

El cultivo de maíz  son plantas domesticada completamente, el hombre y el maíz han 

sobrevivido y han evolucionado ambos desde tiempos antiguos. El maíz no crece en 

forma salvaje y no puede sobrevivir en la naturaleza, siendo dependiente directamente 

de los cuidados del hombre (Wilkes, 1985; Galinat, 1988; Dowswell, Paliwal y Cantrell, 

1996). 

 

Con el descubrimiento del ADN (ácido desoxirribonucleico) en 1953, fue un avance 

científico extraordinario en la biología y la genética molecular.  El ADN es una 

estructura química de doble hélice conformada por nucleótidos. A lo largo de la doble 

cadena de ADN se localizan los genes, los cuales codifican información (proteína). 

 

El descubrimiento de la técnica de la (PCR) reacción en cadena de la polimerasa, 

originó una gran revolución en la biología en cuanto a la investigación, generando así 

una mejor interpretación de procesos biológicos como en las áreas de estudios 

genéticos, diagnóstico y mejora (Mullis y Faloona, 1987). 
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La aplicación de esas técnicas es de especial interés para la exitosa ejecución de 

programas de mejoramiento genético, la obtención de ADN es el punto clave para los 

análisis genéticos posteriores. 

 

La limitante para los estudios moleculares en plantas es la obtención del ADN.  En la 

actualidad existen muchas técnicas o métodos para manipular el ADN de plantas, cabe 

mencionar que todos los métodos tienen como objetivo obtener ADN   de calidad y 

pureza.  Un aspecto indispensable es que el protocolo debe ser fácil, simple, barato y 

en lo posible no debe emplear sustancias químicas peligrosas (Mogg y Bond, 2003; 

Nieto et al., 2005; Scoot y Playford, 1996).  

 

El nitrógeno líquido es un componente muy importante para la extracción, esta caro y 

no está disponible al alcance de todos (Adentumbi et al., 2013; Zhang et al., 2013)  es 

por eso que se busca establecer un nuevo método sin el empleo de nitrógeno líquido. 

 

1.1 OBJETIVOS 

1.1.2 General 

Validar metodologías de biología molecular que contribuyan a la conservación y 

biodiversidad del germoplasma agrícola nacional. 

1.1.3 Particulares 

Promover las mejores prácticas de laboratorio de biología molecular en lo general y de 

extracción de ácido desoxirribonucleico (ADN) de plantas de maíz en lo particular.     

1.2 HIPÓTESIS 

Existen diferencias de medias en la concentración del buffer de lisis, la extracción y 

la pureza del DNA obtenido. 
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CAPÍTULO II. 

 

REVISIÓN DE LITERATURA 

 

2.1 El cultivo de maíz 

El maíz (Zea mays L.)  Es una de las especies más cultivadas y productivas. Tiene el 

potencial  más alto para la producción de carbohidratos por unidad de superficie por 

día. Es el primer cereal  sometido a rápidas e importantes transformaciones 

tecnológicas en su forma de cultivo, es una planta C4 con una alta tasa de actividad 

fotosintética. Fue el primer cereal sometido a rápidas e importantes transformaciones 

tecnológicas en su forma de cultivo, tal como ha sucedido con la aparición de los 

híbridos. Con  el éxito obtenido a través de los  avances tecnológicos el cultivo de 

maíz estimuló una revolución agrícola en diferentes partes del mundo (Golik et al., 

2018) 

 

Es el cereal  más cultivado en una amplia diversidad de ambientes, siendo mucho 

mayor que cualquier otro cultivo. Se cultiva hasta los 58° de latitud norte en Canadá y 

en Rusia y hasta los 40° de latitud sur en Argentina y Chile. Con respecto a la altitud, 

el maíz es cultivado a altitudes medias, si bien también se cultiva por debajo del nivel 

del mar. De acuerdo a la altitud donde se lo cultiva y el ambiente, el maíz se clasifica 

en dos tipos. Maíz cultivados en ambiente cálidos (entre la línea ecuatorial y los 30º 

de latitud sur y los 30º de latitud norte es el maíz conocido como “maíz tropical” y el 

que se cultiva en climas más fríos (a más de los 34º de latitud sur y norte) es llamado 

maíz de zona templada. Los maíces que se cultivan entre los 30º y 34º de las latitudes 

norte y sur se conocen como maíces subtropicales (Paliwal, 2001).  

 

En cuanto a su origen filogenético, existen diferentes teorías: Una de las teorías 

reconoce el hecho de que el teosinte es el antecesor silvestre y/o allegado al maíz y 

que ha participado directamente en el origen del maíz cultivado (Iltis, 1983; 
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Mangelsdorf, 1986; Galinat, 1988, 1995; Goodman, 1988; Doebley, 1990). Galinat 

(1988) conjuntamente con Harlan & de Wet (1971), tuvieron en cuenta estudios 

arqueológicos, morfológicos, hibridológicos, genéticos y citogenéticos del maíz (Zea), 

los teosintos (Euchlaena) y el género Tripsacum.  

 

Para México la importancia del maíz, especialmente como parte de la alimentación 

de su población ha sido documentada ampliamente (Randolph, 1952; 1981; Figueroa 

y Aguilar, 1997). 

 

Este cereal fue domesticado y venerado por las culturas prehispánicas, y sigue siendo 

la base de la alimentación mexicana (Coll y Godínez, 2003, FAO, 2006). 

 

México se considera como el centro de origen y domesticación del maíz, es uno de los 

centros más importantes de diversidad de este cultivo (Benz, 2001; Matsuoka et al., 

2002; Tenaillon et al., 2004; Doebley, 2004; Turrent y Serratos, 2004; Buckler y 

Stevens, 2005; Buckler et al., 2006; Pohl et al., 2007). No hay un acuerdo sobre cuándo 

se empezó a domesticar el maíz, pero los indígenas mexicanos dicen que esta planta 

representa, para ellos, diez mil años de cultura (Riveiro, 2004). 

 

La domesticación fue a partir de los “teocintles”, gramíneas muy similares al maíz, que 

crecen de manera natural principalmente en México y en parte de Centroamérica.   Se 

estima que las poblaciones de teocintle del centro de México o los que crecen en el 

trópico seco de la Cuenca del Balsas, pudieron ser los ancestros del maíz que se 

doméstico como planta cultivada (Matsuoka et al., 2002). 

 

Actualmente (Zea mays L.) es uno de los tres cereales más importantes del mundo. 

En México es de gran importancia por su historia, tradición e impacto social y 

económico. 
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La evaluación de dicha diversidad es importante para los programas de mejoramiento 

genético, por su gran potencial como fuente de características nuevas, exóticas y 

favorables (Vigouroux et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. La genética es una disciplina de la biología que estudia los genes (Rico, 

2019). 

 

La variabilidad genética de maíz constituye una riqueza para la población mundial, y 

puede ser la base fundamental para lograr la soberanía alimentaria de México, en 

especial ante los cambios climáticos (Preciado y Montes, 2011).  

 

 

2.2 Centros de origen y diversificación  

Las especies que hoy conocemos han tenido su origen en diferentes momentos de la 

historia de nuestro planeta. La mayor parte de esta diversidad se originó en tiempos 

geológicos diferentes, así como eventos y causas de diversa índole, como son la 

deriva continental, la dispersión y aislamiento de floras y faunas, la genética de las 

especies y su adaptación a diversos ambientes. Estos fenómenos dieron origen a las 

floras y faunas particulares de los continentes actuales. (CONABIO, 2019a) 
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Una especie o un grupo relacionado de especies pueden diversificarse más en 

regiones diferentes a las de su origen, a las que llegan a dispersarse por los fenómenos 

o procesos citados. Los “centros de diversificación" actuales pueden no ser 

exactamente el centro de origen de una especie o un grupo biológico particular. Un 

ejemplo clásico es el de los pinos con su centro de origen en el noroeste de China y 

su centro de diversificación en el territorio comprendido entre México, Guatemala y 

Honduras. De un total de 111 especies en el mundo, en México viven 49 especies de 

pinos (44 %). 

 

El hombre ha mantenido activo el proceso de diversificación, mediante el cual ha 

seleccionado y modificado características genotípicas de la planta, que le han 

permitido la formación de nuevas poblaciones adaptadas a diversos climas y tipos de 

suelos. De acuerdo con Sánchez et al. (2000), Goodman y Brown (1988), Ortega-

Paczka (2003), y Pressoir y Berthaud (2004) la interacción ambiente-genotipo y el 

aislamiento geográfico favorecieron la distribución geográfica de nuevas variantes de 

maíz obteniendo así una diversificación. 

 

 

2.3 Razas de maíz 

Raza, es uno de los términos se ha utilizado en el maíz y en las plantas cultivadas para 

agrupar individuos o poblaciones que comparten características en común, de orden 

morfológico, ecológico, genético y de historia de cultivo, que permiten diferenciarlas 

como grupo (Anderson y Cutler 1942; Harlan y de Wet 1971; Hernández y Alanís 

1970). 

El concepto y la categoría de raza es de gran utilidad como sistema de referencia 

rápido para comprender la variación de maíz, para organizar el material en las 

colecciones de bancos de germoplasma y para su uso en el mejoramiento 

(Wellhausen, 1990), así como para describir la diversidad a nivel de paisaje (Perales 

y Golicher 2011).  
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Las razas se nombran a partir de distintas características fenotípicas (Cónico, por la 

forma de la mazorca), tipo de grano (Reventador, por la capacidad del grano para 

explotar y producir palomitas), por el lugar o región donde inicialmente fueron 

colectadas o son relevantes (Tuxpeño de Tuxpam, Veracruz; Chalqueño, típico del 

Valle de Chalco) o por el nombre con que son conocidas por los grupos indígenas o 

mestizos que las cultivan (Zapalote Chico en el Istmo de Oaxaca o Apachito en la 

Sierra Tarahumara) (McClintock, 1981; Wellhausen et al.,1951). 

 

En América Latina se han descrito cerca de 220 razas de maíz (Goodman y McK. Bird. 

1977), de las cuales 64 (29%) se han identificado, y descrito en su mayoría, para 

México (Anderson, 1946; Wellhausen et. al., 1951; Hernández y Alanís, 1970; 

Sánchez, 1989; Sánchez et al., 2000). 

 

 

2.4 Diversidad genética 

La diversidad genética es el número total de características genéticas dentro de cada 

especie. Esta diversidad se reduce cuando hay “cuellos de botella”, es decir, cuando 

una población disminuye substancialmente y quedan pocos individuos.  Por ejemplo, 

la población de alrededor de 100 leones (Panthera leo) del Cráter Ngorongoro en 

Tanzania desciende de alrededor de 15 leones sobrevivientes de una plaga de moscas 

mordelonas (Stomoxys calcitrans) producida por el aumento de lluvias en 1962. La 

pérdida de diversidad genética de los leones del Cráter ha resultado en problemas 

reproductivos y de sobrevivencia (Rico, 2019) 
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Figura 2. Cuello de botella (Rico, 2019) 

 

A mayor diversidad genética, las especies tienen mayores probabilidades de sobrevivir 

a cambios en el ambiente. Las especies con poca diversidad genética tienen mayor 

riesgo frente a esos cambios. La diversidad genética se puede medir utilizando la 

diversidad de genes, la heterocigocidad, o el número de alelos por locus.  

 

 

2.5 Variabilidad genética. 

 

La variabilidad genética se origina por mutaciones, recombinaciones y alteraciones en 

el cariotipo (el número, forma, tamaño y ordenación interna de los cromosomas). Los 

procesos que dirigen o eliminan variabilidad genética son la selección natural y la 

deriva genética. (CONABIO, 2019b). 

 

 

La variabilidad genética de las especies es más evidente en las especies 

domesticadas, en donde los seres humanos utilizamos la variabilidad para crear razas 

y variedades de maíces, frijoles, manzanas, calabazas, caballos, vacas, borregos, 

perros y gatos, entre otros. Cada una de las características que podamos nombrar de 
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un organismo existirán variaciones dentro de la especie. Por ejemplo, los jaguares del 

pantanal en Brasil son casi del doble del tamaño (100 kilos) que los jaguares 

mexicanos (entre 30 y 50 kilos) y sin embargo son la misma especie (Panthera onca). 

Mayormente la variación en los individuos proviene de los genes, es decir, es 

variabilidad genética. Ésta, hace posible la evolución de las especies, ya que en cada 

generación solamente una fracción de la población sobrevive y se reproduce 

transmitiendo características particulares a su progenie. En la actualidad, el estudio de 

la variación genética entre individuos, poblaciones y especies para explicar patrones y 

procesos ecológico-evolutivos se aborda mediante marcadores moleculares, 

segmentos de ADN con o sin función conocida que proporcionan información sobre la 

variación alélica y permiten distinguir individuos (Schlötterer, 2004). 

 

 

2.6 Estructura del ADN 

Las características más importantes de la estructura del adn son las siguientes:  

1) La estructura básica es helicoidal –consta de dos hélices que se entrecruzan–, el 

corazón de la hélice está ocupado por las bases purínicas y pirimidínicas –los grupos 

fosfato están en el exterior. 

 

2) Las hélices no son idénticas, sino complementarias de manera que si una hélice 

contiene una base purínica la otra contiene una pirimidínica –esta característica es 

producto de nuestro intento de que los residuos sean equivalentes y, al mismo tiempo, 

de situar las bases purínicas y pirimidínicas en el centro. (Watson y Crick, 1953). 

 

 

El apareamiento de las purinas con las pirimidinas es muy exacto y obedece a su 

deseo de formar enlaces de hidrógeno– la adenina formará pareja con la timina 

mientras que la guanina siempre lo hará con la citidina. (Watson y Crick, 1953). 
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2.7 Tipos de Ácido Desoxirribonucléico (DNA, por sus siglas en inglés). 

Bases nitrogenadas del DNA 

Las bases nitrogenadas de los nucleótidos son moléculas orgánicas (basadas en 

carbono), compuestas por estructuras anulares que contienen nitrógeno química 

(Illana, 2013).  

 

 

Cada nucleótido del ADN contiene una de cuatro posibles bases nitrogenadas: adenina 

(A), guanina (G) citosina (C) y timina (T). La adenina y la guanina son purinas, significa 

que sus estructuras contienen dos anillos fusionados de carbono y nitrógeno. En 

cambio, la citosina y la timina son pirimidinas y tienen solo un anillo de carbono y 

nitrógeno (Figura 1) (Kahn Academy, s/f). 

 

Figura 3. Estructura química de las bases nitrogenadas (Valle de biología., 2013). 

 

 

2.8 Que son las alteraciones genéticas 

Se puede decir de manera general,  que las alteraciones genéticas tienen dos 

orígenes: se puede presentar  una alteración por factores externos de tipo ambiental y 

factores internos de tipo genético. (Veritas Intercontinental, 2020). 
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Cualquier cambio en la secuencia del ADN, puede alterar el código genético y, por 

tanto, puede que altere la síntesis de la proteína para la que codifica. 

Como  hemos visto anteriormente  las alteraciones  genéticas se trata de una 

sustitución, ya que se produce el cambio de un nucleótido por otro, pero hay más tipos 

de alteraciones genéticas, de manera general:  

Sustitución: cambio de una base por otra. 

Deleción: eliminación de una serie de bases.  

Duplicación: duplicación de un fragmento de bases. 

Inversión: inversión del orden de una secuencia de bases (Veritas Intercontinental 

,2020). 

 

 

2.9 Alteraciones en el ADN 

La causa primaria  para las alteraciones en el ADN, puede ser la reducción en la 

capacidad para germinar y la elevada proporción de plántulas anormales, producidas 

por el envejecimiento natural en la semilla (McDonald, 1998). 

 

 

2.10 Extracción  de ADN 

Se le llama extracción al método por el cual se obtiene el  ADN  a partir de material 

biológico (ej.: cepillado bucal, saliva, sangre o cualquier tejido) utilizando técnicas 

físicas y químicas. La extracción consiste en la separación y purificación del ADN con 

el fin de poder estudiarlo, analizarlo o manipularlo (Checa, 2016). 

 

El primer paso para desarrollar experimentos con marcadores moleculares es la 

extracción del ADN (Rocha, 2002). Un buen método de extracción debe mantener la 

integridad física y bioquímica del ADN e incrementar sus rangos de pureza y 

concentración (Sambrok et al., 2001) 

 

La extracción consiste en el aislamiento y purificación de moléculas de ADN y se basa 

en las características fisicoquímicas de la molécula. El ADN está constituido por dos 
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cadenas de nucleótidos unidas entre sí formando una doble hélice. Los nucleótidos 

están integrados por un azúcar (desoxirribosa), un grupo fosfato y una base 

nitrogenada (adenina, guanina, timina o citosina). La unión de los nucleótidos ocurre 

entre el grupo fosfato y el azúcar, mediante enlaces fosfodiéster, dando lugar al 

esqueleto de la molécula. Las bases de cadenas opuestas se unen mediante puentes 

de hidrógeno y mantienen estable la estructura helicoidal (Velázquez et al., 2014) 

 

 

2.11Marcadores moleculares. 

Los marcadores moleculares  que se relacionan  a una característica específica son 

de particular interés porque permiten identificar individuos que contengan esa 

característica y diferenciarlos de los que no la posean, brinda información sobre la 

diversidad genética. Esto es un aspecto importante  en el campo de la biología tanto 

aplicada como fundamental: Ecología, Biología de la Evolución, Taxonomía, 

Agronomía, Biotec-nología, Microbiología, Genética, etc (Cornide, 2000). 

 

 

2.11.1 Marcadores detectados por hibridación.  

Dentro de estos se agrupan las técnicas que emplean sondas para la detección de los 

marcadores. Las sondas son fragmentos de ADN o ARN que contienen el código 

complementario para una secuencia específica del genoma. Las técnicas más usuales 

son: Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP), Número 

variable de repeticiones en tandem (VNTR) y ADNShips (Oligonucleotide arrays) 

(Cornide, 2000). 

 

Marcadores basados en la PCR. Los marcadores identificados por amplificación del 

ADN están basados en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). La introducción 

de esta tecnología permitió nuevas posibilidades para la detección del polimorfismo 

genético (Mullis, 1994). 
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Polimorfismo significa “muchas formas”. Así pues, el polimorfismo genético, 

cromosómico o de secuencia del ADN es el responsable de la gran variabilidad 

existente entre los individuos de una misma especie (Torrades, 2002) 

 

Para los estudios de polimorfismos genético vegetal a nivel de ácidos nucleicos deben 

de contar siempre con un protocolo de extracción y purificación de ADN eficiente, lo 

que viabilizara su empleo en diversos estudios y a la vez la obtención de resultados 

con un alto grado de confiabilidad (Boiteux et al., 1999).  

 

 

2.12 Ventajas y desventajas de la extracción de ADN  

La obtención de ADN íntegro y puro es una parte fundamental para el buen desempeño 

de las técnicas utilizadas en biología molecular Tang et al. (2005)  y Wang et al.(2005). 

Es importante mencionar que una de las ventajas de utilizar métodos tradicionales es 

su bajo costo, así como un alto rendimiento. Sin embargo, en ocasiones el material 

obtenido está fragmentado. Estos métodos son susceptibles de contaminación, 

variación y errores por los múltiples pasos de manipulación (Störmer et al., 2007).  

 

El rendimiento de los kits depende del tipo de tejido y la cantidad de muestra inicial, 

así como de la capacidad de unión de la membrana. En los últimos años ha aumentado 

el uso de los métodos de extracción comerciales debido a que la matriz permite 

capturar selectivamente al ADN haciendo posible obtener un extracto de alta pureza 

con moléculas íntegras; al tiempo que se reduce el número de pasos en la extracción 

y se disminuye la posibilidad de contaminación con ADN o ARN exógeno. Los 

extractos con estas características aumentan la sensibilidad y reproducibilidad de las 

técnicas moleculares, lo que garantiza la obtención de resultados confiables. Aunque 

se sacrifique el rendimiento en algunas ocasiones, las técnicas actuales de biología 

molecular no requieren de grandes cantidades de material genético (Velázquez et al., 

2020) 
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Se puede emplear el método de extracción que se desee, lo importante es realizar 

cada paso cuidadosamente  para obtener ADN íntegro y puro que permita llevar a cabo 

las técnicas posteriores. 

 

 

2.13 Ventajas y desventajas de los protocolos de extracciones tradicionales y 

comerciales  

 

En el Cuadro 1,  se muestra la cantidad de tejido recomendada y el rendimiento 

esperado cuando la extracción se lleva a cabo utilizando combos de extracción 

comercial (Velázquez et al., 2014) 

 

 

 

En el Cuadro 2 Se tiene las cantidades de muestras y el rendimiento esperado 

utilizando combo de extracción comercial.  (Velázquez et al., 2014) 

 

Cuadro 2 Tipo de tejido, cantidad de muestra y rendimiento esperado de ADN, 

usando combo de extracción comercial. 

 

 

CAPÍTULO III. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Ubicación 

El experimento se realizó en el campo experimental, rancho El Retiro ubicado en San 

Pedro de la Colonias, Coahuila, Propiedad de la Universidad Autónoma Agraria 

Antonio Narro. La extracción del DNA, se realizó en las instalaciones de la UAAAN-

Cuadro 1 Tipo de tejido, cantidad de muestra y rendimiento esperado de ADN, 

usando combo de extracción comercial. 
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UL, Ubicada en Periférico Raúl López Sánchez S/N, Colonia Valle Verde,  en Torreón, 

Coahuila, México, en el laboratorio del Departamento de Agroecología. 

 

 

    
    

Condición Métodos  
tradicionales Métodos comerciales 

Material inicial 
Miligramos o gramos 

De 50 a 250 mg como 
máximo  

Uso de sustancias 
toxicas 

En la mayoría de los protocolos Se evita utilizarlas  

Tiempo de proceso 

Hasta varios días debido a los 
numerosos pasos a desarrollar  

Menor a 3 horas 

  

Integridad 
(considerando tejido 
en buen estado de 
conservación) 

Se requiere experiencia para evitar 
que el ADN se fragmente 

Generalmente se obtiene 
moléculas de ADN de alto 
peso molecular  

Rendimiento 
Varios microgramos, aunque puede 
incluir moléculas de ADN 
fragmentadas 

Varios nano gramos pero 
en su mayoría con 
moléculas de ADN integras 

Inhibición enzimática 

Los reactivos utilizados para la 
extracción fácilmente se acarrean 
con las muestras e interfieren con 
aplicaciones posteriores 

Poco frecuente  si se 
siguen los pasos y 
cantidades recomendadas 
por el fabricante  

Automatización  

Poco factible por los múltiples 
pasos y el uso de solventes 
corrosivos  

Altamente recomendable  

Costo Bajo Alto 

Material Cantidad Rendimiento de ADN (ug) 

Células de 
Escherichia  coli (E. 
coli) 2 x 10⁹ 10-30 

Células HeLa 5 x 10 ⁶ 20-40 

Células 293F 5 x 10 ⁶ 15-30 

Sangre de humano  200 ul 3-10 

Cola de ratón  1 a 1.2 cm 5-25  

Cerebro de ratón  25 mg 10-30  

Hígado de ratón  25 mg 10-30 

Vaso de ratón  25 mg 10-40  

 Spinacia oleracea  100 mg 2.0-2.5 

Arabidopsis italiana 100 mg 1.8-3.1  

Medicago sativa 100 mg 2.1-3.0 

 Helianthus annuus  100 mg 1.6-4.0 

Fungi  100 mg 1.1-1.4 

Glycine max  100 mg 0.3-2-0 

Triticum  100 mg 9.2-14-6 

Zea mays   100 mg 4.4-6.6 

Solanum 
lycopersicumJitomate 100 mg 1.0-2.3 
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3.2 Material biológico 

Se evaluaron genotipos del CENTRO INTERNACIONAL DE MEJORAMIENTO DE 

MAIZ Y TRIGO (CIMMYT),  se seleccionó la línea 3 para el estudio, dos surcos por 

línea de 10 m de largo. Se colectaron 25 hojas de las plantas de la línea 3 y se llevaron 

al laboratorio para su análisis. Las muestras fueron lavadas con detergente, agua 

destilada y para su desinfección se utilizó etanol al 70%. 

 

Se continuó con el secado de las hojas en la estufa a 60°c por 24 horas, posteriormente 

se molieron las muestras y se colocaron en pequeñas bolsas de plástico etiquetadas. 

Guardadas a temperatura ambiente para continuar con la extracción de DNA. 

 

 

3.3 Reactivos del Buffer de extracción 

 200 mM de Tris de HCL  pH 7.5 

 250 mM NaCL 

 25  mM EDTA 

 0.5% Duodecil Sulfato de Sodio (SDS) 

 Los tratamientos: Se modificaron sólo en la concentración del NaCl (mM): T1, 

200; T2, 250; T3, 300 y T4, 400 mM.  

 

3.4 Para la extracción de DNA.  

Se pesaron 100 mg del tejido de las muestras colectadas  y se colocaron en tubos 

eppenford (25 por tratamiento) se adicionaron 750 l de buffer de lisis (se utilizaron 

dos concentraciones de buffer 200 y 400 mM) se dejaron reposar por 4 horas y luego 

se sometieron a agitación vigorosa en el vortex por 2 minutos. Se tomaron 300 l de 

sobrenadante y se colocaron en un nuevo tubo eppenford, se adicionó 300 l de 

isopropanol  a temperatura ambiente por cinco minutos. Se centrifugó las muestras a 

13,000  rpm (revoluciones por minuto). Se eliminó el sobrenadante y se dejo secar a 

temperatura ambiente. Finalmente se disolvió en 100 l del buffer de Tris-EDTA (TE) 

pH 7.5, y se conservó en refrigeración (4 ºC) para su análisis posterior. 
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3.5 Determinación de concentración (ngmL-1), pureza (relación absorbancia 

aA230/A260) y rendimiento del DNA (ngmg de tejido-1) 

Para la determinación de concentración del DNA se calculó la absorbancia de 260 nm. 

La absorbancia del DNA a 230 y 260 nm se lleva a cabo en un espectrofotómetro 

Nanodrop 2000 de acuerdo con las especificaciones del fabricante, relaciones de1.8-

2.0 son indicadoras de pureza del DNA genómico. El rendimiento (ng de DNA  mg-1 de 

tejido), se determinará a partir de la concentración, multiplicada por la cantidad de TE 

en que se disolvió y dividido entre la cantidad de muestra utilizada. 

 

 

3.6 Diseño experimental  

Para la extracción del DNA se llevó a cabo un diseño completamente al azar con cuatro 

tratamientos, los tratamientos se modificaron sólo en la concentración del NaCL,  T1 

200 mM  NaCL; T2 250mM NaCL ; T3, 300 mM NaCL y T4, 400 mM NaCL 

Se realizaron 25 repeticiones por tratamiento y triplicado de cada una de las lecturas 

para la concentración y pureza del mismo con un L de muestra. Se realizó un análisis 

de varianza y prueba de medias entre tratamientos de un total de 75 datos por 

tratamiento y de 30 para el testigo Comercial. 

CAPÍTULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1 Extracción de ADN. 

4.1.1 Extracción de DNA (ng L-1) de hojas de maíz. 

Como se puede observar en las Figuras 4 y 7, los valores de extracción de DNA que 

se comportaron de manera más homogeneos fueron para los tratamientos 4 y 7 (Figura 

4 y 7 respectivamente); sus valores oscilaron de 10-20 ng L-1. El mejor tratamiento 

de extracción resultó T3 (figura 6), aunque sus valores fueron menos homogeneo, 

oscilando los valores de 10-200 ng L-1. 
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Figura 4. Distribución de la extra -1) de hojas de maíz de 25 

repeticiones y triplicado por repetición para el tratamiento 1. 

 

 

Figura 5. D -1) de hojas de maíz de 25 

repeticiones y triplicado por repetición para el tratamiento 2. 
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Figura 6. -1) de hojas de maíz de 25 

repeticiones y triplicado por repetición para el tratamiento 3. 

 

Figura 7. D -1) de hojas de maíz de 25 

repeticiones y triplicado por repetición para el tratamiento 4. 

 

4.2 ANOVA para Extracción de DNA.  

De acuerdo con el análisis de varianza (Cuadro 3), se confirman las diferencias entre  

tratamientos, destacando las diferencias estadísticas de medias (CUADRO 4) entre 

los tratamientos 4 y 1 y sin diferencia entre los tratamientos 2 y 3. 

 

Cuadro 3. Estadísticos descriptivos de las concentraciones de ADN en 

tratamientos de maíz. 

Cuadro 3 Diferencia entre tratamientos en la extracción de DNA de hojas secas 

-  
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T1 75 18.47   B   

T3 75 9.52     C 

T2 75 8.75     C 

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. 

 

4.1.2. Pureza  (relación 260/280) del DNA extraído de las hojas de maíz, 

cuantificado con equipo Nanodrop 2000. 

Como se puede observar en las Figuras 8 y 11, los valores de pureza son variables y 

heterogéneo, los cual es un indicativo de la necesidad de ser cuidadosos y eficientes 

en el proceso de extracción, dado que los valores esperados de buena pureza deben 

de oscilar entre 1.8 y 2.0, como se observará, los tratamientos no logran cumplir con 

este criterio, se recomienda estandarizar la extracción primero, así como el proceso 

de purificación a fin de obtener un producto de calidad.  

Cuadro 2 Estadísticos descriptivos de las concentraciones de ADN en 

tratamientos de maíz. 

 

Fuente        

GL 

     SC       CM     F       P 

  Tratamientos 3 20912 6970.5 23.49 0.000 

  Triplicados 2 853 426.6 1.44 0.239 

  Error 294 87259 296.8     

  Falta de ajuste 6 1498 249.6 0.84 0.541 

Total 299 109024       
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Figura.8  D -1) de 

hojas de maíz, de 25 repeticiones y triplicado por repetición, para el tratamiento 1. 

 

Figura .9 D -1) de 

hojas de maíz, de 25 repeticiones y triplicado por repetición, para el tratamiento 2 
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Figura 10. D -1) 

de hojas de maíz, de 25 repeticiones y triplicado por repetición, para el tratamiento 3 

 

 

Figura 11. D -1) 

de hojas de maíz, de 25 repeticiones y triplicado por repetición, para el tratamiento 4. 
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Análisis de varianza (ANOVA) de Pureza del DNA extraído de las hojas de maíz. 

 

El análisis de varianza (ANOVA) de Pureza (relación 260/280), el DNA extraído de 

las hojas de maíz, se cuantificado con equipo Nanodrop 2000. 

 

De acuerdo con el ANOVA se encuentran diferencias altamente significativas entre los 

tratamientos (P<0.001) (Cuadro 5), y el análisis de medias (Cuadro 6), indico que los 

mejores tratamientos para determinar la pureza  T3 y T2,  con 1.90 y 1.84. 

 

La relación A260/A280 indica la pureza de preparación del ADN con respecto a la 

presencia de proteínas contaminantes, y aunque los valores obtenidos en la mayoría 

de las preparaciones de DNA parecían adecuadas (valores entre 1.8 y 2.0), (Sambrook 

y Russell, 2001; Gryson, 2010), esto  no es un criterio absoluto. 

 

Otro indicador de calidad para los extractos de ADN puede obtenerse a partir de la 

relación de A260/A230, se recomienda que sea de 1.7, lo que significa que la A260 daría 

lugar a una cuantificación precisa de ADN. Un valor menor que 1.7 se asocia con la 

presencia de compuestos fenólicos e hidratos de carbono que pueden interferir con la 

PCR (Corbisier et al., 2007; Demeke et al., 2009; Gryson, 2010). 

 

Cuadro 4 Análisis de varianza de la pureza en la extracción del DNA de hojas de 

maíz. 

 

 

 

 

Fuente GL       SC           CM         F       p 

  Tratamientos 3 26.182 8.7273 5.81 0.001 

  Duplicados 2 1.633 0.8164 0.54 0.581 

Error 294 441.887 1.5030     

  Falta de ajuste 6 10.854 1.8091 1.21 0.302 

Total 299 469.702    
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Cuadro 5 ción del 

DNA de hojas de maíz. 

 

 

 

 

 

 

Medias con la misma letra en la columna no difieren estadísticamente (=0.05) 

 

 

4.1.3. Rendimiento de extracción del DNA tejido de hoja de maíz (ng mg-1) 

El mejor rendimiento de extracción del DNA tejido de hoja de maíz  fue en los 

tratamientos 1-4. Como se puede observar en las figuras, el rendimiento obtenido de 

DNA por g de tejido vegetal, aunque fue muy homogéneo  los mejores tratamientos 

fueron los tratamientos 1 y 4  (Figura 12 y 15). Sus valores oscilaron entre 587  y 369 

ng mg1. 

 

 

 

 

 

 

Trat. N Media Agrupación 

T3 75 1.90320 A   

T2 75 1.84053 A   

T4 75 1.65387 A B 

T1 75 1.15067   B 
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Figura.12 -1) de hojas de maíz, 

de 25 repeticiones y triplicado por repetición, para el tratamiento 1. 

 

Figura.13 -1) de hojas de maíz, 

de 25 repeticiones y triplicado por repetición, para el tratamiento 2. 

 

 

 

 

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

1800

0 10 20 30 40 50 60 70 80

R
en

d
im

ie
n

to
 D

N
A

(n
g-

m
L-1

)

muestras

-100

-50

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

0 10 20 30 40 50 60 70 80

R
en

d
im

ie
n

to
 D

N
A

(n
g-

m
L-1

)

muestras



26 
 

 
 

 

Figura 14 -1) de hojas de maíz, 

de 25 repeticiones y triplicado por repetición, para el tratamiento 3. 

 

 

Figura 15. Resultados del rendimiento de DNA extraí -1) de hojas de maíz, 

de 25 repeticiones y triplicado por repetición, para el tratamiento 4. 
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Rendimiento obtenido de DNA (ng mg1) 

Los máximos rendimientos de ADN se obtuvo  en el tratamiento 4 y 1, con 587 y  369 

ng mg-1, considerándose el tratamiento 4 como el mejor y  teniendo mínimos en el 

tratamiento 3 y 2  con 190 y 175 ng mg1  (Tabla 5).  

 

 

 

TRATAMIENTOS         ng mg-1 tejido 

T4 587a 

T1 369b 

T3 190c 

T2 175c 

Medias con la misma letra en la columna no difieren estadísticamente (=0.05) 

 

4.2 Análisis de los resultados empleando un reactivo de extracción comercial de 

DNA de plantas (PlantDNAzol®) de Invitrogen. 

Como se puede observar en la figura 16, se obtuvo los siguientes resultados. 

En la  extracción del DNA se obtuvo de 20- 40 ng, en cuanto a pureza hubo una alta 

homogeneidad  obteniendo datos de 1.5-3 ng y  se obtuvo un rendimiento de 200-400 

ng uL.   
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Figura 16. Resultados de la extracción del DNA de plantas de maíz empleando un 

reactivo comercial para plantas Plant DNAzol® de invitrogen, empleado 10 

repeticiones y lecturas por triplicado de cada repetición. Donde A, es para extracción 

del DNA del tejido, B;  pureza y C, rendimiento.  
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Discusión 

Para nuestros resultados fue necesario seleccionar 25 plantas diferentes de la misma 

parcela y el análisis de cada resultado se realizó por triplicado a fin de fortalecer la 

precisión y exactitud de los mismos. 

 

Como lo señala (Riu et al., 2020) todos los que somos responsables de resultados de 

ensayo, sentimos una especial preocupación y compromiso por conseguir en primer 

lugar, que los valores que proporcionamos sean exactos y preciso.  

 

De  acuerdo con Abdel-Latif y Osman (2017), reportan tres métodos de extracción con 

una extracción de 11.2-386.9 ng de DNA mg muestra-1, donde su mejor método de 

extracción, resulta similar al nuestro, los costos actuales por muestra, solo del kit es 

promedio de 110-120 pesos, costos superiores a los encontrados en nuestro estudio. 

Los resultados son similares a los nuestros en cuanto a la pureza obtenida (1.61-2.0), 

en nuestro estudio, los valores fuero de 1.0-3.0.  

 

Bermúdez-Guzman et al., (2016), reportaron promedios de 990 pg de DNA mg de 

tejido-1 en plantas de caña de azúcar, empleando Nitrógeno  liquido, con alto nivel de 

pureza, rangos de 1.92-2.0. Sin embargo, el Nitrógeno líquido, es un factor que afecta 

a los costos de extracción (Bermúdez-Guzmán et al., 2016).  

 

Es claro que, si deseamos mayor pureza, se requerirá en este caso, purificar las 

muestra, lo que implica que habrá una pérdida de DNA por el procesamiento.  

 

Situación que no fue posible en todas las variables, ello puede deberse a dos aspectos, 

como se ha reportado por resultados previos (Hernández-Sosa, 2019), donde los 

resultados se afectan por el analista y equipo utilizado. 
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Los resultados encontrados concuerdan con lo señalado por San Juan-Badillo et al. 

(2014), existe un alta heterogeneidad entre los métodos de extracción evaluados y los 

rendimientos de DNA obtenidos por gramos de tejido vegetal de maíz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



31 
 

 
 

CONCLUSIONES 

Mediante el proceso de extracción de ADN el protocolo de estudio ha  evidenciado ser 

una alternativa  para la extracción y cuantificación, haciéndose posible validar  a nivel 

regional en los laboratorios. 

Nos ayudara a medir las expresiones genéticas y nos será de gran ayuda para diseñar 

experimentos más valiosos para lograr avanzar una parte importante del conocimiento. 

Promover las mejores prácticas de laboratorio de biología molecular en lo general y de 

extracción de ácido desoxirribonucleico (ADN) de plantas de maíz en lo particular.   

La importancia  que se debe tener en consideración al material, equipo utilizado y la 

estricta disciplina y enfoque que se tiene al realizar estudios similares  ya que los 

resultados se ven afectados por el analista directamente como antes ya se ha 

reportado por resultados previos (Hernández-Sosa, 2019). 

 

Queda demostrado que existe una diferencia altamente significativa en la 

cuantificación de extracción  de ADN y en el análisis de pureza extraído con respecto 

al equipo de cuantificación siendo con este estudio resultado de ser eficiente y 

reproducible. 

 

El objetivo se cumplió, sin embargo se requiere repetir y homogenizar la extracción a 

fin de garantizar que el método pueda ser validado, dado que los equipos de 

cuantificación presentaron diferencias significativas.  

 

Se sugiere mejorar los procesos de pureza y definir el número de lavados de muestra 

con etanol y definir las posibles pérdidas que con ello conlleve por cada lavado. 

 

Cabe mencionar la importancia que debe tenerse con el material y el equipo utilizado 

tanto la estricta disciplina al realizar estudios preliminares moleculares y durante todo 

el proceso de extracción y cuantificación, ya que como se pudo ver los resultados se 

afectan por el analista y equipo utilizado  
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Se ha demostrado que existe una diferencia altamente significativa en la cuantificación 

de la extracción de DNA y el análisis de pureza extraído con respecto a los tratamientos  

De acuerdo con el análisis de medias, el tratamiento T4 generó la mejor extracción 

(29.39 ng L), rendimiento de 587 ng mg-1 de tejido de hoja de maíz y la pureza con 

contaminación (1.65), estadísticamente no diferente de los tratamientos T2 (1.9) y T3 

(1.84), pero sí de T1 (1.15). 

 

En cuanto a la obtención de pureza, los resultados fueron muy homogéneos tanto en 

tratamiento como en el testigo, por lo cual se recomienda estandarizar la extracción, 

así como el proceso de purificación a fin de obtener productos de calidad. 

Para mejorar el proceso de extracción se sugiere seguir estrictamente los pasos del 

protocolo,  y la manipulación correcta de los equipos 
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