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RESUMEN

El presente Trabajo de Investigacion, se realizé en el laboratorio de Biotecnologia

Molecular de la Universidad Nacional de Huancavelica, ubicado a 3680 msnm.dentro
del proyecto “Fortalecimiento dé capacidades logisticas y humanas en biotecnologia
molecular a fin de desarrollar estudios sobre la conservacion de poblaciones animales

293

en estado critico o en peligro de extincion en Huancavelica-Per1”, financiado por
AECID. El objetivo fue determinar que método de extraccidon nos permite obtener
ADN gendmico de alta calidad y cantidad, para ello se tomaron muestras de sangre de
vicufias capturadas en el chaccu 2009 del Centro de investigaciéon de camélidos
sudamericanos Lachocc en el paraje denominado Saccsalla, a una altura de 4450

msnm, el mencionado centro cuenta con una poblacién aproximada de 205 vicuiias

entre machos y hembras, entre adultos y crias.

Se trabaj6 con 36 muestras de sangre de vicufia que fueron transportadas al
laboratorio -en tubos vacutainer de 5mli, la extraccién de ADN se realizé utilizando
tres métodos diferentes: fenol-cloroformo-isoamilico; cloruro de sodio y acetato de
amonio. La calidad y cantidad de ADN se evidencié mediante electroforesis en geles
de agarosa al 1% y lecturas de las absorbancias de Azeo280 para determinar el grado
de pureza de ADN, como también la concentracion de ADN mediante

espectrofotometria.

Se obtuvieron indices de absorbancia a Azggpse de 1.81, 1.67 y 1.17 que corresponden
)

a concentraciones de ADN gendmico de 138.30, 60.98 y 54.73 ug/ml para los
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métodos de Cloruro de Sodio (NaCl), Fenol Cloroformo isoamilico (FCI) y Acetato
de Amonio (AA) respectivamente, la cual se verifico mediante electroforesis
observandose bandas de ADN que demuestran la calidad de ADN, concluyéndose la
efectividad de extraccién de ADN con el método de Cloruro de Sodio. Asimismo,
indicamos que los resultados obtenidos son fundamentales para iniciar los estudios de

variabilidad genética a nivel molecular en vicuiias.

Palabras claves: Métodos de extraccion de ADN, sangre, vicufla
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INTRODUCCION

En las dltimas décadas la reduccién de la biodiversidad del planeta se ha
convertido en un tema de vital importancia a solucionar. La extincién de una
especie animal representa la pérdida de un recurso que se ha desarrollado a través
de millones de afios de seleccion natural (FAO, 2007; Hoces, 2008). Un ejemplo
de la perdida de especies animales de la region de los andes del Pert es la caza
indiscriminada de vicufias la cual llego a estar catalogada en peligro de extincion,
pasando inclusive por un “cuello de botella” genético (Wheeler, 1995).

Esta especie es la mas pequefia de los camélidos sudamericanos y tiene la fibra
mas fina, que es solo comparable con la fibra del gusano de seda (Quispe, 2010).
En el afio 2006 Huancavelica contaba con 20,762 nimeros de vicuiias y en el afio
2009 contaba una poblacién de 13,785 vicufias la cual constituye una disminucién
del nimero de vicufias (DRAH, 2009), como consecuencia probable del
inadecnado manejo en silvestria, mediante cercos comunales, que podrian
conllevar a una disminucion de la heterozigocidad (Quispe, 2009b).

Por lo cual una forma de gestionar politicas de conservacion de estos animales es
mediante la evaluacion genética de variabilidad utilizando marcadores
moleculares que requieren métodos de extraccién de ADN de células del animal,

donde se debe aislar ADN puro para la prueba en estudio. Existen varios métodos
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de extraccion del ADN genémico, como el método de fenol- cloroformo-
isoamilico, cloruro de sodio, acetato de potasio, acetato de amonio, método de
bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB), efc., para diversas muestras de tejidos
del animal como la sangre, la saliva, el pelo, las heces y los musculos. El método
de fenol-cloroformo-isoamilico es el método mas usado para obtener ADN
gendmico, pero este es un método lento y laborioso, por el cual necesitamos
establecer un método de extraccion de ADN gendmico que sea una alternativa
simple, facil, rdpida y no contaminante que permite obtener ADN genémico de
buena calidad y en cantidades suficientes que pueda ser utilizado para posteriores
estudios.

El método fenol- cloroformo- isoamilico se comparé con otros dos métodos
(cloruro de sodio y el acetato de amonio) para evaluar la calidad y cantidad de
extraccion de ADN gendmico, en ese sentido el presente trabajo de investigacion
tuvo como objetivo determinar que método de los tres mencionados nos permite
obtener ADN genémico de alta calidad y cantidad para asi contribuir en el
desarrollo de la conservacion de especies mediante las técnicas de biotecnologia
molecular que permiten realizar bancos gendmicos de especies que se encuentran
en peligro de extincion, para lo cual es necesario tener optimizado una técnica de

extraccion de ADN.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1. ANTECEDENTES

Fraga ef al. (2004), evaluo la aplicabilidad de 5 protocolos en la extraccion
del ADN gendémico de Triatomineos (mosquito causante de transmision de la
enfermedad de Chagas), y describi6 el método del acetato de potasio
modificado, como un método con el que se obtiene un alto rendimiento y
pureza del ADN en un tiempo de 4 horas con una pureza de 1.94 de
absorbancia, con el método de calentamiento se trabajé por un tiempo de 30
minutos y se obtuvo una pureza de 0.79 de absorbancia, con el método
fenol-cloroformo se trabaj6 en un tiempo de 19 horas con una pureza de 1.69
de absorbancia, con el método de acetato de potasio en un lapso de 4 horas
se obtuvo ADN con una pureza de 1.93 de absorbancia y con el método
bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB) con un tiempo de 4 horas se
obtuvo ADN con una pureza de 1.90 de absorbancia, la calidad del ADN
constituye un elemento crucial para los_estudios de biologia molecular, por
ello se necesita un método de extraccion de ADN lo mas estandarizado

posible con el que se obtenga un ADN puro, no degradado, libre de ARN y
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de inhibidores de la reaccion en cadena de la polimerasa, porque cambios en
la pureza afectan los perfiles de amplificacion y esto se manifiesta en la

presencia de bandas falsas y en la poca reproducibilidad del ensayo.

Lopera et al. (2008), logro extraer ADN a partir de muestras de aletas y
larva de peces, en donde compard un protocolo modificado de extraccion de
ADN con sal comtin (NaCl) con un protocolo modificado de extraccion con
fenol-cloroformo. Las muestras aisladas de diferentes especies de peces
usando la extraccion con sal comin permitieron obtener ADN de buena
calidad con un grado de pureza de 1.9 de absorvancia y fue usado con éxito
en la amplificacion de los marcadores moleculares RAPD y microsatélite.
Esto demostrd la efectividad de la extraccion de ADN con sal comin en
comparacién con el protocolo modificado de extraccion con fenol-
cloroformo con el cual se obtuvo 1.5 de grado de pureza y es un método
lento, laborioso, contaminante. La extraccion de ADN usando el protocolo
con sal comin (NaCl) es una alternativa simple, facil, rapida y no
contaminante que permite obtener ADN de buena calidad y en cantidades

suficientes.

En el mencionado estudio la integridad del ADN se verific6 por
electroforesis horizontal utilizando un gel de agarosa al 1%, 70 V por 60 min,
en tamp6n 1x TBE (500 mM de Tris-HC1, 60 mM de 4cido bérico y 83 mM

de EDTA), la cual se muestra en la siguiente figura:
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Figura N° 01: Electroforesis en gel de agarosa donde se observa las bandas

de ADN por los dos métodos.

Método Fenol-cloroformo Meétodo sal comin (NaCl)

De igual manera De Jesus ef al. (2005), ensayd dos métodos de extraccion
de ADN, uno de ellos a partir de tejido de oreja mediante la técnica hotshot y
el otro utilizando muestras sanguineas basado en una precipitacién salina
(cloruro de sodio), se determiné la calidad y la cantidad de ADN obtenido
por ambos métodos, mediante electroforesis en gel de agarosa y
espectrofotometrfa de luz ultravioleta respectivamente; observindose que
con el método de hotshot se obtuvo ADN con un indice de absorbancia
A260/A280 de 1.2 y con el método de precipitacion salina (cloruro de sodio)
se obtuvieron ADN con un indice de absorbancia A260/A280 de 1.7, en
cuanto a la concentracion de ADN, expresada en pg/ml se obtuvo al
multiplicar el valor de A260 nm x 50 x dilucién de la muestra (33,33 veces),

la cual se muestra en el siguiente cuadro:
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Cuadro N° 01: Comparacion del indice A260/A280 y la cantidad de ADN

obtenida a partir de los métodos de extraccion ensayados.

Métodos de extraccion A260/A280 Concentracion de ADN
(ug/ml)

Hotshot (tejido) 1.2 45.00

Precipitacién Salina 1.7 368.30

(sangre)

FUENTE: De Jesus et al. (2005)

Maturrano ef al. (2009), realizé la extraccion de ADN con tres métodos
diferentes: fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (PCI), un kit comercial
(QIlAamp DNA Stool Mini Kit, QIAGEN) y el mismo kit modificado
(QlAamp DNA Stool Mini Kit, QIAGEN, buffer ASL). La cantidad y
calidad de ADN se evidencié mediante electroforesis en geles de agarosa al
0.8%, observandose mediante el método de PCI y el método del kit
comercial el ADN obtenido en la mayoria de las muestras presentaba gran
cantidad de contaminantes que inhibian la PCR, la utilizacion del kit
comercial modificado permitieron la extraccién de ADN de buena calidad

capaz de ser utilizado en pruebas moleculares.

. BASES TEORICAS.

2.2.1. La Vicuiia

La vicufia es la especie mas pequefia de los cuatro camélidos

sudamericanos, apenas alcanza un metro de altura, habita en las




llanuras de los altos andes, a una altura entre 3000 a 4000 m.s.n.m, es
una especie en peligro de extincion, debido a la caza sistemética y a un
elevado indice de mortalidad infantil e incluso prenatal, lo que impide
que las poblaciones se regeneren, su fibra es muy suave de color beige
o vicufia (marrén claro rojizo) en el lomo y blanco en la zona ventral y
las patas con variaciones, dependiendo de las zonas geogréficas donde

habitan, es la mas cotizada del mundo (Bustinza, 2001).

Por ello la vicufia es una de las alternativas para superar la pobreza de
estas comunidades ya que el potencial de la vicufia est4 en la fibra muy
fina de alto precio, en consecuencia es necesario cuidar este recurso.

(Bustinza, 2001).

2.2.2. Sangre de Vicuiia

La sangre se compone de un liquido llamado plasma y de diversos
elementos celulares los cuales son los globulos rojos, los glébulos
blancos y las plaquetas; como adaptacién al menor contenido de
oxigeno en el aire (hipoxia) por la altura, la sangre de la vicuifia posee

cerca de 14 millones de glébulos rojos o hematocitos por mm? , que

permite tener un mayor contenido de hemoglobina para una mayor
eficiencia de captacion y transporte de oxigeno. (Bas y Bonacic- 2003).
La sangre es una fuente excelente de ADN, esta presente en los
globulos blancos (o leucocitos) por ser células nucleadas (Bas y

Bonacic- 2003).

47



2.2.3. ADN

La biologia molecular ha avanzado mucho en los cuarenta afios
siguientes al descubrimiento de la estructura del ADN ya que es la que
contiene la informacion genética. El primer paso para realizar estudios
es disponer de muestras de ADN con calidad y cantidad que permita su
analisis molecular. (De Jesus ef al. 2005).

El 4cido desoxirribonucleico (ADN) constituye el material genético de
los organismos vivos, la estructura del ADN es una pareja de largas
cadenas de nucleétidos; cada nucleétido estd formado por un grupo
fosfato, una desoxirribosa y una base nitrogenada. Existen cuatro
bases: dos purinicas (o puricas) denominadas adenina (A) y guanina
(G) y dos pirimidinicas (o pirimidicas) denominadas citosina (C) y

timina (T) (Lodish ez al. 2004).
2.2.4. Extraccion de ADN genémico

La extracciéon de ADN constituye la primera etapa de los estudios de
biologia molecular, la cual requiere una seric de etapas bésicas, en
primér lugar tienen que romperse la pared celular y la membrana
plasmatica para poder acceder al nicleo de la célula. A continuacién
debe romperse también la membrana nuclear para dejar libre el ADN.
Por dltimo hay que proteger el ADN de enzimas que puedan
degradarlo y para aislarlo hay que hacer que precipite en alcohol, el

procedimiento de lisis idoneo suele consistir en un equilibrio de




técnicas y ha de ser suficientemente fuerte para romper el material
inicial, pero suficientemente suave para preservar el acido nucleico

(Somma M. 2001)

Etapas de la extraccion de ADN

1. Lisis de las células; las sales ayudan a romper la estructura de
macromoléculas como las proteinas o los 4cidos nucleicos
consiguiendo su desnaturalizacion, la adicion de un detergente
como el SDS es necesaria para desnaturalizar las membrana
plasmatica y nuclear.

2. Degradacion de la fraccion proteica asociada al ADN; se consigue
mediante la adicion de una proteasa, la fraccion proteica puede
precipitarse mejor con la ayuda de sales como el acetato de amonio
o el acetato sodico.

3. Purificacion; consta de 3 fases:

e Precipitacion del ADN; el ADN es insoluble en alcohol, por lo
que se puede precipitar con etanol a -20°C y recuperar
mediante una centrifugacion. El alcohol del sobrenadante se

llevara las sales afiadidas previamente.

e Lavado del pellet; Se realiza con etanol frio volviendo a

cenfrifugarse.

e Recuperacion; el sedimento se puede suspender en agua o

buffer Tris tras ser secado completamente (Lodish et al. 2004)
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Los métodos de extraccion permiten obtener ADN purificado a partir
de diversas fuentes para después realizar analisis especificos mediante
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La pureza del ADN es
un elemento importante en ese tipo de analisis. Si se desea obtener
ADN muy purificados, que no contengan contaminantes inhibidores,
es preciso aplicar métodos de extraccion adecuados (Somma M. 2001).
El uso del protocolo de extraccién con fenol-cloroformo ha sido el
método mas usado para obtener ADN gendémico. Estos protocolos
tienen buenos resultados para muestras de diversos origenes, sin
embargo es un método lento, laborioso y contaminante. La extraccion
de ADN usando el protocolo con sal comin (NaCl) es una
alternativa simple, facil, rdpida y no contaminante que permite obtener

ADN de buena calidad y cantidad (Lopera et al. 2008)

2.2.5. Evaluacion de ADN mediante espectrofotometria

El ADN, puede cuantificarse en soluciones acuosas, midiendo la
absorbancia (4) de luz ultravioleta. Si la muestra es pura, es decir,
no contiene cantidades significativas de contaminantes como
proteinas, fenol, etc, la medicion espectrofotométrica de la
irradiacién ultravioleta absorbida por las bases es sencilla y exacta, se
emplea el cociente 426(0/A280 para calcular la pureza del ADN, en
cuanto a la concentracion de ADN, expresada en pg/ml se obtiene al

multiplicar el valor de 4260 nm x 50 x Dilucién de la muestra. El
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numero 50 es una constante relacionada con una solucion de ADN de

doble hebra cuya concentracion es de 50 pg/ml (Somma M. 2001).

2.2.6. Evaluacién de ADN mediante electroforesis

La electroforesis consiste en la separacion de moléculas (proteinas,
acidos nucleicos) a través de una matriz tamponada (agarosa,
acrilamida). La matriz funciona como un filtro, separando las
moléculas en un campo eléctrico, de acuerdo al tamatfio y la carga neta
que poseen, en el que los fragmentos de ADN de menor tamafio
migran mas rapidamente hacia el 4nodo que aquellos de mayor
tamafio. En el caso de los acidos nucleicos, el grupo fosfato es el
responsable por la fuerte carga negativa en condiciones de pH neutro,
haciendo que los fragmentos migren hacia el polo positivo (4nodo)
durante la electroforesis (Yabar. 2003). La resolucién y velocidad de
separacion de fragmentos de ADN por electroforesis son reguladas a
través de la concentracién de agarosa (o acrilamida) en el gel y el
voltaje aplicado durante la electroforesis. Al aumentar la
concentracién de agarosa se dificulta el movimiento de los fragmentos
a lo largo del gel, el incremento del voltaje aumenta
proporcionalmente la velocidad de migracion de los fragmentos en el
gel (Yabar. 2003). Mediante el transiluminador se observa las bandas
de ADN en el gel, el cual debe observarse bandas intensamente
brillosas integras y claras, eso nos va a indicar una banda de ADN

libre de contaminantes como proteinas y fenol (Yabar. 2003).

11
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucién del estudio

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el laboratorio de
Biotecnologia Molecular de la Universidad Nacional de Huancavelica,
ubicado en el distrito, provincia y departamento de Huancavelica, a una
altitud aproximada de 3680 msnm a 74° 98° longitud oeste y 12° 78’ latitud

sur.

El clima es frio, siendo la temperatura media anual que variaentre 5a8°Cy

una precipitacion pluvial anual de 829.6 mm.

3.2. Materiales y equipos

3.2.1. Material biolégico

e Sangre de vicufia tomada en tubos vacutainer de 5 ml, estas
muestras fueron recolectadas en el Chaccu realizado por la

Universidad Nacional de Huancavelica el afio 2009.

3.2.2 Material de laboratorio

e Micropipeta 0.5 - 10 pl

12
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Micropipeta 20 - 100 pl

Micropipeta 100 - 1000 pl

Tubos Eppendorf de 2 ml

Tubos Eppendorf de 1 ml

Tubos vacutainer de 5 ml

Puntillas para micropipeta

Guantes quirtirgico

Tubos falcén graduado 50 ml

Gradillas

Papel toalla

Léamina extensible de parafina

Reactivos y buffers

Proteinasa K

Fenol — cloroformo — isoamilico (25-24-1)

Cloroformo- isoamilico (24-1)

Cloruro de sodio (NaCl)

13
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Etanol absoluto

Etanol al 70%

RNAsa

Buffer de lisis

Buffer de carga (blue-orange)

Agua ultrapura miliQ

Agua bidestilada

Acetato de amonio

Dodecil sulfato de sodio (SDS)

Buffer Tris-HCL

Triton al 1%

Agarosa

Bromuro de etidio

Etilen diamino tetra acético (EDTA)

Buffer Tris, Borato, EDTA (TBE)

Buffer T1oE; (Tris, EDTA)
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3.24  Material de campo

Guardapolvo

Camara fotografica

Jeringas

Algodén

Alcohol

Plumon indeleble

3.2.5  Materiales y equipos de escritorio

Computadora

Impresora

Folder manila

Memoria flash — USB

Papel bond A4 de 80 gr

Lapiceros

Cuadernos de apuntes

Libros

15
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3.2.6 Equipo de laboratorio

Microcentrifuga (14000 r.p.m.)

Probeta graduada

Voértex

Micropipetas P1000, P100, P20 y P10

Balanza de precision

Espectrofotometro de luz ultravioleta (UV)

Transiluminador de luz ultravioleta (UV)

Cubetas de cuarzo

Camara de flujo laminar

Congeladora a -80° C

Congeladora a -20°C

Congeladora a 4°C

Fuente de poder

Camara de electroforesis

16
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3.3. METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTO

a)

b)

Recoleccion de las muestras:

Para la toma de muestras de sangre de las 36 vicufias entre machos y
hembras se procedié a escoger aleatoriamente, las muestras de sangre
fueron tomadas por punciéon en la vena yugular, usando tubos
vacutainer de Sml conteniendo EDTA debidamente rotulados (nimero

de arete, fecha).

Métodos de extraccién de ADN genémico

Se trabajé con 36 muestras de sangre las cuales se sometieron a
distintos procesos para llegar a extraer ADN gendmico, se utilizé 3

métodos de extraccion los cuales fueron:

b.1) Método de Fenol-cloroformo-isoamilico (Maturrano ef al.)

e Se tomé 500 ul de sangre en un eppendorf de 2 ml,
seguidamente se afiadié 1 ml de buffer de lisis TKM1+tritén al
1%, se agitd en vortex y luego se centrifugd a 14000 rpm
durante 10 minutos.

o Se elimino el sobrenadante.

e Luego se afiadi6 al precipitado 1 ml de buffer de lisis
TKM1-+riton al 1%, luego se agit6 en vortex hasta disgregar el
precipitado, seguidamente se centrifugé a 14000 rpm durante

10 minutos.
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Se elimino el sobrenadante, para luego repetir el paso anterior.
Se suspendi6 en 1 ml de buffer de lisis, se agitdé en vortex, se
afiadi6 30 pl de proteinasa K y 2.5ul de RNAsa, luego se agito.
Se incubé toda la noche a 37°C con 800 pm.

Tras la incubacion se afiadi6 600 ul de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico 25:24:1, se agité invirtiendo el tubo y se
centrifugd a 6000 rpm durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

Luego se traspaso la fase superior acuosa a un eppendorf y se
afiadi6 600 ul de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 y se
desecho la fase inferior.

Se agit6 por inversion y se centrifugé a 6000 rpm durante 5
minutos a temperatura ambiente, se vuelve a repetir el paso
anterior.

Se afiadié al sobrenadante 1.5 ml de etanol a -20°C, y se
invirtio el tubo hasta que aparezca la “medusa” de ADN.

Se dej6 a -80°C durante 20 minutos para que precipite el ADN.
Se centrifugd a 10000 rpm durante 7 minutos a 4°C.

Se elimind el sobrenadante, y se afiadié 2 ml de etanol al 70% a
-20°C, y se pasé a un eppendorf de 2 mL.

Se centrifugd a 10000 rpm durante 5 minutos a 4°C.

Se eliminé el sobrenadante, luego se seco el precipitado a 37°C

durante 15-30 minutos.
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Se afiadié 500 pl de buffer TyoE;.
Se disolvié el precipitado a 37 °C durante 30 minutos.

Luego se midi6 la absorbancia Ajep/Azgp para determinar la

pureza del ADN extraido.

b.2) Método de cloruro de sodio (Lopera et al.)

Se tom¢6 500 ul de sangre en un eppendorf de 2ml luego se
afiadié 1 ml de NaCl 0.9%, se agité en vortex y seguidamente
se centrifug6 a 14000 rpm durante 10 minutos.

Se eliminé el sobrenadante, quedando solo el pellet.

Luego se afiadi6 al precipitado 1 ml de buffer lisante 1 (5ml de
Tris 2M pH 7.5, 2.5 ml de MgCi2 1M, y agua hasta 500 ml), se
agité en vortex hasta disgregar el precipitado y se centrifugo a
14000 rpm durante 10 minutos, luego se elimind el
sobrenadante.

Se volvio a repetir el paso anterior una vez mas.

Se colocd en la nevera por ¥ hora agitando de vez en cuando.
Se resuspendié en 1ml de buffer lisante 2 (2 ml de NaCl 5M, 10
ml de EDTA 0.25M pH 8 y 5 ml de SDS 1%), luego se agit6 en
vortex, y se afiadié 30 pl de proteinasa K, se agité y se afiadié
2.5pL de RNAsa.

Luego se incubd toda la noche a 56°C con 800 rpm.
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Se afiadié 600 ul de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 y se
elimind la fase inferior.

Se afiadié al sobrenadante 1.5 ml de etanol absoluto a -20°C,
luego se invirtié el tubo hasta que aparezca la “medusa” de
ADN.

Se dejo a -80°C durante 20 minutos para que precipite el ADN.
Se centrifugd a 10000 rpm durante 7 minutos a 4 °C.

Se eliminé el sobrenadante, y se afiadié 2 ml de etanol al 70% a
-20°C, y se traspasod a un eppendorf de 2 ml.

Se centrifugd a 10000 rpm durante 5 minutos a 4 °C.

Se eliming el sobrenadante, luego se seco el precipitado a 37 °C
o a temperatura ambiente durante 15-30 minutos.

Se afiadié 500 pl de buffer T;oE;.

Se disolvio el precipitado a 37°C durante 30 minutos hasta que
est¢ completamente disuelto.

Se midio la absorbancia Aje0/Azso para determinar la pureza del

ADN extraido.

b.3) Método acetato de amonio (Arroyo ef al).

Se tom6 una muestra de 500 pl de sangre de vicuiia, luego se
afiadié buffer de lisis, se centrifugd a 14000 r.p.m. por 10
minutos y el sobrenadante se descartd; el pellet fue suspendido

con 1 ml de buffer de lisis y se centrifugd a 14000 rpm por 10
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c)

minutos luego se descarté el sobrenadante dejando sélo lo
suficiente para cubrir el pellet. Posteriormente se suspendio en
300 pl de TE (Tris EDTA) 20:5; se agregaron 20 ul de dodecil
sulfato de sodio 10% (SDS), se agité suavemente, se colocaron
20 pl de proteinasa K y 2.5ul de RNAsa.

e Se incubé toda la noche a 41°C con agitacion de 800 rpm, una
vez transcurrido el tiempo, se retiraron las muestras de la
incubadora, se enfriaron a temperatura ambiente y se le
agregaron 500 pl de acetato de amqnio 8M luego se centrifugd
a 12000 rpm durante 15 minutos.

e Luego se adicion6 750 pl de etanol absoluto se agitd por
inversion hasta lograr precipitar el ADN, luego se centrifugé a
10000 rpm por 15 minutos se descartd el sobrenadante y el
pellet fue lavado dos veces con etanol al 70%, luego de retirar
el alcohol, el ADN se disolvio en 30 ul de buffer TyoE;.

Evaluacion de ADN por espectrofotometria

Una vez extraido el ADN gendémico se verifico la cantidad del ADN,
mediante espectrofotometria para lo cual se realizaron las medidas de
Absorbancia a 260 nm y 280 nm en un espectrofotometro UV, se
calculd la relacion Ajgy/Azge que nos indica el grad;) de pureza de ADN
que debe tener un valor que oscile entre 1.8 a 2.0 (Arana et al. 2009);
de esta forma se garantiza una desproteinizaciéon aceptable de la

muestra.
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d)

Se tomo6 unas cubetas de cuarzo en la cual se afiadié 250 ul de agua
bidestilada y se hace el blanco, para medir las muestras se procedi6 a
diluir 25ul de ADN, el espectrofotometro indica las medidas de
Absorbancia a 260 nm y 280 nm, luego se calculd l1a relacion Axg/Aaso
de todas las muestras de ADN genoémico extraido para determinar la
pureza de ADN, en cuanto a la concentracion de ADN expresada en
pg/ml se obtuvo al multiplicar el valor de 4260 nm X 50 X Dilucion de

la muestra que es 25.

Evaluacién de ADN por electroforesis

La calidad del ADN fue verificada mediante una electroforesis en gel
de agarosa al 1% durante 1 hora con 30 min a 75 voltios;
seguidamente el gel se llevo al transluminador UV para observar las
bandas de ADN.

Se pes6 lgr de agarosa para preparar gel, luego se afiadio 90 ml de
buffer TBE, se calent6 hasta ebulliciéon en el agitador magnético,
removiendo el erlenmeyer durante el calentamiento para disolver bien
la agarosa después se afiadié 2.5ul de bromuro de etidio y se mezclo
bien, luego se echd sobre el molde y se coloco el peine. Una vez
solidificado, se sumergi6 el gel en buffer TBE contenida en la camara

de electroforesis, luego se quitd el peine para proceder al cargado de

las muestras.
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e Para cargar las muestras se pipetearon gotas de 2 ul de muestra de
ADN y 8 ul de buffer de carga sobre un trozo de lamina de parafina, se
mezclé bien y luego se pipetearon dentro de los espacios libres que
dejo el peine (pocillo).

e Se encendi6 la fuente de poder a 75 voltios durante 1 hora con 30 min,
pasado el tiempo se evidenci6 las bandas de ADN en el
transiluminador de luz UV para determinar la integridad de las bandas

de ADN con ello verificar la calidad de ADN.
3.4. Poblacion de estudio, diseiios estadisticos.
A. Poblacion

La poblacion objeto de estudio lo constituyeron 205 vicufias criadas en
semicautiverio, de los cuales se trabajo con muestras de sangre de 36
vicufias del Centro de Investigacion y desarrollo de Camélidos
Sudamericanos Lachocc - Huancavelica, se utiliz6 el software G-
POWER, para determinar el grado de confiabilidad de las muestras en

relacion a la poblacion total.

Para el calculo del tamafio muestral se usé G-Power para lo cual se
consider6 0.5 para el tamaifio del efecto (grado de desviacion de la h0),
un nivel de significancia de 0.05 y una potencia de 0.70 tal como se

observa en la siguiente figura.
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Figura N° 02: Cilculo del tamafio muestral de la poblacion total a un

grado de confiabilidad al 95%

B. Anailisis estadistico

Para la evaluacion de los métodos de extraccion del ADN genémico de
sangre de vicufia, se aplico un DCA no balanceado cuyo modelo
matemaético es:

Yij=u+Ti+E;

Donde:

Y;; = Calidad del ADN genomico del i-ésimo método de extraccion.
u = Media general del método de extraccion de ADN gen6émico.

T; = Efecto del i-ésimo método de extraccion del ADN genémico.

Ei; = Error residual.
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4.1. CANTIDAD DE ADN

CAPITULO 1V

RESULTADOS

Cuadro N° 02: Comparacién del indice Azso/Azs0 ¥ la cantidad de ADN

obtenida a partir de tres métodos de extraccion evaluados.

Concentracion
Método de Extraccion A Aags | Azso/Azsp

de ADN (ug/ml)
Método de Fenol- cloroformo-
isoamilico 0.049 | 0020 | 167 60.98
Método de Cloruro de sodio 0.111 0.061 1.81 138.30
Método de Acetato de amonio 0.044 0.038 1.17 5473

FUENTE: Elaboraci6n propia-2010

Segin los resultados mostrados en el cuadro N° 02 se puede observar el grado

de pureza y concentracion de ADN;

con el método de fenol cloroformo

isoamilico se obtuvo 1.67 de pureza con una concentracion de 60.98 ug/mi,

con el método cloruro de sodio se obtuvo 1.81 de pureza y una concentracion

de 138.30 ug/ml de ADN y por ultimo con el método de acetato de amonio se

obtuvo 1.17 de pureza y una concentracion de 54.73ug/ml de ADN.

Cuadro N° 03: Prueba de Normalidad

Prueba

Estadistica

Valor p

Shapiro-Wilk

w

0.9816

0.725
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Para ver la distribucién normal de los datos se utilizé la prueba de Shapiro-
Wilk lo cual nos indica que los datos del presente estudio cumplen con el

supuesto de normalidad.

Cuadro N° 04: Prueba de Levene

Grados de Libertad F Calculada Pr(>F)
2 1.9189 0.1604
39

Al evaluar la homogeneidad de varianzas con la prueba de Levene, se
demuestra que se cumple con este supuesto de homogeneidad de varianzas ya

que el valor P es 0.1604 mayor que 0.05.

Cuadro N° 05: Medias de la Calidad de ADN de tres métodos de Extracciéon

de ADN.
Método Fenol-
Método Cloruro | Método Acetato de
Cloroformo-
de Sodio Amonio
Isoamilico
Media 1.67a 1.81b 1.17¢
Desviacion estandar 0.12 0.12 0.07

*a, b y ¢, medias con letras muestran que hay diferencias estadisticas significativas
(Prueba Tukey p<0,05)

Seglin el cuadro N° 05, nos indica que existen evidencias estadisticas
significativas, lo cual demuestra que los tres métodos de extraccion de ADN

genomico producen diferentes calidades de ADN a partir de muestras de

sangre de vicuiia.
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Cuadro N° 06: Medias de la Concentracién de ADN de tres métodos de

Extraccion de ADN.
Método Fenoi-
Método Cloruro | Método Acetato de
Cloroformo-
de Sodio Amonio
Isoamilico

Media 60.98a 138.30b 54.73¢
Desviacion estandar 0.35 0.12 0.08

*a, b y ¢, medias con letras muestran que hay diferencias estadisticas significativas
(Prueba Tukey p<0,05)

Segun el cuadro N° 06, nos indica que existen evidencias estadisticas
significativas. Lo cual demuestra que los tres métodos de extraccion de ADN
genomico producen diferentes concentraciones de ADN a partir de muestras

de sangre de vicuiia.

4.2. CALIDAD DE ADN

Figura N° 03: Electroforesis del ADN extraido de una muestra de sangre

con los 3 métodos.

27



26

Se observa en la figura N° 03 las bandas de ADN las cuales corresponden:
carriles 2 y 4 extraccion método NaCl, carril 3 extraccion método Fenol
cloroformo, carriles S, 6 y 7 método acetato de amonio, se puede observar
que se obtienen mejores resultados con el método NaCl ya que se observa
mejor calidad de ADN.

Figura N° 04: Electroforesis del ADN extraido de una muestra de sangre

con los 3 métodos.

Seguin la figura se observa; el carril 6 extraccion método NaCl, carriles 4, 5
y 8 extraccion método Fenol-Cloroformo-Isoamilico, carriles 2,3 y 7

método acetato de amonio.
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Figura N° 05: Electroforesis del ADN extraido de una misma muestra de

sangre con los 3 métodos.

El carril 3 y 4 son con método fenol-Cloroformo-Isoamilico, carriles 2y 7

método acetato de amonio carril 5y 6 extraccién método NaCl.
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CAPITULO V

DISCUSION

Fraga et al. (2004), con el método de acetato de potasio modificado
obtuvo un alto rendimiento y pureza (1.94) de ADN en un tiempo de
4 horas, con el método de fenol-cloroformo obtuve ADN con una
pureza de 1.69 en un tiempo de 19 horas, por otro lado el ADN
extraido con el método de fenol-cloroformo presentaban inhibidores
de PCR (fenol, proteinas, etanol), por todo ello se puede decir que
este método de extracciébn es un método lento, contaminante y
laborioso. En el presente estudio (Cuadro N°02) utilizando el método
de fenol-cloroformo-isoamilico se obtuvo ADN con una pureza de
1.67 que nos confirma que es un método que presenta contaminantes

que inhiben la PCR.

Lopera ef al (2008), comparé6 un protocolo modificado de
extraccion de ADN con sal comin (NaCl) con un protocolo
modificado de extraccién con fenol-cloroformo. Las muestras
aisladas de diferentes especies de peces usando la extraccion con sal
comun permitieron obtener ADN de buena calidad (1.9), estos

resultados se asemeja a los resultados obtenidos en el presente trabajo
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utilizando el método cloruro de sodio donde se obtuvo ADN con una

pureza de 1.81.

En los resultados que se muestran en el cuadro N° 02, se observa una
calidad de ADN de 1.81 con una concentracion de 138.30 ug/ml esto
con ¢l método de cloruro de sodio la cual se asemeja con los
resultados obtenidos por (De Jesus ef al. 2005) con el método de
precipitacion salina (cloruro de sodio), que obtuvo ADN con un
grado de pureza de 1.7, con una concentracién de 368.30 ug/ml tal
como se observa en el cuadro N° 01, que es mayor en comparacion al
método de hotshot que obtuvo 1.2 de grado de pureza y 45.00 ug/ml

de concentracion de ADN.

En cuanto a la calidad de ADN, las bandas observadas en la figura N°
03 en los carriles 2 y 4 muestran una intensa luminosidad que
demuestra la calidad de ADN con el método cloruro de sodio el cual
confirma los resultados observados por Lopera et al. (2008) segin la
figura N° 01 que se muestra mejor calidad de ADN con el método de

cloruro de sodio.

Segiin Maturrano et al. (2009), la utilizacion del kit comercial

modificado (QlAamp DNA Stool Mini Kit, QIAGEN, buffer ASL)

permitieron la extraccion de ADN de buena calidad capaz de ser

utilizado en pruebas moleculares, con el método fenol-cloroformo-

alcohol isoamilico (PCI) y con el kit comercial (QIAamp DNA Stool
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Mini Kit, QIAGEN) obtuvo ADN de baja calidad con gran cantidad
de contaminantes que inhiben la PCR, lo cual se comprueba con los
resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion ya que se
obtuvo una baja calidad de ADN con una pureza de 1.67 con el

método fenol-cloroformo-isoamilico.
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CAPITULO V1

CONCLUSION

e Este estudio demostré la efectividad del método de extraccién con

cloruro de sodio (NaCl), el cual es un método simple, reproducible,
econémico y no contaminante, la calidad de ADN se corroboré mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% en donde se observé ADN libre de
contaminacion con ARN y otras sustancias, correspondiéndose la
intensidad de 1a banda de ADN con la pureza de las muestras medidas en
espectrofotémetro que es de 1.81 con una concentracién de 138.30 ug/ml.
Este método de extraccién puede substituir otros métodos que utilizan
elementos quimicos contaminantes y peligrosos, como es el caso de
protocolos con fenol-cloroformo.

El método Fenol - Cloroformo permite obtener ADN genémico
contaminado, si bien los resultados obtenidos en el presente estudio se
encuentra en el rango permitido de pureza, el problema es que presenta
inhibidores (como fenol, etanol) de PCR que no permiten realizar analisis
moleculares posteriores.

Con el método acetato de amonio se logré extraer ADN genémico de

baja calidad (1.17 de absorbancia) y cantidad (54.73 ug/ml).
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CAPITULO V11

RECOMENDACIONES

Se recomienda extraer ADN genémico a partir de muestras de sangre con
el método de cloruro de sodio ya que es un método econémico y se obtiene
ADN libre de contaminantes la cual son dptimas para posteriores usos en
biologia molecular.

Evaluar la extraccion de ADN a partir de diferentes muestras biologicas

con el método cloruro de sodio.
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Cuadro N° 07: Dodecil sulfato de sodio (SDS)

Cantidad final 25mL 50 mL 100 mL
Reactivos
Lauryl Sulfato 2.5 gr. 5 gr. 10 gr.
H,O dd 25mL 50 mL 100 mL

Cuadro N° 08: Buffer de lisis

Cantidad final 500 mL 250 mL 100 mL
NACI 5M 40 ml 20 ml 8 ml
Tris-HCI 1M 50 ml 25 ml 10 ml
EDTA 0.5M ‘ 5ml 2.5ml 1 ml
SDS 10% 10 ml 5 ml 2 ml
dd H,0 395 mL 197.5 mL 79 mL

Cuadro N° 09: Buffer de lisis TKIM1-+triton

Cantidad final 250 mL 500 mL 1000mL

Reactivos

Tris HC1 2.5mL 5mL 10 mL
KCl IM 2.5mL 5mL 10 mL
MgCl, 1.25 mL 2.5mL 5mL
EDTA 0.5M 1 mL 2mL 4 mL
dd H,O X mL X mL XmL
Triton x-100 5mL 10 mL 20 mL

Cuadro N° 10: Buffer TyoE; (Tris, EDTA)

Cantidad final 200 mL 100 mL 50 mL
Reactivos
Tris HCI 1M (pH=8) 2ml 1 ml 0.5 ml
EDTA 0.5M (pH=8) 0.4 ml 0.2 ml 0.1 ml
dd H,O XMi X mL X mL
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Cuadro N° 11: ABSORBANCIA DE ADN CON EL METODO FENOL-CLOROFORMO

N° de muestra A260/A280
1 1.64
1.45
1.75
1.75
1.83
1.64
1.59
1.76
1.69
1.40
1.45
1.76
1.68
1.45
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Cliadro N° 12: ABSORBANCIA DE ADN CON EL METODO CLORURO DE SODIO

N° de muestra A260/A280
1 1.71
2 1.77
3 1.77
19 1.68

20 1.66
26 1.94
14 1.88
21 1.72
17 2.06
22 1.68
16 171
19 2.00
10 177
28 1.87




Cuadro N° 13: ABSORBANCIA DE ADN CON EL METODO DE ACETATO DE

AMONIO
N° de Muestra A260/A280

1 1.20

2 1.29

33 1.10

1.16

5 1.09

25 1.12

35 1.22

8 1.29

9 1.15

16 1.11

13 131

21 121

22 1.13

23 1.13

Cuadro N° 14: RESULTADOS EN PROGRAMA R
e Homogeneidad de varianzas

> levene,Lest ljc:arscezatracimwm&taﬂas_extrac}

Levene's Test for Homogeneity of Variance (centex

DE F walue Br(>F}
group 2 2 1.9189 O0.31604
53

¢ Normalidad

> shapiro.test(res.std)

i Shepiro-Wilk normalicy test
i

%data: rea.scd
‘W = 0.9816, p-value = 0.725

= median)
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Grafico de Normalidad:

EXPLORATORY DATA ANALYSIS

Histogram of resid(anovadna)

Density of resid(anovadna)

Boxplot of resid(anovadna}
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acetato cloruro fenol

>

: Df Sum 5gq Mean 3g F value  Pr(>F)

§MEt0das_extrac 2 2.B8L53E 1.4476 103.39 Z.57e-1g ®¥s

iResidusis 39 0.549604 0.D140

_—

'Signif. codes: 0 Y#*®r Q001 YA*f 0,01 VA7 §G.05 '.f 0.1 Y 7 1
e Prueba de Tukey

> tukeyvdna

gkey mzitiplie comperiscens of means
895% family-wise confidence iewvel

Fit: goviformuia = concentracion ~ mepndos eXtrac, data = dnal

smetodos _extrac

diff 1lwx upr r ad3
clorunrg—-acetate 0.622314275% G.5133843 O.7311014Z 0.0000000
Fenol-acetato 0.8521429 (.3431843 O.56110142 0000000
fenoi—-cicraro -0.31700000 02789586 -0.06104244 G.0014043




e FOTO N° 1: MUESTRAS DE SANGRE DE VICUNAS
ROTULADAS.
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e FOTO N° 2: TRASLADO DE LA SANGRE DE VICUNA A UN
TUBO EPPENDOREF.
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e FOTO N° 3: AGREGANDO LA SOLUCION TKM1 AL TUBO
EPPENDORF CON LA MUESTRA DE SANGRE.

e FOTO N° 4: TUBOS EPPENDORF CON MUESTRAS DE SANGRE
Y CON LA SOLUCION TKM1 ROTULADAS




e FOTO N° 5: AGITANDO TUBO EPPENDORF PARA MEZCLAR
LA MUESTRA DE SANGRE Y LA SOLUCION TKML1.

e FOTO N° 6: TUBOS EPPENDORF CON MUESTRAS DE SANGRE
DE VICUNA COLOCADAS EN LA CENTRIFUGA.
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FOTO N° 7: PROGRAMANDO LA CENTRIFUGA A 14000 RPM

DURANTE 10 MINUTOS.

FOTO N° 8: TUBO EPPENDORF DESPUES
CENTRIFUGACION
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FOTON°9

TUBO EPPENDORF SOLO CON EL PELLET.
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FOTO N°

DURANTE TODA LA NOCHE A UNA

TEMPERATURA DE 37°

TAMPON DE LISIS
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FOTO N° 11: MUESTRAS DESPUES DE LA INCUBACION DE
TODA LA NOCHE.
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FOTO N° 12: MUESTRAS CONGELADAS A -80°C PARA
CUANTIFICAR EL ADN.




e FOTO N° 13: ESPECTOFOTOMETRO CALIBRADO A 0.06 PARA
DETERMINAR LA CONCENTRACION DE ADN.
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e FOTO N° 14: RESULTADO OBTENIDO DESPUES DE
CUANTIFICAR LA MUESTRA DE ADN EXTRAIDO. ‘




FOTO N° 15: PREPARACION DE MUESTRAS DE ADN PARA EL
CORRIDO EN GEL AGAROSA AL 1%.

FOTO N° 16: CARGANDO LAS MUESTRAS DE ADN MAS
BUFFER DE CARGA EN LOS POCILLOS DEL GEL
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FOTO N° 17: CORRIDO DE LAS MUESTRAS DE ADN A 75V POR
1 HORA CON 30 MINUTOS.
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FOTO N° 18: BANDAS DE ADN OBSERVADAS EN EL

TRANSILUMINADOR
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e FOTO N° 19: BANDAS DE ADN OBSERVADAS EN CAMARA DE
TRANSILUMINADOR UV.

e FOTO N° 20: ELECTROFORESIS DEL ADN EXTRAIDO DE
MUESTRA DE SANGRE.




