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Resumen
Los caparazones de las tortugas gigantes estdn siempre expuestos, el cual

puede afectarlos a través de la exposicion a bacterias, hongos y otros
organismos presentes en el entorno. El microbioma asociadoa los caparazones
de las tortugas gigantes de Galdpagos (Chelonoidis spp) no ha sido
caracterizado hasta la fecha. Para ello, es necesario establecer ciertos
pardmetros que permitan la extraccion de ADN de los microorganismos que
puedan encontrarse en dichos caparazones. El objetivo de este estudio
consistié en encontrar la metodologia éptima parala extraccion de ADN de
bacterias utilizando muestras de raspados de caparazén de tres especies de
torfugas gigantes de Galdpagos. Enconframos que el pretratamiento utilizando
esferas de cristal e incubaciény el kit DNEasy PowerSoil Pro Kit de Qiagen fueron
los mds Optimos para estetipo de muestra, dando como resultado una gran

riqueza de géneros bacterianos en cada una de las muestras secuenciadas.

Abstract
The carapace of Galapagos tortoises is constantly exposed to the

environment, which could lead to the colonization of bacteria, fungi, and
other organisms. The microbiome associated to the tortoise carapaces hasn’t
been studied and characterized yet. In order to do so, it is necessary to
determine best protocols for DNA extraction of carapace samples. The main
goal of this study was to identify the optimal methodology for DNA extraction of
bacteria using carapace scrapes from three species of Galdpagos giant
tortoises. We concluded that a pretreatment using glass beads followed byan
incubation process, along with the Qiagen DNEasy PowerSoil Pro Kit, yielded
the best results for this type of sample. Final results obtained by sequencing

have proven a high richness of bacterial genera on carapace samples using

this technique.
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1. Infroduccidon

Las tortugas gigantes, que durante el Pleistoceno se encontraban distribuidasen
todos los continentes, ahora solo se encuentran en las Islas Galdpagos yen el
archipiélago de Aldabra (Gunther, 1874), enfatizando la necesidad de
proteger y conservar los individuos y especies remanentes. Histéricamente, la
poblacion de tortugas gigantes en Galdpagos se ha visto severamente
afectada a causa de la caza en los siglos XVIII y XIX, y como consecuencia,
hubo una disminucién de hasta el 90% de la poblacién originaria, causandola
extincion de dos de las catorce especies de tortugas que solian habitar enlas
Islas Galdpagos (Hennessy, 2019; IUCN, 2023). En los siglos XIX y XX, lasespecies
invasoras empezaron a convertise en plagas, depredadores y hasta
competidores de las tortugas, ocasionando una mayor disminucién en la
poblacion de estas especies (Froyd et al., 2014; Padilla et al., 2018, Vasconez
Robalino, 2018).

No fue hasta 1959, cuando se establecio la Direccion del Parque Nacional
Galdpagos (DPNG) vy la Fundaciéon Charles Darwin  (FCD), que
verdaderamente se empezaron a realizar esfuerzos de conservacion de las
tortugas gigantes, convirtiendose en el logo de estas instituciones y en
simbolos de ciencia y conservacion en todo el mundo (Hennessy, 2019). El
programa de crianza en cautiverio de las tortugas de Galdpagos es uno delos
proyectos de conservacion mds exitosos del mundo, criando a mds de ocho
mil tortugas juveniles y reintroduciéndolas a sus poblaciones originarias (Hunter et
al., 2013).

Debido al comportamiento migratorio que tienen algunas especies de
torfugas gigantes, especificamente aquellas que se encuentran en la isla
Santa Cruz, estas se ven expuestas constantemente a la actividad antrépica
(Froyd et al., 2014). La intervencidbn humana sigue expandiéndose
radpidamente, produciendo consecuencias directas sobre las tortugas, comola
pérdida de hdbitat, el comercio ilegal, y la exposicion a enfermedades
(Mdrquez et al., 2004; Padilla et al., 2018; Nieto-Claudin et al., 2021). Uno delos
casos mds recientes de estos efectos lo podemos observar en la presenciade

genes resistentes a los antimicrobianos asociados a actividades humanas



en las tortugas gigantes localizadas en la isla Santa Cruz (Nieto-Claudin et al.,
2021).

Actualmente, las especies de tortugas de Galdpagos remanentes estdn
todas bajo diferentes niveles de amenaza, que van desde vulnerables hasta
criticamente amenazadas (IUCN, 2021). Ademds, se encuentran en el
apéndice Il del CITES, donde ‘“se incluyen especies que no se encuentran
necesariamente en peligro de extfincidon, pero cuyo comercio debe
controlarse a fin de evitar una utilizacion incompatible con su supervivencia”

(Https://cites.org/esp/disc/how.php).

De manera similar, las tortugas de la regién son de critica importancia para el
mantenimiento de la salud de los socio-ecosistemas del archipiélago, debidoa
que son dispersoras de semillas y modificadoras del paisaje (Gibbs et al.,2010),
ademds de ser uno de los principales atractivos turisticos del pais (Watkins &
Oxford, 2009).

Por esta razén, el Programa de Ecologia del Movimiento de las Tortugas de
Galdpagos (PEMTG; www.gianttortoise.org) de la FCD realiza desde el 2009
numerosas investigaciones para determinar la ecologia migratoria vy
reproductiva de las tortugas terrestres y su estado de salud en diferentes islas.Con
ellose buscaestablecerde qué maneralainteraccion entre las tortugas,los seres
humanos y los animales domésticos puede afectar el bienestar y la salud de las
tortugas y sus ecosistemas (Blake et al., 2012; Bastille-Rousseauet al., 2017; Yackulic
et al., 2017).

A pesar de todas las investigaciones que se han realizado en el archipiélago,
han sido muy pocas las que se han dedicado a la parte microbioldgica de
los diferentes ecosistemas, cOmo el microbioma que se puede encontrar enel
suelo agricola y ganadero (Martinez Vargas, 2022), que son dreas en quese
pueden encontrar tortugas de Galdpagos. Los microorganismos provenientes
del suelo ganadero podrian combinarse con el que estd presente en el
caparazon de las tortugas, causando alteraciones cuyas consecuencias se

desconocen hasta la fecha, de acuerdo a la literatura publicada.



Las amenazas que enfrentan las tortugas gigantes de Galdpagos estdn todas
vinculadas a los numerosos impactos antropogénicos, siendo uno de ellos la
potencial patogenicidad de agentes infecciosos emergentes, de los cuales
se posee escasa informacion (Padilla et al., 2018; Nieto Claudin et al., 2021).Por
estas razones, es crucial profundizar los conocimientos y establecer unalinea
base sobre el microbioma bacteriano presente en el caparazén de estas
tortugas, y asi entender cémo éste podria afectar en su estado de salud,para que

se puedan reforzar los planes de conservacion y manejo existentes.

En 2013, se encontré y describid un nuevo género y especie de hongo
(Aphanoascella galapagosensis), que fue aqislado de una lesiobn con
coloracion blanguecina que se presentd en el caparazén de una tortuga
gigante (Chelonoidis nigra microphyes) en una coleccion zooldgica en el surde
Texas (Sutton et al., 2013). Estas lesiones son crecimientos de diferentes formas que
se encuentran en el caparazén o hasta en el plaston, pueden llegar a la
queratina de el caparazén (Guillen y Zeas, 2022). En poblacionesnaturales se
han podido constatar estas lesiones en algunas especies de tortugas gigantes,
incluyendo Chelonoidis porteri y Chelonoidis donfaustoi en Santa Cruz vy
Chelonoidis vandenburghi en kabela. Los recientes datos aportados por
Guillén y Zeas (2022) confirman la presencia de A. galapagosensis en los
caparazones de las tortugas de la especie C. porteri, sin embargo, se
desconoce hasta la fecha si las lesiones observadas en C.donfaustoi y C.
vanderburghi son debidas a esta misma especie fungica. Lapreocupacion
reside en que se desconoce completamente el microbiota bacteriano que
puede estar asociado a estas lesiones, asi como los posibles efectos que
podrian generar en la salud de los individuos en los que se presentan. Se
conoce que las especies microbianas rara vez viven en poblaciones
monoespecificas y suelen interactuar entre siy con su hdbitat,incluyendo a sus
organismos anfitriones (Wooley et al., 2010), lo que sugiere una etiologia
multifactorial de estas lesiones presentes en el caparazon de lastortugas gigantes

de Galdpagos.

En una investigacion llevada a cabo por el PEMTG en colaboracién con la
Universidad del Azuay se ha evidenciado la presencia de varias especies de

hongos y bacterias en estas lesiones. Guillen y Zeas (2022) sugieren la



coexistencia de cierta diversidad de bacterias (Arsenicicoccus spp., Bacillus,
Solibacillus, Burkholderia spp., entre otfros) en el caparazén de las tortugas.
Considerando la naturaleza metodolégica del trabajo, es posible que gran
parte de la diversidad bacteriana no pudiera ser determinada ya que los
ensayos se basaron fundamentalmente en el cultivo microbioldgico. Mds del 80%
de las bacterias descritas no son cultivables por métodos tradicionales(Nieto
Claudin et al., 2019), y el éxito de los medios de cultivo depende de la seleccién
y concentracion adecuada de nutrientes, lo que a su vez requiere de
conocimientos bdsicos sobre los microorganismos y sustratos de las muestras
a analizar (Gémez & Batista, 2006). Gracias a esta falta de conocimiento sobre
los microorganismos presentes en este tipo de muestras, se considera oportuno no
solo estudiar las bacterias presentes en las lesiones(dreas blanguecinas que se
encuentran en el caparazén, denominadas en este estudio como
“caparazén con lesidon”), sino también estudiar eidentificar las bacterias que
se encuentran en los “caparazones sanos” (aquellos enlos que no se observan
dichas dreas blancas y que conservan laintegridad de la queratina y su
coloraciéon), y establecer comparaciones entre ambos. También resulta
interesante estudiar las diferencias del microbioma entre diferentes especies,
para asi obtener un entendimiento mds completo sobre el microbioma
bacteriano que presentan las tortugas gigantes de Galdpagos en su

caparazon.

La limitacidén que representa el cultivo de microorganismos para evaluar su
diversidad se puede solventar a través de la secuenciacion de ADN de
tercera generacién, utilizando la metagendmica. Para lograr tener una
buenasecuenciacidnde ADN, éste se tiene que extraerde la muestray debeser
representativo de la informacién genética presente en ésta. La extraccion de
ADN es uno de los grandes descubrimientos de la ciencia, ya que presentael
desafio de la ruptura de la pared celular para asi lograr alcanzar el ADN
(Guevara, 2004). Para tener éxito en la ruptura celular deben emplearse
métodos mecdnicos y/o enzimdaticos (Mosquera, 2005). De esta manera se
permite la identificacion y caracterizacion de microorganismos, seres vivos y
enfermedades (De Alda et al., 2019). Esta técnica permite tener almacenada a
largo plazo la informacién de cada organismo vivo (Zuhiga Guevara, 2014).La

metagendmica es el andlisis del conjunto de genomas de una comunidad
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microbiana, fambién denominada metagenoma. Este tipo de andlisis permiteel
estudio de una amplia variedad de genes y sus productos, por lo tanto, es una
herramienta poderosa para entender la diversidad de los distintos nichos
ecolégicos a tfravés de muestras ambientales (Vélez, 2009; Cortés-Lopez et al.,
2020). La metagendmica presenta varias ventajas para el diagndstico de
enfermedades e identificacidn de microorganismos, ya que supera en
cobertura y eficiencia a otros métodos y disminuye la identificacion errébneade
especies (Vazquez-Euan et al., 2017). Esta metodologia no depende de
medios de cultivo, los cuales solo pueden cultivar un pequeno porcentaje dela
poblacién microbiana (Wooley et al., 2010), y permite identificar
microorganismos a través de los genomas aislados del entorno natural
(Nielsen et al., 2014). Asimismo, la naturaleza sensible y rica en datos de la
secuenciacion metagendmica, junto con las eficaces herramientas
bioinformdticas actuales, han posibilitado identificar comunidades de
bacterias como Clostridium difficile, Enterobacter cloacae, etc. (Khoruts &
Sadowsky, 2016; Mafune et al., 2019; Leggett et al., 2020).

Existe solo una investigacidon mds sobre protocolos para la extraccién de ADN en
muestras de raspados de caparazén de tortugas gigantes de Galdpagos,la
cual fue redlizada por Guillen y Zeas (2022) con énfasis en el aislamiento de
especies fungicas. Es importante implementar una metodologia que permita
aislar el material genético de bacterias en la cantidad y calidad suficiente
para ser utilizado en experimentos de metagendmica. Para ello existen
numerosos kits comerciales que tienen protocolos preparados para la
extraccion de ADN bacteriano en diferentes tipos de muestras. Entre ellos estéel
Dneasy PowerSoil Pro Kit de Qiagen, el kit NucleoSpin ® Microbial DNA de
Macherey-Nagel, el kit de Invitrogen (Purelink® Genomic DNA Mini kit) y
también un protocolo casero que utiliza CTAB (Van Burik, J. A. et al.,1998), yaque
no solo los kits comerciales se han utilizado con la finalidad de extraer el ADN
bacteriano. Estos protocolos pueden ser complementados con
pretratamientos, con el objetivo de mejorar la etapa de lisis y con ello evitar sesgos
al momento de estimar la diversidad bacteriana (Corcoll et al., 2017). Dentro de
los posibles pretratamientos se incluyen cambios de temperaturas, aplicacion de
diferentes enzimas, uso de distintos métodos mecdnicos parala ruptura celular,

enfre ofros (Mosquera, 2005).
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Hay algunas técnicas que permiten evaluar los prefratamientos con el
objetivo de seleccionar aquellos que resulten mds efectivos. Una de estas
técnicas es la electroforesis en geles de agarosa, que sirve para separar
moléculas de ADN segun su forma y tamano y asi tener una idea de su
concenfracion y su intfegridad (Cornejo Romero et al., 2014). Por otro lado, la
espectrofotometria sirve para determinar con precision la concentracion
molecular del ADN vy otras biomoléculas. Esto es gracias a la capacidad del
ADN de absorber la luz ultravioleta a 260nm, lo que ayuda a saber su
concentracion (Cornejo Romero et al., 2014; Parra Rojas, 2015). También permite
estimar la pureza de una muestra, obteniendo la razdn del 260/280, siendo el 260
la longitud de onda en la cual absorben las bases nitrogenadas del ADN y 280 la
longitud de onda en la que absorben los aminodcidos aromdaticos de las
profeinas (Parra Rojas, 2015). Por Ulfimo, la fluorimetria ayuda con la
cuantificacién del ADN. Uno de los equipos que se puede utilizares el Qubit de
Invitrogen, el cual es una buena opcién para cuantificar muestras raras y
dificiles de procesar (Nucleic Acid Quantification Support— Getting Started |

Thermo Fisher Scientific - NL, s. f.)

El MinNION™ de Oxford Nanopore Technologies (ONT) es un secuenciador
portdatil de tercera generacion, disenado para generar lecturas largas y
capaz de secuenciar grandes cantidades de ADN. Este equipo, junto con los
kits que permiten el procesamiento de las muestras de ADN previo a la
secuenciacion, ha probado ser eficiente en la determinacidén demicrobiomas
bacterianos, sin tener un proceso de cultivo de por medio (Benitez-Pdez et al.,
2016; Mafune et al., 2019; Tosco Herrera, 2019; Kisovd et al., 2020). El principio del
MinION se basa en el reconocimiento de una perturbacién de la corriente
eléctrica en una proteina nanoporosa. En lineasgenerales, cuando una hebra
de ADN estd dentro del nanoporo, losnucledtidos inducen un cambio en la
corriente eléctrica basal, la cual es reconocida por los sensores del dispositivo
y luego se traduce en una secuencia de nucledtidos a través de un algoritmo

(Runtuwene et al., 2019).

Existen varias opciones disponibles de kits patentados para el MinlON, quevan
desde un kit de preparacion répida sin PCR, kits basados en PCR de alta

precision, e incluso kits de propodsitos especiales como 16S barcoding, low
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input y ultralow input (Runtuwene et al., 2019). Precisamente, el 16S barcodingkit
puede ser utilizado para la identificacion de la diversidad bacteriana enuna
o mds muestras. En vista de que la calidad de la secuenciaciéon y la
representatividad del microbioma dependen en gran medida del ADN
utilizado, es de suma importancia contar con un protocolo adecuado para

la extraccion y posterior evaluacion del ADN.

Tomando en consideracion lo anteriormente expuesto, se propone en este
trabajo comparar distintos kits de extraccién de ADN, complementados con
diferentes métodos de pretratamiento, aplicdndolos a muestras de raspadode
caparazon de tortugas gigantes de Galdpagos. Esto con la finalidad de
establecer un protocolo que permita obtener una buena cantidad y calidad
de ADN, que sea representativo de la diversidad bacteriana presente en
caparazones con vy sin lesion. Cumplir con estos requisitos es esencial para
evitar sesgos en el andlisis del microbioma del caparazén. Con el ADN
extraido se analizdé la diversidad en el marco de ofro trabajo de titulacion
realizado por Perea (2023), en el cual se empled un enfoque metagendmico
a través del secuenciador portdtil MinlON (Oxford Nanopore Technologies,
ONT).
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2. Metodologia

2.1 Area de estudio
La fase de toma de muestras de este tfrabajo se llevd a cabo en las Islas

Galdpagos. En el volcan Alcedo (S00.434428, W091.088167), localizado en lalsla
Isabela, se recolectaron muestras de las tortugas gigantes de la especie

C. vandenburghi (anexo 1). Por ofro lado, en el “Rancho El Manzanillo”
ubicado en la kla Santa Cruz (300.698194, W090.402047), se muestrearon las
tortugas gigantes de la especie C. porteri (anexo 2), mientras que de la
especie C. donfaustoi se muestrearon los individuos que se encontraron en
Cerro Mesa (300.646326, W090.276518) y en Cerro Fatal (S00.635512, W090.241463)

(anexo 3).

2.2 Metodologia para la recoleccion de datos

2.2.1 Toma de muestras
Para el presente estudio, se recolectaron muestras de raspados de

caparazon sano y con lesion de las dos especies de tortugas de la isla Santa
Cruz y de la especie de la isla Isabela. Debido a que se requerian
aproximadamente 300 mg de muestra para los protocolos de extraccién de

ADN, se obtuvieron raspados de al menos 500 mg.

En la isla Santa Cruz se tomaron muestras de 10 individuos de cada especie
(cinco con lesidon y cinco sin lesidon), mientras que para el andlisis de las
tortugas de Alcedo se analizaron cinco muestras de caparazén sano y un pool

de muestras con lesion recolectadas previamente por investigadores del PEMTG.
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2.2.2 Pretratamientos

Se llevaron a cabo seis pretratamientos con el objetivo de mejorar la calidady
cantidad del ADN obtenido. Se realizaron modificaciones en la etapa de lisis
celular para evaluar distintos métodos fisicos y enzimdaticos de rupturacelular.
Para efectos de este estudio, se considerd “pretratamiento” a cualquier paso
adicional que se llevd a cabo antes de aplicar los kits de extracciéon (o en los

primeros pasos) y que no estaban incluidos en sus protocolos.

Pretratamiento 0: Como control, se hicieron las extracciones de Ias muestras con

los tres kits de extraccion, sin llevar a cabo ningun pretratamiento.

Pretratamiento 1: se realizd una resuspension del raspado de caparazdn con agua
peptonadayaguadesionizada, para pasaralVortex (DAIGGER, VortexGenie 2)
y homogenizador (SCIENTZ - 11 Germfree Homogenizer). Al finalizarse pasé a la

centrifuga (LEGEND MICRO 17) y por Ultimo al kit correspondiente.

Pretratamiento 2: Se colocd la muestra ya pulverizada por el molino (MM 400,
Retsch) en agua peptonada o desionizada, se filiré con papel filiro y se

centrifugd para luego continuar con la extraccion.

Pretratamiento 3: Se molid la muestra de caparazdén en un mortero con 8 ml de 2x
CTAB buffer (7.882 gr. Tris HCI, 4.1gr. NaCl, 0.372 gr. EDTA, 1 gr. CTAB;aforado a pH
8), se pasd a la incubaciéon con las enzimas (proteinasa K, lisozima y acromo
peptidasa) y se continud con el profocolo de exfraccidnsegin Van Burik, J. A.
et al. (1998). Con el propdsito de aislar ADN libre de ARN,también se agregd un
paso con RNAsa A a una concentracion de 10 ug/mly se incubd por 10 minutos
a 37°C.

Pretratamiento 4: Primero se pulverizd la muestra en el molino mezclador (MM400,
Retsch) y luego se colocd en el sonicador con el fin de lograr la ruptura
mecdnica. Luego se incubd con las enzimas (proteinasa K, lisozima y acromo
peptfidasa) y se prosiguid con la extraccion segun lo descrito en las

instrucciones de los kits comerciales.

Pretratamiento 5: Se molieron las muestras con perlas metdlicas y de cristal de

diferentes tamanos, con el objetivo de ampliar la superficie de contacto y



romper la pared celular de la muestra, al concluir con este paso se prosiguié con

la extraccion.

Pretratamiento é: La muestra se pulverizd previo a la extraccion con esferas
metdlicas en el molino mezclador, fras lo cual se prosiguid con la extraccion
segun el protocolo, anadiendo un paso de incubacidon con las enzimas
lisozima, acromo peptidasa y proteinasa k (las enzimas lisozima y acromo
pepfidasase incubaron conjuntamente por 1 hora a 37°C, yluego se agregd la

proteinasa k la cual fue incubada a 60°C por 2 horas).

Después de los pretratamientos, las muestras se sometieron a diferentes kits de
extraccion, con el objetivo de encontrar el método mds eficiente para la
obtencién de ADN. Los pretratamientos que se emplearon con cada kit se

pueden ver detalladamente enlas tablas 1-4
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Tabla 1: Pretratamientos aplicados al Kit de Qiagen (A)

Cédigo para Agua Agua Esferas Papel Acromo Proteinasa
el desionizada | peptonada | metdlicas | Molino |filtro Centrifuga | Vortex | Homogenizador | Lisozima | peptidasa | k Incubacién
Pretratamiento

Si; 100rpmx30

”(XQ);

200rpmxS5'
1A.1 Si; 9ml Si; 10

Si; 100rpmx30

”(XQ):

200rpmxS’
1A.2 Si; 9ml S 10°

Si; 100rpmx30

”(XQ),

200rpmxs’
1°3 Si; 9ml Si; 10

Si; 100romx30

"(x2);

200rpmx5'
1A.4 Si; 9ml N

Si; 4,4rpmx15'
2A Si 20ml Si Si 1’ Si Si 20
5A Si ST

Si; 37°x1h
Si; (junto

6A Si Sl 37°x1h lisozima) Si; 60°x2h Si




Tabla 2: Prefratamientos aplicados al Kit de Invitrogen (B)

Cédigo para
el Agua desionizada Esferas de vidrio Esferas metdlicas Molino Mortero Homogenizador
Pretratamiento
1B.1 Si; 20ml Si 5 Si; 20
1B.2 Si; 20ml Si ST Si; 20
5B Si Si; 130"
Tabla 3: Pretratamientos aplicados al Kit de Macherey-Nagel (C)
Cédigo para Agua Agua Esferas Papel Acromo | Proteinasa
el desionizada | peptonada | metdlicas | Molino | Sonicador |filtro | Centrifuga | Homogenizador | Lisozima | peptidasa | k Incubacién
Pretratamiento
Si;
4000rpm
1C Si; 20ml x10'(x2) Si; 15
Si; 44
2C.1 Si; 20ml Si i1 Si romx15'’
Si; 44
2C.2 Si; 20ml Si i1 Si romx15'
S$i;30'a Si; 37°%1h
45°q (junto Si;
4C Si Sk 42kHz Si; 37°%1h | lisozima) 55°%2.5h Si
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Tabla 4: Prefratamientos aplicados al protocolo de CTAB (D)

Cédigo para Esferas
el metdlicas |Molino |Mortero |Sonicador |Llisozima |Acromo peptidasa | Proteinasak |CTAB |Incubacion | RNAsa A
Pretratamiento
Si; Concentracion a
3D Si Si; 37°x30' Si; 40°x30' Si; 60°x2h Si Si 10 ug/ml
Si; 30" a 45° Si; 37°%1h (junto
4D Si i1 a 42kHz Si; 37°%1h lisozima) Si; 55°x2.5h Si
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2.3Extraccion de ADN, cuantificacion y evaluacion de calidad

Para la extraccion de ADN se evaluaron cuatro protocolos: 1) NucleoSpin ®
Microbial DNA (Macherey-Nagel), 2) Dneasy PowerSoil Pro Kit (Qiagen), 3)
PurelLink® Genomic DNA Mini kit (Invitrogen), y 4) CTAB (casero) (Van Burik, J.
A.etal.,1998). Enlos tres primeros se siguieron los protocolos recomendadospor los
fabricantes mientras que para el cuarto se siguieron las recomendaciones de
Van Burik, J. A. et al. (1998).

Posterior a la extracciéon, se prosiguid con los andlisis comparativos del
rendimiento y calidad del ADN obtenido para cada método de extraccion,
por medio de electroforesis en geles de 1,2 % agarosa. La concentracion de
ADN se determind midiendo la absorbancia a 260nm (A2o) con un
espectrofotdbmetro (Epoch, Biotek) y calculando la razdn Azso/Azso, con el finde
analizar potenciales contaminaciones con proteinas. Para tener una
cuantificaciéon mds precisa del ADN mediante fluorometria, se empled el Qubit

y el kit Qubit™ 3 Fluorometer (Invitrogen).

Se llevaron a cabo fres etapas para el andlisis del ADN. Primero, la extracciénpara
obtener el ADN gendmico; segundo, los productos de PCR en los que seusd
como molde el ADN gendmico, y, por Ultimo, la purificacién de dichos
productos. En cada una de estas etapas, se realizaron entre dos y tres pruebas
(Tabla 5), con el fin de comprobar la calidad y cantidad de ADN obtenido.
Los productos que cumplian con los requisitos de cantidad/calidadde cada
etapa (ADN gendmico >15000 pb y concentracién de 1,8 — 2 y producto de
PCR purificado >1500pb y concentracion de 10 ng/ulL) fueronseleccionados

para la siguiente etapa correspondiente.



Tabla 5: Etapas, pruebas y andlisis que se realizaron sobre el ADN

Etapa #Prueba | Andlisis
1 Gel

ADN gendmico
2 A2s0/ A2s0 (espectrofotometria)
1 Gel

PCR 2 A2s0/A2s0 (espectrofotometria)
3 Cuantificacion (Epoch)
1 Gel

Purificacion 2 Az60/A2so (espectrofotometria)
3 Cuantificacién (Qubit)

2.4Generacion de productos de PCR 16S marcados con Barcodes

El ADN gendmico fue utiizado como molde para llevar a cabo una
amplificaciéon especifica de regiones de ADN mediante PCR. Esta region
corresponde al gen ribosomal 16S de bacterias, ya que ha demostrado serde
gran utilidad para la clasificacion filogenética de estos microorganismos
(Filippis, Parente and Ercolini, 2017). Se utilizaron primers marcados con
Barcodes provenientes del 16S Barcoding kit (SQK-RAB204, ONT), siguiendo las
instrucciones del fabricante. El éxito de las reacciones de PCR se evalud
mediante electroforesis en geles de 1,2% de agarosa, teniendo en cuenta
que, en el gel, el producto tiene que mostrar alrededor de 1500 pb como
indica el protocolo del 16S Barcoding kit (SQK-RAB204, ONT). El resultado dela
relacion Axso/Azsoy su concentracion se registrd con un espectrofotémetro (Enduro

GDS Touch, Labnet International Inc.).

2.5Purificacion de producto PCR

Los productos de PCR fueron purificados mediante las DNA Purification SPRI
Magnetic Beads (Applied Biological Materials Inc.), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La concentracion y pureza fue analizada por

espectrofotometria (Epoch, Biotek) (Parra Rojas, 2015).
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Finalmente, los productos de PCR purificados fueron cuantificados por
fluorometria usando el Qubit (Invitrogen). Se realizé el protocolo segun su
fabricante lo recomienda, ajustando las concentraciones y mezcldndolos,
para la generacion de grupos de muestras de acuerdo con lo sugerido por el
16S Barcoding kit (SQK-RAB204, ONT).

2.6Secuenciacion del ADN usando el MinlON

Para la secuenciacion de Barcodes de ADN bacteriano se realizaron pruebas
preliminares. Este proceso se llevd a cabo en el laboratorio de Biotecnologia de
la Universidad del Azuay empleando el equipo portdtil MinlON (ONT). Se
siguieron todos los pasos preparatorios descritos en el protocolo del kit del 16S

Barcoding kit (ONT), aplicando modificaciones de ser necesario.

Con el fin de evaluar los distintos protocolos de extraccion de ADN vy
reacciones de PCR dirigidas a la regién 16S, se realizaron secuenciaciones
utilizando las Flongle Flow Cells (FLO-FLGOO1, ONT). Estas tienen una menor
capacidad de secuenciacion en comparacion a una Flow Cell “*normal”, no
obstante, su menor costo permitid realizar varias pruebas para encontrar el
protocolo que lograra una mejor representacion de la diversidad bacteriana

enlos caparazones de estudio.

La secuenciacion se monitoreé a través del Software MinKNOW (ONT),
poniendo particular atencion a la calidad de las secuencias obtenidas vy la
cantidad de poros activos a lo largo del proceso. El andilisis de la diversidadde
bacterias se realizd con el Software EPI2ME de ONT, el cual se adapta muybien a

los tipos de secuencia entregados por el equipo MInION.

2.7 Andlisis estadistico

Para evaluar la riqueza de los resultados obtenidos se utilizd el paquete iINEXTdel
programa estadistico R (R Core Team, 2022). Este paquete sirve paracalcular
y trazar curvas de muestreo de extrapolacién y rarefaccidoncontinuas (Hsieh et
al., 2016). Al tfener muestras de diferentes tamanos, se uséla curva de rarefaccion
para asi determinar la influencia de los resultados deriqueza con todos los

tamanos de las muestras (Mejia Vargas, 2017).
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3. Resultados

Al analizar los seis pretratamientos de las muestras con y sin hongo de las tres
diferentes especies de tortuga gigante con las que se trabajaron, se pudo
observar que solo los tratamientos 1C y 6A (Tablas 3 y 1, respectivamente)
mostraron una intensidad en la banda del gel lo suficientemente fuerte para
cumplir los requisitos de calidad planteados. Para la prueba de electroforesis, se
debia observar una banda intensa y definida de un tamano aproximadode
>15000 pb (Figura 1). Asimismo, en la concentracion solo cumplid con los
requisitos el prefratamiento 6A (Tabla 6), esto también se debe a que la
relacion Axso/Azsodebia que oscilar entre 1,8-2, siendo un resultado menor o mayor
a este un indicador de contaminacién por proteinas o ARN. El pretratamiento
6A consiste en pulverizar la muestra con esferas metdlicas en el molino
mezclador, para continuar con el protocolo del kit de Qiagen (Dneasy
PowerSoil Pro Kit), pero se anadié un paso de incubacién con las encimas
lisozima, acromo peptidasa y proteinasa K (k (las enzimas lisozima 'y
acromopeptidasa se ncubaron conuntamente por 1 hora a 37°C, yluego se

agrego la proteinasakla cualfueincubada a 60°C por 2 horas).

15000pb

Figura 1: Gel de electroforesis cargado con ADN metagendmico proveniente
del caparazéon de tortugas. M) Ladder 1 Kb (Invitrogen); 1) Extraccion con el
tratamiento 2A; 2) Extraccion con fratamiento 6A; 3) Extraccion directa OA.
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Tabla é: Evaluacion de ADN gendmico obtenido a partir de los diferentes
pretratamientos + kits de extraccion

Pretratamiento Gel Cuantificacion ng/ul Promedio A260/A280 Requisitos
1A X 4,13 1,559 X
1A2 X 5,67 1,807 X
1A3 X 2,98 1,515 X
1A4 X 6,23 1,9945 X
1B.1 X 15,33 1,2535 X
182 X 17,42 1,6305 X
1C v 362,73 24,9 X
2A X 6,48 1,7565 X
2C.1 X 0,72 1,1335 X
2C.2 X 2,46 -2 X
3D X 1,98 1,146 X
4C X 2,28 1,257 X
4D X 3,24 1,4555 X
SA X 6,68 1,8375 X
5B X 11,85 1,237 X
6A v 7.70 1,906 v

Para llevar a cabo las reacciones de PCR, solo se utilizaron muestras de ADN
gendémico (de las muestras con y sin hongo) con el fratamiento 6A, pues fue el
Unico que mostraba tener suficiente cantidad y calidad para pasar a la
siguiente etapa. El requisito de los productos de PCR en el gel es que debian
mostrar una banda de aproximadamente 1500 pb (Figura 2), para asi
continuar con la purificacion de dichas muestras. En esta etapa, las muestras
purificadas tenian que pasar los requisitos del gel y la relacion Azeo/Azso, como
también de la cuantificacién, siendo esta mayor a 10 ng/uL. El pretratamientobA

fue consistentemente efectivo (Tabla 7).
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Figura 2: Gel de electroforesis cargado con productos de PCR de la regién
16S. M) Ladder 1 Kb (Invitrogen); 1) muestra de C. porteri con hongo; 2)muestra
de C. donfaustoi sinhongo; 3) muestra de C. donfaustoisinhongo; 4)muestra de C.
vanderburghi con hongo

Tabla 7: Evaluacion de los productos de PCR purificados

Pretratamiento | Gel A260/A280 Promedio Pasa /No | Cuantificaciéon | Pasa / No
Espectrofotometria A260/A280 pasa Qubit pasa
6A (1) pasa 12,25 1,896 pasa 11.8 Pasa

6A (2) pasa 10,26 1,814 pasa 4,73 No pasa

6A (3) pasa 10,28 1,935 pasa 3.28 No pasa

6A (4) pasa 14,12 1,849 pasa 4,38 No pasa

Con la secuenciacién preliminar en la Flongle flow cell y el andlisis
correspondiente de las secuencias con el Software EPI2ME, se obtuvieron los

géneros de bacterias encontrados en cada uno de los caparazones de las
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tortugas. Con esta base de datos, se utilizd el paquete INEXT en R para
obtener la riqueza de seis individuos, representando las tres especies con

presencia y ausencia de lesion en sus caparazones (Tabla 8).

Tabla 8: Riqueza observada de cada especie con o sin lesidon

Especies de Presenciade |# de géneros
tortuga lesién bacteria

C. porteri sin 529

C. porteri con 1254

C. donfaustoi sin 1013
C. donfaustoi con 1227
C. vandenburghi Sin 857
C. vandenburghi con 1288

Analizando las curvas de cada individuo se pudo apreciar un nivel
considerable de riqueza, observando mayor riqueza de géneros bacterianosen
individuos con lesién, en comparacion de los caparazones sanos (Anexos 4-6).
Asimismo, se debe tener en cuenta que las muestras que tuvieron secuencias
con mayor nuUmero de lecturas son las que mds se aproximaron a la asintota de la

curva (Figuras 3y 4).
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Figura 3: Curvas de rarefaccion de muestras sin hongo, de las 3 especies de
torfugas gigantes de Galdpagos.
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Figura 4: Curvas de rarefaccion de muestras con hongo, de las 3 especiesde
tortugas gigantes de Galdpagos.
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4. Discusion

Los resultados mostraron que el pretratamiento 6A en conjunto con el Dneasy
PowerSoil Pro Kit de Qiagen generaron los mejores resultados dentro de los
pardmetros que se evaluaron para las muestras de caparazén. Este
pretratamiento consistid en un método de pulverizacién de la muestra, lo que
permitid6 aumentar la superficie de contacto a la hora de realizar la
extraccion, y un paso adicional de ruptura enzimdatica que se llevd a cabo a
través de la incubacién de las muestras con tres enzimas: acromo peptidasa,

lisozimay proteinasa K.

Al tratarse de muestras poco exploradas, esta investigacion se concentrd en
evaluar diferentes opciones de pretratamientos y kits de extraccion, usando
informaciéon de protocolos aplicados a otros tipos de muestras de las cualesse
obtuvo material genético. Debido al tipo de muestra poco frecuente utilizada
en este estudio, los pretratamientos que mostraron ser efectivos en otras
investigaciones fallaron en entregar ADN en suficiente cantidad y calidad a
partir de los raspados de caparazdn. Por ejemplo, el uso de aguadesionizada
y peptonada, utilizadas con el objetivo de resuspender la muestra, fue eficiente
ala hora de extraer ADN de muestras de sangre (LopezDA y Mejia G, 2012), pero
no dio resultados en este estudio. De manera andloga, el empleo del
instrumento de mortero ha demostrado ser efectivoen los estudios de la Red
Nacional de Biobancos - ISClll et al. (2010) y deGonzdlez Sdnchez (2018). En el
primero se comparan muchos métodos deextraccion para diferentes tipos de
muestras, con paredes celulares duras, delas cuales, en las muestras de tejidos,
se prueba una ruptura mecdnica eficiente con el mortero, obteniendo
buenos resultados. En el segundo también se obtuvieron buenos resultados en
el gely las lecturas de electroforesis de la extraccion de ADN de bacterias que
se encontraban enmacroalgas. En confraste con este estudio, que fallé en
obtener suficientecantidad y calidad de ADN para proseguir con la etapa de
PCRs.

El tipo de prefratamiento que se utilizd en este estudio funciond en el frabajo
publicado por Betancurt-Olvera (2018), en el cual se utilizaron muestras de
tejido de darbol de tejocote (Crataegus mexicana). Estos tejidos fueron en

28



forma de brotes frescos, hojas jovenes deshidratadas en silica gel y brotes
frescos liofilizados. Para poder romper las paredes celulares y obtener el ADN,se
molieron las muestras en la etapa de lisis y en la obtencion de resultadosse

obtuvieron buenas lecturas en el gel de agarosa y en la absorbancia 260/280.

Para el método de ruptura enzimdtica, se utilizaron las enzimas acromo
peptidasa, lisozima y proteinasa K. La incubacidon de estas enzimas ha
mostrado ser eficiente en la ruptura de la pared celular de las bacterias (Coll et
al., 2005; Cuan & Cdrdenas, 2018).

A diferencia del presente estudio, en donde la combinacion de las tfres
enzimas mostrd ser eficaz para la extraccion de ADN, en una investigacion
llevada a cabo por Sudrez Contreras y Yanez Meneses (2018), se encontroque
la lisozima sola fue mds eficiente a la hora de la obtencién de ADN delas
muestras que utilizaron (bacterias gram positivas y gram negativas) que lamezcla

de lisozima con proteinasa K.

En cuanto a kits de extraccion, el que mejor funciond en combinacién conlos
pretratamientos mencionados fue el DNEasy PowerSoil Pro Kit de Qiagen. Este kit
también ha mostrado ser eficaz tanto en muestras de sedimentosmarinos
(Pearman et al., 2020) como en sedimentos terrestres (Caro et al., 2023) y uvas
frituradas (Gobert et al., 2022). Por ofro lado, Sperling et al. (2018)compard este kit
como algunos ofros con diferentes muestras (compost, arcilla y fierra
superficial) y en todas tuvo éxito. Otros kits que también fueronutilizados a lo largo
de este estudio fueron NucleoSpin ® Microbial DNA deMacherey — Nagel y el
PureLink® Genomic DNA Mini kit de Invitfrogen. Aunque en este estudio se
obtuvieron cantidades bajas de ADN, el kit de Invitrogenha tenido éxito con
muestras de orina bovina (Ruales et al., 2020), hongos aislados (Fusarium
avenaceum, Stagonospora nodorum etc.) (Feng et al.,2010) y plantas de
cacao (Vera-Loor et al., 2020). Ademds de esos estudios, el de Guillen y Zeas
(2022) muestra que funciond con ADN fungico encontrado en raspado de
caparazoén. El kit de Macherey — Nagel ha demostrado buenos resultados con
material genético de diferentes tipos derocas (Jurado et al., 2009), suelos
(Cardona & Restrepo, 2023) y cepas bacterianas obtenidas de tallos de planta

de tubérculo, suelo de campo,
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cdscara de tubérculo y raices de patata (Essarts et al., 2016). Ademds de los kits
de extraccion de ADN industriales, también se intenté un método casero de
extraccion utilizando CTAB. Este método se ha realizado con algunos tipos de
muestras, como las plantas, hongos y bacterias (Honoré-Bouakline et al.2003;
Van Burik et al., 1998) pero, a pesar de que han sido realizadas para obtener el
mismo tipo de material genético (bacteriano), en este estudio nose obtuvieron

los mismos resultados.

Después de completarla extraccion del ADN y con el objetivo de avanzar enel
proceso de secuenciacion, se pudo notar que, a pesar de las desviaciones
presentes en los resultados debido a las disparidades en las lecturas entre
distintas especies, se logré obtener una notable diversidad en aquellas
especies que mostraron los resultados mds prometedores. Es esencial tener en
mente que la cantidad de lecturas no guarda una relacién directa con la
diversidad de un individuo en particular. Esto se evidencid en casos donde
ciertas especies presentaron un menor nUmero de lecturas, pero a su vez,
exhibieron una mayor riqueza, como se ilustra en el caso de C. donfaustoi_sin

hongo (figura 1, 4).

Los resultados revelan que las especies que contaron con un mayor nimero de
lecturas también estuvieron mds préoximas a la asintota en la curva. Esta
disparidad podria atribuirse a la posible preferencia de la Flonge Flow cell

hacia ciertos barcodes utilizados en el experimento.
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5. Conclusiones

e El mejor pretratamiento para la extraccion de ADN fue el 6A con el
DneasyPowerSoil Pro Kit Qiagen juntos

e Aunque se obtuvieron sesgos y contratiempos durante el proceso, el
protocolo y los criterios de seleccion que se establecid en esta
investigacion funciond para la extraccion de ADN de bacterias,
obteniendo una buenariqueza de estas.

e Conelpretratamiento establecido, se logré obtener una granriquezade
géneros de bacterias en cada una de las poblaciones muestreadasde

tortugas gigantes.

e Losretos asociados a la extraccion de ADN de muestras bioldgicas de
especies no convencionales entrana numerosos retos que deben ser
abordados en futuros estudios para optimizar las técnicas de

diagndstico microbiolégico.

5.1 Recomendaciones

Organizar bien el tiempo de la extraccion de las muestras con la llegada delKit
de secuenciacion e insumos (Flonge Flow cell).

Usar Flow cell ya que tiene una mayor cantidad de poros y durabilidad quela
Flonge Flow cell que se utilizé en este proyecto. También se podria poner aprueba
otro equipo de secuenciacion, como lo es llumina, que utiliza amplificacion
clonal y secuenciacion por sintesis quimica para permitir unasecuenciacion
répiday precisa.

Realizar lecturas de mds muestras, para disminuir el sesgo en los resultados.
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