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Resumen

Myliobatis peruvianus "raya” es una especie catalogada en peligro (EP) a nivel regional en base a la drastica
disminucién en los embarques de la especie en un 90%. Existe ademas falta de informacién de la especie en diferentes
aspectos como la profundidad méaxima que frecuenta; longevidad, tasa de incremento poblacional, careciendo también
de informacién genética mediante el uso de marcadores moleculares de ADN. El objetivo de la presente investigacion
fue comparar tres protocolos de extraccién de ADN para su posterior uso en estudios genéticos mediante el uso de
marcadores moleculares de ADN. Se utilizaron tres protocolos de extraccién los cuales fueron Fenol-Cloroformo, Sal
comun y Mezzomo, se midié la concentracion y calidad de ADN con NanoDrop One C, los datos se sometieron a un
andlisis de varianza y a una prueba de comparaciones multiples de Tukey, se obtuvo ADN de buena calidad en los
protocolos de Sal comun y Fenol-cloroformo; mientras que respecto a la concentracién de ADN el protocolo que dio
mejor resultado fue el de Sal comun.
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Abstract

Myliobatis peruvianus “raya” is a regionally endangered (EP) species based on the drastic decrease in shipments of
the species by 90%. There is also a lack of information on the species in different aspects such as the maximum depth
it frequents; longevity, rate of population increase, also lacking genetic information through the use of DNA molecular
markers. The objective of the present investigation was to compare three DNA extraction protocols for their
subsequent use in genetic studies through the use of DNA molecular markers. Three extraction protocols were used,
which were Phenol-Chloroform, Common Salt and Mezzomo, the concentration and quality of DNA were measured
with NanoDrop One C, the data were subjected to an analysis of variance and a Tukey multiple comparison test,
obtained good quality DNA in the common salt and phenol-chloroform protocols; while regarding the DNA
concentration, the protocol that gave the best result was that of common salt.
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1. Introduccidon

La identificacién de peces ha evolucionado en el
tiempo, ha pasado de utilizar sus caracteres
morfolégicos externos (proporciones, numero de
espinas y radios de las aletas, numero de
branquiespinas, numero de escamas y color
(Chirichigno, 1998); internos como es la morfologia de
los otolitos (Garcia, 2012), mediante el uso de las claves
taxondmicas, con mayor frecuencia marcadores
moleculares para lo cual es fundamental realizar una
extraccion de acidos desoxirribonucleicos de buena
calidad y concentracion (Astorga, 2008).

El tipo de tejido y la utilizacion de protocolos viables
de extraccién del ADN son puntos criticos, asi se han
realizado investigaciones donde se ha hecho
extraccion de ADN a partir de aletas (Nam et al., 2003;
Wasko et al., 2003, Lopera-Barrero et al., 2006), sangre
(Cummings y Thorgaard, 1994), escamas (Adcodk et al.,
2000; Sire et al., 2000; Yue & Orban, 2001; Wasko et
al, 2003), células bucales (Livia et al., 2006), évulos
(Aranishi, 2006) y musculo (Weber et al, 2003;
Chakraborty et al., 2006), donde la utilizacién de Chelex
100 (Sigma, EUA), silica, micro-wave, nitrégeno liquido,
fenol-cloroformo y sal comin han sido bastante
utilizados.

Existen diferentes protocolos de extraccion de ADN,
cuyo propdsito es obtener una Optima cantidad
(concentracién) y calidad (pureza) de ADN. Los
protocolos tradicionales de extraccion del ADN
consisten en cinco etapas principales:
Homogeneizacién del tejido, lisis celular, separaciéon de
proteinas y lipidos, precipitacion y redisolucion del
ADN (Dundass, 2008). El protocolo de extraccién con
fenol-cloroformo es el método mas usado para
obtener ADN gendmico. Estos protocolos tienen
buenos resultados para muestras de diversos origenes.
Sin embargo, es un método lento, laborioso vy
contaminante (Yue & Orban, 2001).

La extracciéon de ADN usando el protocolo con sal
comun (NaCl) es una alternativa simple, facil, rapida y
no contaminante que permite obtener ADN de buena
calidad, en cantidades suficientes, desde muestras de
tejido de peces; mientras que el protocolo salino es de
manera facil, rdpida y no contaminante, que permite
obtener ADN de buena calidad (Lopera-Barrero et al,
2008).

Myliobatis peruvianus es una especie que pertenece a
la familia Myliobatidae, clase Chondrichthyes (Lamilla y
Saenz, 2003) cuya distribucién va desde Paita (Peru)
hasta Curinanco (Valdivia) en Chile (Lamilla, 2004).
También se ha reportado su presencia en Ecuador
(Coello & Herrera, 2010). Esta especie ha sido
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categorizada En peligro (EP) a nivel regional en base a
la drastica disminucion en los embarques de la especie
en un 90% como nos indica Monsalve, (2016). Existe
ademas falta de informacion de la especie en
diferentes aspectos como la profundidad maxima que
frecuenta; longevidad, tasa de incremento poblacional,
careciendo también de informacién genética mediante
el uso de marcadores moleculares de ADN (Fricke et
al., 2020).

Por lo cual el objetivo de la presente investigacion fue
comparar tres protocolos de extraccion de ADN para
su posterior uso de estudios genéticos mediante el uso
de marcadores moleculares de ADN.

2. Materiales y Métodos

Material biolégico

Se colectaron muestras de tejido muscular de 25
individuos de Myliobatis peruvianus procedentes del
Mercado Mayorista Pesquero Comphill S.A. - Victor
Larco, las cuales fueron colocadas en una caja térmica
con hielo para su transporte y posterior
almacenamiento a -80°C.

Protocolos de extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se utiliz6 tejido muscular
(20-30 mg) de cada uno de los 25 individuos de M.
peruvianus, utilizando el protocolo de extraccion de
Fenol-cloroformo (Bardakci y Skibinski, 1994), sal
comun (NaCl) (Aljanabi y Martinez, 1997) y protocolo
de Mezzomo (Mezzomo et al; 2021).

Protocolo de extraccion de Sal comuin

Las muestras de tejido muscular se colocaron en
microtubos con 600 L de tampdn de lisis (2000 pL de
Tris- HCL, 4000 uL de EDTA, 800 uL de NaCl) mas 2000
WL de SDS y 14 pL de proteinasa K. Después se llevd
al termostato durante 10 minutos a 55°C el cual
aceler6 el proceso de disolucion de la muestra. Una
vez que transcurrié el tiempo se le afadié 600 pL de
NaCl a cada una de las 25 muestras y después se llevd
a centrifugar por 10 minutos a 12000 rpm. El
sobrenadante producto de la centrifugacién se
transfirié a microtubos nuevos, donde se precipitd con
700 pL de isopropanol frio, y se incubé a -20°C hasta
el dia siguiente. Las muestras de ADN se centrifugaron
a 12000 rpm y se descart6 el isopropanol cuidando
que el pellet se desprenda, se lavo el pellet con 700 L
de alcohol al 70 %, luego se centrifugd a 12 000 rpm,
se descarté el alcohol y luego se colocaron los tubos
en un termostato a 45 °C por 15 minutos una vez seco
el pellet resuspendié con 50 pL de tampdn TE. El ADN
obtenido se conservd a -20° C hasta su posterior
utilizacion. (Aljanabi y Martinez, 1997).
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Protocolo de extraccion de Fenol — Cloroformo

Las muestras de tejido muscular se colocaron en
micro-tubos con 600 pL de tampdn de lisis (2000 pL
de Tris- HCL, 4000 pL de EDTA, 800 uL de NaCl) mas
2000 pL de SDS y 14 pL de proteinasa K. Después se
llevo al termostato durante 10 minutos a 55°C.
Después el ADN se purifico dos veces con Fenol-
Cloroformo isomilico (15 uL) a las 25 muestras,
después de cada lavado se incubé en una centrifuga
por 10 minutos a 12000 rpm. El sobrenadante
producto de la centrifugacién se transfirio a
microtubos nuevos, donde se precipitd con 700 uL de
isopropanol frio, y se incub6é a -20°C hasta el dia
siguiente. Las muestras de ADN se centrifugaron a
12000 rpm y se descarto el isopropanol cuidando que
el pellet se desprenda, se lavé el pellet con 700 uL de
alcohol al 70 %, luego se centrifugd a 12 000 rpm, se
descartd el alcohol y luego se colocaron los tubos en
un termostato a 45 °C por 15 minutos una vez seco el
pellet resuspendié con 50 uL de tampdn TE. El ADN
obtenido se conservé a -20° C hasta su posterior
utilizacién. (Bardakci y Skibinski, 1994).

Protocolo de Mezzomo

Las muestras de tejido muscular se colocaron en
micro-tubos con 550 pL de tampén de lisis (37.5 L de
Tris- HCL, 3 uLde EDTA, 7.5 pyL de NaCl) mas 75 pL de
SDS y 14 pL de proteinasa K. Después se llevd al
termostato durante 10 minutos a 55°C. Una vez que
transcurrié el tiempo se le afiadié 50 pL de Cloroformo
Alcohol Isomilico (CAl) a cada una de las 25 muestras
y después se llevd a centrifugar por 10 minutos a
12000 rpm. Una vez terminado esto se transfirid el
sobrenadante a microtubo nuevo y se afiadié 50 pL de
Cloroformo Alcohol Isoamilico (CAIl) a cada una de las
25 muestras y repetir el procedimiento una vez mas
donde se incub6 a — 20°C hasta el dia siguiente. Las
muestras de ADN se centrifugaron a 12000 rpm y se
descartd el isopropanol cuidando que el pellet se
desprenda, se lavé el pellet con 700 uL de alcohol al
70 %, luego se centrifugé a 12 000 rpm, se descarté el
alcohol y luego se colocaron los tubos en un
termostato a 45 °C por 15 minutos una vez seco el
pellet resuspendié con 50 pL de tampdn TE. EI ADN
obtenido se conservé a -20° C hasta su posterior
utilizacion. (Mezzomo et al; 2021).

Comparacion de protocolo de extraccion de ADN
Para comparar los resultados de los 3 protocolos de
extraccién de ADN se midio la calidad y concentracion
del ADN (Scott et al. 2004), utilizando un NanoDrop
One C, los valores fueron procesados en el programa
estadistico Infostatat y Rstudio mediante la aplicacion
del Analisis de Varianza y prueba de comparaciones
multiples de Tukey con un 5% de significancia, para la
concentracién y calidad de ADN.
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3. Resultados

Tabla 1. Valores promedio y desviacion estandar de
concentracién y calidad del ADN en muestras de Myliobatis
peruvianus "raya” del terminal del pesquero Comphill S.A.

Calidad Concentracién(ng/uL)
Protocolo X+SD X+SD
Sal Comun 1,96 +57,17 744,80 £917,911
Fenol - Cloroformo 1,96 +51,07 532,14 + 356,855
Protocolo de Mazzini 1,74 + 163,97 322,0 + 570,147

calidad

concentracion

3000-

2000-

1000 -

protocolo
Figura 1. Promedio de calidad del ADN en muestras de
Myliobatis peruvianus "raya” del Mercado Mayorista Pesquero
Comphill S.A - Victor Larco (F: Fenol - cloroformo, N: Mazzini
y S: Sal comun).

N
protocolo

Figura 2. Promedio de concentraciéon del ADN en muestras
de Myliobatis peruvianus "raya” del Mercado Mayorista
Pesquero Comphill S.A - Victor Larco (F: Fenol - cloroformo,
N: Mazzini y S: Sal comun).
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4. Discusion

Una etapa previa muy importante en los estudios
genéticos utilizando los acidos nucleicos es como
separar y purificar estas moléculas, con el fin de poder
emplearlo para otras técnicas de estudio (Checa, 2017).
Actualmente se cuenta con diversos métodos de
extraccién los cuales la mayoria se basan en la
extraccion de acidos nucleicos, entre los cuales
tenemos aquellos que se basan en el uso de solventes
organicos, Kits comerciales entre otros, presentando
inconvenientes tanto en el costo, tiempo vy
laboriosidad (De Armas et al, 2011); sin embargo,
existen protocolos sencillos, rapidos, reproducibles,
econémicos y sobre todo que se pueden utilizar en
grandes cantidades de muestras (Ferrer et al., 2008)
tales como en Sal Comun y Protocolo de Mezzomo
gue permiten obtener resultados confiables tanto en
calidad y concentracién, los cuales pueden ser
verificados mediante espectrofotometria, la cual nos
permite determinar la pureza y concentraciéon de
muestra de ADN tomando en cuenta su absorbancia
de un compuesto presente en una solucién a una
longitud de onda determinada, estando dentro de un
rango de 1,8 a 2,0, para que puedan ser consideradas
unas muestras en estado éptimo (Sambrook et al,
1989).

Como se observa en los resultados de la Tabla 1y
Figura 1, de extraccion de ADN en las muestras de M.
peruvianus "raya” recolectadas del terminal pesquero
Comphill S.A. del Distrito de Buenos Aires, donde se
compararon los 3 protocolos (Fenol Cloroformo, Sal
comun y Protocolo de Mezzomo), se obtuvieron los
mejores valores en la calidad de ADN con los
protocolos de Fenol Cloroformo y Sal comun, con un
promedio de 1,9; esto concuerda con lo indicado por
Nelson et al. (2007) quienes mencionaban que para
gue una muestra de ADN tenga buena calidad tiene
que estar dentro del rango de 1,8 a 2,0; respecto al
protocolo de Mezzomo, se observd un promedio
inferior al rango establecido con un 1,74, debido a la
probable presencia de algunos contaminantes tales
como proteinas.

En relacién a los resultados de la Tabla 1y Figura 2, la
concentracién del ADN podemos definir que todos los
protocolos  empleados  brindan  una  buena
concentracién de ADN; sin embargo, el protocolo que
brinda mejores resultados es de Sal Comun con una
media de 744,80 pg/ml. El motivo principal por el cual
el protocolo de Sal Comun presenta un alto valor de
concentracién es debido a que no requiere diversos
lavados con solventes organicos tales como Fenol y
Cloroformo o Alcohol Isoamilico, solventes que
permiten una buena purificacion del ADN, sin
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embargo, tiene la desventaja de provocar pérdida de
ADN en cada proceso de purificacion.

En la presente investigacién, a diferencia de otras
investigaciones, no se emple6 ARNasa (Wasko et al.,
2003; Lopera-Barrero et al, 2006) para obtener
muestras libres o con baja concentracién de ARN y por
ende una calidad éptima de ADN; sin embargo, en
base a los resultados obtenidos se podria concluir que
no es imperativo su uso, ademas se buscaba
estandarizar un protocolo de extraccién sencillo y
menos costoso considerando dentro de lo primordial
en el Protocolo de Fenol-Cloroformo los reiterativos
lavados que se le hacen a las muestras con estos
solventes orgéanicos (Wasko et al., 2003); mientras que
en el Protocolo de Sal Comuln se prevalecié la
temperatura en la cual se colocaron en el termostato
(45°C) (Taberlet et al., 1996).

5. Conclusiones

Se logré obtener ADN de buena calidad en los
protocolos de Sal comun y Fenol-cloroformo; mientras
que para el parametro de concentracion el protocolo
que dio buenos valores es el de Sal comun.
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