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RESUMEN

Uno de los procedimientos béasicos para iniciar un programa de
mejoramiento, caracterizacion o mapeo genético de poblaciones basado en la
seleccion asistida por marcadores moleculares (MAS), es la extraccion del ADN
genomico, para lo cual se optimizaron tres protocolos (CTAB 5%, SDS 10% y
ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System) de tres tipos de muestras (aleta
dorsal, aleta caudal y sangre) en dos especies acuicolas, trucha arco iris y
prefiadilla, y cuantificados por espectrofotometria y comparacion de muestras
coloreadas en geles de agarosa y poliacrilamida.

El protocolo de extraccion CTAB 5% modificado presentd la mayor
concentracion media de ADN de muestras de aleta dorsal y caudal (0.98 pg/ul) y
sangre (0.53 ug/ul), seguido por el protocolo ReadyAmp™ Genomic DNA
Purification System modificado con una concentracion media de 0.825 ug/ul para
muestras sanguineas, cuantificados por espectrofotometria.

La cuantificacion con analisis comparativo de muestras coloreadas en gel de
agarosa, demostré la misma tendencia (66.25 ng/pl y 50.83 ng/pl, respectivamente)
para el protocolo CTAB 5%, pero seguido del protocolo SDS 10% con una
concentracion de 29.17 ng/ul, para muestras de aletas, y 6.67 ng/ul para muestras

sanguineas.

Las muestras de aletas dorsal y caudal de trucha arco iris, demostraron
mayor concentracion de ADN que sus similares de prefiadilla, al parecer por la
diferencia en el peso obtenido de las muestras extraidas de cada especie. Sin
embargo, muestras de sangre de prefiadilla, exhibieron una mayor concentracién de
ADN que aquellas tomadas de trucha arco iris. Asi mismo, se encontré una mayor
concentracion de acidos nucleicos en muestras de aleta caudal en las dos especies,
cuantificados con andlisis comparativo en gel de agarosa y poliacrilamida (60.83
ng/ul y 19.58 ng/ul, respectivamente), aunque al cuantificar por espectrofotometria,

los resultados demostraron una mayor concentracion en muestras de aleta dorsal
(0.87 ug/ul).
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El analisis econémico demostré que el protocolo de extraccion de ADN CTAB
5% vy cuantificado con analisis comparativo de muestras coloreadas en gel de
agarosa, presenta el menor costo de produccion por ciento de muestras a extraer y
por unidad ($ 143.23 y $ 1.43, respectivamente); mientras que, el protocolo
ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System modificado, y cuantificado con
analisis comparativo de muestras coloreadas en gel de poliacrilamida, exhibi6 el

mayor costo de extraccion por ciento de muestras y por unidad ($ 194.55y 1.95).

Los protocolos de extraccion cuantificados en geles de agarosa presentaron
un menor costo de produccion, que aquellos cuantificados en geles de
poliacrilamida (CTAB 5%: $1.43 - $1.46) (SDS: 10% $1.46 — 1.49) (ReadyAmp™
Genomic DNA Purification System: $1.92 - $1.95) respectivamente.
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ABSTRACT

A basic procedure to begin a program of improvement, characterization or
populations' genetic mapping based on the selection attended by molecular markers
(MAS), it's the extraction of the DNA genomic, for that which three protocols were
optimized (CTAB 5%, SDS 10% and ReadyAmp™ Genomic DNA Purification
System) of three types of samples (dorsal fin, caudal fin and blood) in two acuicola
species, rainbow trout and prefiadilla, also quantified by espectrophotometry and
comparison of samples colored in agarosa and poliacrilamida gels.

The extraction protocol CTAB 5% modified presented the biggest DNA’s
average concentration of samples of dorsal fin and caudal fin (0.98 pg/ul) and blood
(0.53 pg/ul), followed by the protocol ReadyAmp™ Genomic DNA Purification
System modified with a average concentration of 0.825 pg/ul for sanguine samples,
guantified by espectrophotometry.

The quantification with comparative analysis of samples colored in agarosa gel,
showed the same tendency (66.25 ng/ul and 50.83 ng/ul, respectively) for the
protocol CTAB 5%, but followed by the protocol SDS 10% with a concentration of

29.17 ng/ul, for fins samples, and 6.67 ng/ul for sanguine samples.

The fins samples of rainbow trout showed bigger concentration of DNA that
their similar of prefiadilla, apparently for the difference in the weight obteined of the
samples extracted of each species. However, sanguineous samples of prefadilla
exhibited a bigger concentration of DNA that those taken of trout rainbow. In the
same way, there was a bigger concentration of nucleic acids in samples of dorsal
and caudal fins, in the two species, quantified with comparative analysis in agarosa
and poliacrilamida gels (60.83 ng/ul and 19.58 ng/ul, respectively), nevertheless, the

espectrophotometry results showed a bigger concentration in samples of dorsal fin
(0.87 pg/ul).
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The economic analysis demonstrated that the protocol of extraction of DNA,
CTAB 5% and quantified with comparative analysis of samples colored in agarosa
gel, it displayed the smallest cost of production percent of samples to extract and for
unit ($143.23 and $1.43, respectively); whereas, the protocol ReadyAmp™ Genomic
DNA Purification System modified, and quantified with comparative analysis of
samples colored in poliacrilamida gel exhibited the biggest cost of extraction percent
of samples and for unit ($194.55 and 1.95).

The extraction protocols quantified in agarosa gels presented a smaller
production cost that those quantified in poliacrilamida gels (CTAB 5%: $1.43 - $1.46)
(SDS: 10% $1.46 - 1.49) (ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System: $1.92 -
$1.95) respectively.
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INTRODUCCION

La ingenieria genética es actualmente una herramienta indispensable dentro
del mejoramiento y conservacion de especies, en la Acuicultura, también representa
el camino para lograr incrementos productivos. Es por esto que la biotecnologia se
adentra y aplica a especies como la trucha (Oncorhynchus mykiss) cuya explotacion
es intensiva y su produccion mundial anual es de 300 000 TM aproximadamente
(Buxadé, 1997).

En Ecuador es la especie acuicola de agua dulce mas apreciada, que desde
1980 se constituyd como una de las actividades pecuarias mas productivas y mas
tecnificadas, por estos motivos se presentd una gran demanda de alevines o semilla
y en 1994 nace el Centro de Investigaciones Acuicolas de Papallacta CENIAC, el
cual registré una produccion de mas de tres millones de alevines hasta octubre del
2004 y con lo cual se produjo aproximadamente 1200 TM de carne/afio, con un

incremento anual del 20%?.

En el transcurso del tiempo se ha registrado la pérdida de variabilidad
genética entre los reproductores del CENIAC, lo cual se traduce en decrementos en
el rendimiento y malformaciones en los individuos debido a que existe algun
parentesco entre los reproductores y por ende los alevines que son usados como

semilla.

Corregir esta situacion implica seleccionar fenotipica y genéticamente a los
individuos utilizados en la reproduccion, la identificacion y la seleccion genética se
lo hace mediante técnicas moleculares para determinar el grado de consanguinidad

y los cruzamientos adecuados que deben hacerse en dicha poblacion de

! Santiestevan, PM. 2004. Historia del Centro de Investigaciones Acuicolas CENIAC. (entrevista).
Papallacta, Ec, Ministerio de Industria, Comercio, Integracion y Pesca MICIP



reproductores, ademas se establecen bases genéticas que proporcionan
informacion individual y familiar de cada reproductor, con el objetivo principal de dar
un diagnostico de la situacién actual del centro, mejorar e incrementar los
rendimientos de la trucha arco iris producida y distribuida en toda la region

interandina del Ecuador.

Las técnicas biotecnologicas también se enfocan en la ecologia y
conservacion de las especies, es asi que la prefadilla (Astroblepus ubidiai), es
considerada como especie en peligro de extincion en la lista roja de la Union
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) (Moreano et al, 2005).

Recientemente  se iniciaron estudios a nivel molecular para obtener
informacion sobre su genoma e investigaciones sobre las poblaciones todavia
existentes en la zona norte de nuestro pais. Las pocas investigaciones que se han
hecho en el Ecuador han sido realizadas por profesionales como el Dr. Ramiro
Barriga que se ha centrado en la clasificacion taxonémica de las especies de
prefadillas o del género Astroblepus existentes en el pais, la morfologia, fisiologia,
ademas se cuenta con trabajos hechos por Antonio Vélez y Agustin Rueda sobre
los componentes y calidad del habitat de la prefadilla, también acerca de la

ecologia y biologia de la conservacion de esta especie.

En este trabajo de investigacion se presenta informacion citogenética de las
especies en estudio como es el la confirmacién del cariotipo de Oncorhynchus
mykiss y la realizacion y publicacion del cariotipo de Astroblepus ubidiai, ademas la
caracterizacion poblacional de esta especie, mediante la utilizacion de marcadores
moleculares, es asi que la obtencién de su ADN es vital y para conseguirlo se
propone la optimizacion de protocolos de extraccion de ADN segun las especies en
estudio y recursos facilmente asequibles en nuestro medio, ademas se establece
técnicas de coleccion de muestras que permitan mantener vivo a los individuos en

estudio.



El ADN obtenido debe tener altos rendimientos en cuanto a pureza y cantidad
para ser calificado como material apto para estudios moleculares (Sambrook &
Russell, 1989).

Cabe recalcar que este trabajo fue realizado por completo en las
instalaciones del Laboratorio de la Carrera de Ciencias Agropecuarias, IASA,
constituyendo un proyecto pionero en la aplicacién de la biotecnologia en la carrera
y en nuestro medio. El laboratorio cuenta con una seccién especifica para biologia
molecular dotada de los equipos apropiados, asi mismo de reactivos y materiales.

La hacienda donde funciona el laboratorio se encuentra ubicada en el canton
Rumifiahui, parroquia San Fernando, a una altitud de 2748 msnm, temperatura
media anual de 13.5°C y una precipitacion media anual de 1200mm. (Pozo et al.,
2003).



.  OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Optimizar protocolos de extraccion de ADN y su cuantificacion bajo condiciones
técnicas del Laboratorio de Agrobiotecnologia de la Facultad de Ciencias

Agropecuarias IASA.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el cariotipo de las especies acuicolas en estudio.

Establecer el protocolo de extraccion de ADN en trucha arco iris Oncorhynchus

mykiss y prefiadilla Astroblepus ubidiai que permita obtener muestras confiables.

Determinar el costo en los diferentes protocolos de extraccion en trucha arco iris

Oncorhynchus mykiss y prefiadilla Astroblepus ubidiai.

Evaluar la calidad del producto mediante su cuantificacion en geles de agarosa y
poliacrilamida, tanto para las especies Oncorhynchus mykiss y prefadilla

Astroblepus ubidiai.



lll.  REVISION DE LITERATURA

1. DESCRIPCION DE LA TRUCHA ARCO IRIS (Oncorhynchus mykiss)

1.1. Generalidades

La crianza o cultivo de peces bajo condiciones controladas se ha practicado
durante milenios, pero el cultivo de peces salménidos, como la trucha y el salmon,
son actividades bastantes recientes. Estas especies se criaron por primera vez en
condiciones artificiales durante el siglo XIX, principalmente para repoblar los rios
para los pescadores de cafa, siendo los daneses los pioneros en criar la trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss) para el consumo humano. Posteriormente, llego a
ser popular en la mayor parte del mundo, la produccion para mesa de la trucha arco
iris; por lo que en la década de los 1870’s y 1880’s, se hicieron intentos por cultivar
el salmdn del Atlantico (Salmo salar) en Escocia y Noruega, y el salmén del Pacifico
(Oncorhynchus sp.) en EE.UU. y Canada. Otros salmonidos cultivados son la trucha
comun (Salmo trutta) y el salvelino (Salvelinus fontinalis) con fines de repoblacion
(Roberts & Shepherd, 1980; Bastardo & Sofia, 2003; Alvarado, 2004).

Los salmones y truchas ocupan el tercer lugar de produccion, con un
montante total en toneladas, que no llega a ser el 10% de de los ciprinidos (carpas).
La trucha arco iris (300 000 toneladas aprox.) y el salmén del Atlantico (casi 250000
toneladas) son las dos especies mas representativas. En esta ultima especie, por
ejemplo, la acuicultura proporciona el 98.6% del total comercializado y las capturas

en medio natural solo el 1.4% (Buxadé, 1997).



La trucha arco iris procede de la vertiente del O. Pacifico de América del
Norte, y fue importada por Europa en 1880. Vive en los cursos de agua de la
cadena costera desde el sur de Alaska hasta el sur de Orego6n y California. En la
misma se distinguen variedades continentales que no emigran hacia el mar
denominadas rainbow trout, y variedades que si emigran o trucha cabeza de acero,
llamadas steelhead trout (Huet, 1998).

La capacidad productiva, a nivel mundial, sobrepasa el millon de toneladas
métricas; Chile es principal productor, seguido de Dinamarca y Finlandia, aunque el
primer exportador de filetes es Noruega (619 000 TM), seguido de Chile (Alvarado,
2004; Panorama Acuicola, 2007).

La trucha arco iris es la especie mas cultivada dentro de la salmonicultura
mundial. En la actualidad esta distribuida por completo en el area natural de los
salmonidos, el hemisferio norte, se ha introducido en numerosas y amplias regiones

de ambos hemisferios, en Asia, Africa, América y Oceania (Buxadé, 1997).

Segun Blanco (1995), la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) fue
introducido en Hispanoamérica a inicios del siglo pasado (1900) y en el transcurso
de los afios se ha adaptado a la climatologia, de tal forma, que se encuentra
ampliamente diseminada, ocupando numerosos ecosistemas acuaticos. En el
Ecuador, la trucha Arco iris fue introducida en la década de 1930, siendo la principal
especie acuicola de la sierra, la mejor productora de carne que hasta 1980 logra

asentarse como un cultivo industrial y técnicamente manejado.

La trucha arco iris crece en agua dulce mucho mas deprisa que el salmén
comun o que la trucha comun, y en consecuencia, son las mas frecuentemente
cultivadas para fines culinarios; mientras que, la trucha comun se cria
exclusivamente para fines de repoblacion, y el salmén comun se crid, para soltarlo
en las corrientes de agua con el objetivo de aumentar el numero de adultos
(Roberts & Shepherd, 1980; Blanco, 1995).



Su facil adaptacion, mayor rusticidad y domesticidad; resistencia a las
temperaturas elevadas, bajo contenido de oxigeno y enfermedades; mejor
rendimiento con alimentacion artificial; desarrollo mas rapido, mayor gregarismo;
pero, sobre todo, su rapido crecimiento (alcanza el tamafio comercial en
aproximadamente un afio), han sido razones para su cria industrial, no sélo en el

Ecuador, sino también a nivel mundial (Buxadé, 1997).

1.2. Clasificacion Taxonémica

La clasificacion de la Trucha Arco iris (Oncorhynchus mykiss), al igual que el
de otros salménidos, ha sido objeto de debate y numerosas discusiones. Se ha
demostrado que el numero de vértebras de la trucha arco iris difiere de unos lotes a
otros lotes, y se encuentra supeditado a la temperatura del agua de incubacion del
huevo, especialmente en el periodo embrionario de formacion vertebral. El nimero
de vértebras decrece cuando aumenta el grado de desarrollo, es decir,

incubaciones a temperaturas altas y viceversa (Garside, 1966; Blanco, 1995).

Cuadro 3.1. Clasificacion Taxondmica de la Trucha Arco iris

CATEGORIA NOMBRE
Reino Anirmal
Subreino Metazoos

Tipo Cordados
Subtipo “ertebrados
Superclase Gnatostomados
Clage Osteichthyes
Subclase Actinopterigios
Orden Salmonifarmes
Suborden Salmonoidei
Familia Salmonidae
Subfamilia Salmaninae
Género Oncorbynchus
Especie Oncorbynchus mykis (Suckley)
Mambre comdn Trucha Arco iris

Fuente: Blanco, 1995



En la década de los 80, existié cierta controversia entre los investigadores,
acerca del origen taxonémico de las denominadas truchas del Pacifico Norte, por lo
que en Octubre de 1988, la American Fisheries Society’s Comité on Names of
Fishes, mostré que, las truchas nativas de las cuencas del Pacifico-Norte se
encuentran genéricamente mas cerca del salmén del Pacifico Oncorhynchus que
las especies Salmo del Atlantico y Europa (como el salmén del Atlantico S. salar y
la trucha comin europea S. trutta), esto gracias a los trabajos presentados en la
reunion de junio de 1988 de la American Society of Ichthyologist and Herpetologists
(Blanco, 1995). Las especies afectadas por estos cambios se pueden ver en el
Anexo 1.

1.3. Caracteristicas

Los salmonidos se caracterizan por una segunda aleta dorsal adiposa que los
distingue de otras especies. De todos los salmoénidos, la trucha arco iris se
caracteriza por tener un rapido crecimiento en cautiverio, excelente adaptacion al
alimento artificial y tolerancia a aguas mas calientes (Pérez, 1982; Blanco, citado
por Alvarado, 2004).

La trucha arco iris es un pez teledsteo de aguas frias y de alimentacion
carnivora. Proviene de la costa del Pacifico de Norteameérica, desde California hasta
Alaska (Aguirre, 1976; Foerster, 1968; Isayev, 1961; Krupitskiy y Ustyugov, 1978;
Krokhin, 1967; Leim y Scout, 1966, citados por Coll, 1991; Blanco, 1995). Posee
una asombrosa variedad de formas; las principales variedades eran primitivamente
mas o menos distintas, por ejemplo, por el nimero de escamas de su linea lateral y
el color, pero han sufrido tal cantidad de hibridaciones en el curso de su cultivo
artificial que es practicamente imposible identificarlas y, sobre todo, obtener huevos

de legitima procedencia, correspondientes a los troncos primitivos (Huet, 1983).



La trucha arco iris tiene el dorso azulado, flancos plateados con una
inconfundible faja rojiza e iridiscente a lo largo, cuerpo y aletas con manchas
negras, mandibulas y vientre color crema; tiene una excelente adaptacion a las
condiciones subtropicales, ya que tolera temperaturas mayores de 20° C. Se
alimenta de insectos, moluscos, crustdceos y peces. Es una especie muy usada
para la cria industrial en todo el mundo por su adaptabilidad al manipuleo,
condiciones de alta densidad y alimentacion artificial. Esta especie llega a pesar
hasta 12 kg y 65 cm de longitud (Valladares, 2002).

Wegrzyn y Ortubay, citados por Lépez & Cartagena (2002), afirman que su
dorso es oscuro con reflejos verde olivaceos, con motas negras igual que en los
flancos. Vientre claro. Una franja purpurea longitudinal desde el ojo hasta la aleta
caudal, mas notable con los ejemplares maduros, caracter que los distingue de los
demas salmonidos. Aleta dorsal y caudal moteada. La aleta anal puede presentar el
borde externo blanco. Existen formas plateadas y con la franja rojiza poco

conspicua.

Su cuerpo esta cubierto por numerosas escamas pequefias. Peces provistos
de una aleta adiposa por detras de la aleta dorsal, que junto a la aleta anal, son de
base corta. Boca grande con dientes conicos en las quijadas y paladar (Del Valle &

Nufiez, citados por Lopez & Cartagena, 2002).

Segun Pérez (1982), su cuerpo es pisciforme tipico, algo aplanado
lateralmente, recubierto de escamas cicloide, grandes y caducas, posee manchitas
negras y una banda lateral rosada iridiscente, que se hace mas vistosa en la época
de reproduccion. La Figura 3.1. muestra las caracteristicas fisicas de una trucha

arco iris (Oncorhynchus mykiss).



Fuente: Wyoming Game & Fish Wyoming Wildlife Magazine
Figura 3.1. Trucha Arco iris (Oncorhynchus mykiss)

1.4. Condiciones de Cultivo

1.4.1. Aguay Oxigeno

La trucha arco iris, en condiciones naturales, es un pez que puede vivir en
aguas comprendidas entre 0 — 25° C. Sin embargo, cabe indicar que, los limites
industriales, entre los cuales su crecimiento y desarrollo son los adecuados para
estos fines, corresponden a 9° C, como limite inferior, y 17° C como limite superior.
La temperatura mas adecuada para la trucha arco iris en produccion carnica, en la
gue sus funciones fisioldgicas se realizan de forma éptima es de 15° C (Haskel,
1955; Kennedy y Mihurs, 1969 citados por Blanco, 1995).

El agua debe ser abundante, fresca, continuamente en renovacion y rica en
oxigeno disuelto en agua (9 mg/l). EI minimo para cultivar salménidos es de 6 mg/l,
ya que por debajo de 5.5 — 5 mg/l, las truchas en crecimiento presentan dificultad
para respirar. Las exigencias térmicas de los salménidos varian segun la especie, la
procedencia y el estado de desarrollo, aunque se puede decir que, en general, son

especie de aguas frias (Ferron y Davis, 1975; Buxadé, 1997).
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Segun Huet (1983), el contenido minimo de oxigeno del agua de 9 mg/l, sélo
se encuentra generalmente en aguas renovadas cuya temperatura permanece por
debajo de los 20° C. Segun Blanco, citado por Alvarado (2004), aunque son peces
de aguas frias, aunque el grado de tolerancia a las temperaturas es amplio, que
puede subsistir en temperaturas mantenidas de 25° C, durante varios dias.

1.4.2. pH

Los valores normales de pH para el cultivo de la trucha, varian entre 5y 9. En
explotaciones industrializadas se necesita un pH de 6 — 7, pues uno de los
productos finales del metabolismo protéico de las truchas es el NHj;, producto
toxico, con caracter limitante en su forma ionizada (NHs) lo cual, bajo la accion del
pH acido se transforma en ion amonio (NH,4) forma ionizada, no téxica, lo que no
ocurre en condiciones basicas (Blanco, 1995). En el Anexo 2, se resumen las

condiciones de cultivo.

1.4.3. Salinidad

La salinidad tiene gran importancia cuando los cultivos de trucha arco iris se
realizan en agua salobre o marina, ya que cuanto mayor sea el grado de salinidad,
menor sera la concentracion del oxigeno (20% menor). Muchos de los cultivos de
trucha realizados en aguas saladas, han arrojado grandes resultados, mostrando un
optimo indice de crecimiento (Blanco, 1995). El cultivo en agua salada se puede
realizar en estanques de hormigobn o en cajas flotantes situadas en zonas
protegidas del oleaje y del viento. La densidad es de 30 — 40 kg/m® (Sedgwick,

Jensen, Edwards citados por Buxade, 1997).

11



1.4.4. Densidad

La densidad de animales est& en funcién de la posibilidad de renovacién del
medio, es decir, del caudal de agua limpia disponible, y también de la temperatura.
Los valores normales son de 10 — 20 kg/m® con renovacion de agua cada hora o
dos horas, aunque es posible alcanzar cargas de 50 - 60 kg/m® con aireacion
artificial (Buxadé, 1997).

1.5. Reproduccion

La reproduccion de la trucha arco iris es sexual, lo realizan el macho y la
hembra. Una caracteristica pecualiar, es que sus 0rganos sexuales presentan, en
los primeros periodos de la vida, una indiferencia, es decir, no es posible determinar
microscopicamente si la glandula sexual de un ejemplar es testiculo u ovario, este
fendmeno es denominado gonocorismo indiferenciado que presentan las truchas en
los primeros meses de vida, de tal forma, que aproximadamente hasta los cuatro
meses estos organos no adquieren la estructura histolégica funcional tipica (Padoa,
1937; 1939; Robertson, 1953 citados por Blanco, 1995; Buxadé, 1997).

Segun Bastardo (1994), los especimenes menores de 5 cm automaticamente
entran en la categoria de juveniles indeterminados; la maduracion en ambos sexos

se da a partir de 12 cm de longitud estandar.

Ademas de ser sexual es externa, no teniendo lugar copulacibn como en
algunas especies, sino que tanto la hembra como el macho depositan libremente en
el agua, sus productos sexuales. Los procedentes de la hembra son depositados en
el fondo de los rios, en un nicho o nido previamente preparado, en donde
inmediatamente después, el macho deposita el esperma, teniendo lugar en escasos

segundos la fusion entre el espermatozoide y el 6vulo (Blanco, 1995).
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En la época de reproduccién, los sexos se reconocen facilmente. Las
hembras, desde antes de la freza, tienen el vientre abultado y el ano prominente,
redondeado y rojizo, mientras que en los machos es pequefio, alargado y palido.
Ademas, en esté época los colores del macho estdn muy acentuados. En los
machos de la trucha coman, el vientre es negruzco; en los salvelinos machos, los
tintes son muy vivos. En los machos viejos de todas las especies, la mandibula

inferior esta convertida en un pico curvo (Huet, 1983).

Huss (1988) sefiala que la mayoria de los peces llegan a su madurez sexual
cuando han alcanzado cierto tamafio, el cual es caracteristico de las especies y no
esta directamente correlacionado con la edad. Segun Blanco (1995), los machos
son sexualmente maduros cuando la estacion climatica de maduracion coincide con
una edad de 13 — 15 meses y un peso de 200 — 250 g/ unidad. Como la velocidad
de crecimiento disminuye cuando el pez alcanza la madurez sexual, es ventajoso

criar hembras en las explotaciones acuicolas.

En general, este tamafio critico es alcanzado primero por los machos, por lo
gue en sus primeras etapas utilizan la energia procedente de los alimentos para
reproducirse y no para crecer, lo que explica que los machos sean mas pequefios
gue las hembras. Por el contrario, las hembras durante el primer afio aprovechan la
energia para crecer y no para reproducirse. Esta caracteristica de las hembras se
estd aprovechando a nivel mundial para obtener poblaciones completamente
hembras y de esta manera el productor logra la trucha porcion en un lapso de

tiempo mas corto (Blanco, 1995).

Desova 1,500 - 2,500 huevecillos por kilogramo de peso vivo, de 3 — 6 mm de
didmetro. La duracién de su incubacién es de 300 a 320 grados dia, es decir los
dias que se necesitarian para que se incuben los huevecillos a 1° C. Aunque
factores individuales y genotipicos pueden influir en este parametro, el factor mas

influyente es la temperatura del agua (Pérez, 1982).
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Blanco (1995), coincide indicando que necesita una suma acumulativa de
300° / dia para alcanzar la eclosién, observandose variaciones entre 290 — 330° /
dia, dependiendo de varios factores. Segin Ortiz (2007)?, en Papallacta se registra
una incubacion de 384° / dia a una temperatura de 8° C.

Segun Pennel y Barton (1996), el porcentaje de reproductores estériles
aumenta con la edad. Se estima que para la trucha arco iris, el % de esterilidad
pasa del 15% a los 3 afios, al 50-60% a los 6-7 afios. La cantidad de huevos y lecha
aumenta con el tamafio de los reproductores; el diametro de los huevos aumenta
con el tamafio de la hembra; cuanto mayor es el huevo, mayor y mas resistente es

el alevin.

2. DESCRIPCION DE LA PRENADILLA (Astroblepus ubidiai)

2.1. Origen y distribucion

Segun Barriga (1991), a lo largo de la cordillera de los Andes existen
alrededor de 15 especies de prefiadillas, desde el nivel del mar hasta mas de 2500
metros sobre el nivel del mar. En la provincia de Imbabura, en el Lago San Pablo
existe aun la unica especie de prefadilla endémica de los Andes del Ecuador,
Astroblepus ubidiai o conocida por los indigenas como challa o imba (INSTRUCT,
PUCE, CEPCU, CODELSPA, 2002).

El Lago San Pablo, llamado por los aborigenes Chicapan y después Imbakucha
se encuentra en el cantén Otavalo, en la provincia de Imbabura entre las
coordenadas 78° 15’ 32” y 78° 07’ 44” de longitud oeste y 0° 07’ 34” a 0° 15’ 27" de
longitud norte; a una altura de 2666 metros sobe el nivel del mar, esta cuenca se

encuentra formada por los volcanes Imbabura, Cusin, las estribaciones del Nudo de

2 Ortiz, J. 2007. Manejo de trucha arco iris (Entrevista Personal) Sangolqui, Ecuador. Escuela Politécnica del
Ejército, ESPE
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Mojanda-Cajas y Reyloma. Tiene una superficie de 148.69 Km?, dividida en 11
microcuencas (INSTRUCT, PUCE, CEPCU, CODELSPA, 2002).

El Imbakucha es un lago activo, es decir, tiene renovacion permanente de
agua que proviene de manantiales, rios y riachuelos que son sus afluentes, los
principales son: las vertientes de Araque, Rio Itambi, Riachuelo San Agustin y

Pivarinche. El efluente se denomina Jatunyacu (Ubidia, 1953).

La prefadilla es la especie simbolo de la Provincia de Imbabura, ya que de
ella se deriva el nombre; proviene del quichua imba que significa prefiadilla y bura

gue es criadero o sea Criadero de Prefiadillas.

Habita en los rios, acequias, algunos lagos, pero principalmente se conoce
gue las poblaciones actuales de prefiadillas habitan en los nacimientos de agua,
manantiales.El habitat de este pez se relaciona directamente con la presencia de
berro (Cardamine nasturtioides) que es una planta acuatica y le sirve de refugio,
ademas le provee de los invertebrados acuaticos de los que se alimenta la
preiadilla (Vélez & Rueda, 2002). La prefiadilla es un indicador biolégico de la
calidad del agua de las vertientes (INSTRUCT, PUCE, CEPCU, CODELSPA,
2002).

En el afio 2000, se iniciaron varios estudios sobre la prefiadilla y en uno de
ellos se encuentran determinados los lugares donde aun existen poblaciones de
prefadilla en la provincia de Imbabura: en la Cuenca del Imbakucha en Proafio,
Quinde, Gallopogyo, en Yanayacu en El Batan, en Chaupiyacu en Pataqui y en
Tatuando en San Eduardo. (Vélez & Rueda, 2002)

La prefadilla ha estado presente en la historia de la provincia de Imbabura,
en algunos documentos histéricos aparecen datos sobre este pez, el sitio donde la
poblacién era muy numerosa se consideraba un lugar privilegiado y estaba en

manos de los caciques y terratenientes, eran muy codiciados en la reparticion de
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herencias, también se cuenta que los indigenas entregaban su tributo anual con
prefadillas a los encomendadotes espafioles y posteriormente a la iglesia en
Cuaresma. Desde aquellos tiempos hasta hoy la prefiadilla ha constituido parte de
la alimentacién de las familias indigenas imbaburefias, ademas se cuenta que
tradicionalmente su consumo servia para estimular la produccion y secrecion de

leche materna (Moreano et al, 2005).

Fotografia. 3.1. Prefiadilla (Astroblepus ubidiai)

2.2. Clasificacion taxondmica

Humboldt, en 1805, clasifico a la pefiadilla como Pimelodus cyclopum, y
sefalaba que este pez podia vivir en aguas subterraneas. Tal comportamiento
nunca fue probado pero se cree que tiene algo de verdad segun conclusiones y

correlaciones de otros estudios actuales.

En 1931, se hizo una reclasificacién taxonémica de la prefiadilla a cargo del
cientifico francés Jacques Pellegrin (INSTRUCT, PUCE, CEPCU, CODELSPA,
2002), y determiné que la prefiadilla pertenece a: Clase: Osteichtyches, Subclase:
Actinopterygii, Orden: Siluriformes, Familia: Astroblepidae, Género: Astroblepus,

Especie: Astroblepus ubidiai (Vélez & Espino, 2004).
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2.3. Morfologia

Existe una diferenciacion sexual clara entre los dos sexos. Los machos
presentan un érgano reproductor externo, el cual aparece cuando el pez alcanza
mas o menos los 5 centimetros de longitud. El hecho de que exista un 6rgano
sexual externo en los machos indica que muy probablemente la fertilizacion de los
huevos es interna, o en otras palabras macho y hembra deben copular para fertilizar
los 6vulos. Dependiendo el tamafio de una hembra puede contener en su vientre y

depositar entre 40 y 150 huevos.

No se han observado hembras con embriones, lo cual indica que a pesar de
gue es interna la fertilizacion, la hembra deposita los huevos fertilizados en algun
lugar. Hasta ahora no se ha encontrado una sola hueva de prefiadilla en los cientos
de muestreos que se han hecho. A esta observacion se le suma que todos los
refugios de este pez estan cercanos o adjuntos a los manantiales, por lo tanto se
cree que la hembra deposita los huevos en aguas subterraneas donde las bajas
concentraciones de oxigeno y la oscuridad son adversas a invertebrados que

intenten depredar los huevos. (Vélez & Rueda, 2002).

En cuanto a los 6rganos reproductivos internos se refiere, se ha observado
tanto en los machos como en las hembras que los testiculos y los ovarios,
respectivamente, se encuentran ocupando gran parte de la cavidad interna y estan
ubicados longitudinalmente, ademas la coloracion de dichos érganos depende del

estado de madurez de los mismos.
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Fotografia 3.2. Prefiadilla macho. Papila genital externa (izq.). Testiculos'y

conductos espermaticos (der.)

Fotografia 3.3. Prefiadilla hembra. Poro urogenital (izq.). Ovarios (der.)
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Fotografia 3.4. Prefiadilla macho y hembra. Papila genital y poro urogenital.

Alguna vez Humboldt indic6 que la prefiadilla vivia también en aguas
subterraneas. Existe mucha probabilidad que sea de esta manera, por lo menos la
primera etapa de la vida luego de eclosionar (Vélez & Rueda, 2002).

Cuando el pez eclosiona del huevo mide 1.6 centimetros de longitud y
alcanza una talla maxima de 13 centimetros. La prefiadilla se alimenta de pequefios
invertebrados, dentro de los cuales los anfipodos son la dieta principal. (Vélez &
Rueda, 2002).

La prefiadilla, al ser un pez siluriforme, permanece la mayor parte del tiempo
en el fondo o adherido al sustrato mediante la ventosa en su boca, es decir presenta
una conducta bentoénica (Vélez & Rueda, 2002). Esta modificacion de la boca, los
labios prominentes le permite fijarse a las superficies; del labio superior se
desprenden dos apéndices a cada lado lo que le da la denominacion de pez gato, la
cavidad bucal es pequefia. Ademas, presenta varias hileras de dientes afilados que
le permiten raspar, atrapar, adherirse, y engullir el alimento que generalmente se
encuentra en la cubierta vegetal de las rocas. Por anatomia y mofologia de la boca

se concluye que no es una especie depredadora.
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La prefadilla no presenta vejiga natatoria. Tampoco tiene escamas pero el
cuerpo esta recubierto por una pelicula mucosa. Presenta a nivel pélvico un par de
aletas que estan unidas a manera de “V”. Esta caracteristica, junto con la presencia
de la ventosa bucal, permite a la prefiadilla desplazarse en tierra y trepar en
posicion vertical (Vélez & Rueda, 2002).

Fotografia 3.5. Boca cartilaginosa a manera de ventosa (izq.).

Varias hileras de dientes.

Los resultados preliminares de la investigacion muestran que la prefadilla
mide al primer afio de vida entre 4 y 5 centimetros, de 7 a 8 centimetros al segundo
afo, 10 centimetros al tercer afio, y un pez mayor de 11 centimetros sobrepasa los
4 afios de edad. Aln no se sabe cudl puede ser la edad maxima que esta especie

puede alcanzar (Vélez & Rueda, 2002).
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2.4. Ecologia

2.4.1. Factores que afectan el habitat de la Prefiadilla

Existen varias circunstancias que han llevado a la prefiadilla ha considerarse
como una especie en peligro de extincion y a ingresar en la lista roja de la Unién
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) (Moreano et al., 2005).

Segun los estudios realizados en los habitats de la prefiadilla, in situ, se ha

verificado que:

1. El habitat de Astroblepus ha sido alterado por la intervencion de las
comunidades cuando realizan mingas y limpian las acequias.

2. La introduccién de la lobina (Micropterus salmonoides) en el Lago San Pablo
ha provocado la migracion de la prefiadilla

3. La obtencidén de agua potable mediante el entubamiento de las acequias
disminuye el caudal de los mananatiales en los que se refugia la prefadilla.

4. El agua contaminada de las vertientes producto de las actividades ganaderas
y de las comunidades cercanas.

5. El ganado que se encuentra cerca de los refugios, compactan, destruyen y

eliminan grandes cantidades de excrementos y orina. (Vélez & Rueda, 2002).

2.4.2. Ecologia de Astroblepus ubidiai

En la actualidad las poblaciones de prefadillas sobreviven en manantiales o
nacimientos de agua que desembocan principalmente en el lago. El manantial de El
Batan es el refugio con mayor ICH (indice de Calidad de Hébitat), es decir, que este
lugar reane las mejores condiciones para que la prefiadilla habite y se reproduzca
(Vélez & Rueda, 2002).
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3. COMPONENTE GENETICO Y HEMOGRAMA

3.1. Estructura del ADN

Segun Passarge (2004), el descubrimiento de la estructura del ADN de doble
hélice y el modelo semiconservativo, realizada en 1953 por Watson y Crick, permitié
explicar procesos celulares como la transcripcion y la replicacién de la informacién
genética, asi como la capacidad de mutacién, proponiendo Y justificando el modelo

semiconservativo de la formacidn de una nueva cadena de ADN.

El ADN es un polimero constituido por nucleétidos constituidos por un grupo
fosfato, una desoxirribosa y por dos grupos de bases nitrogenadas, purinicas
(adenina(A) y guanina(G)) y pirimidinicas (timina(T) y citosina(C)); formando dos
cadenas enrolladas, una alrededor de la otra, a lo largo de un eje comun. En esta
estructura las bases se disponen enfrentadas y unidas por medio de enlaces de

hidrogeno de la siguiente manera: Acon Ty C con G (Liu, 1998).
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Figura 3. 2. Relacién espacial de las Bases Puridicas y Pirimidinicas.
Citosina - Guaninay Timina — Adenina (Fuente: Passarge, 2004)
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Las dos cadenas del doble helicoide son antiparalelas: el extremo de una
cadena inicia con un grupo PO, unido al carbono 5’, mientras que la otra cadena
inicia con otro grupo fosfato unido al carbono 3’ (Figura 3.3.), enfrentadas entre si,

ya que las dos cadenas son exactamente complementarias (Stansfield, 1971).
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Fuente: http://omega.ilce.edu.mx:3000/sites/ciencia/volumen3/ciencia3/125/htm/sec 5.htm

Figura 3.3. Doble hebra antiparalela de ADN

Una secuencia de tres pares de bases representa una palabra codificadora
(codon) para un aminoacido; una secuencia de codones determina una secuencia
de aminoacidos; estos forman un polipéptido. Para ello, la secuencia de bases es
transferida (transcripcién) desde una cadena de ADN hacia una molécula que
transporta la informacion (MARN, ARN mensajero). La secuencia del mARN sirve
como molde para una secuencia de aminoacidos que se corresponde con el orden

de los codones (traduccion) (Passarge, 2004).

23


http://omega.ilce.edu.mx:3000/sites/ciencia/volumen3/ciencia3/125/htm/sec_5.htm

La funcién principal del ADN es mantener a través de un sistema de claves
(codigo genético) la informacion necesaria para que las células hijas sean idénticas
a las progenitoras (informacion genética). La informacion se encuentra en forma de
genes, que consisten en un fragmento de ADN que tiene alguna funcién,
generalmente especificar la secuencia de una proteina, pero sélo el 3 - 5% del
genoma son secuencias codificantes (exones); el resto del ADN no codificante
(intrones), tiene funciones en la regulacion de la expresion génica, en la estructura

de los cromosomas y su segregacion en la division celular (Sudbery, 2004).

El genoma es el conjunto total de moléculas de ADN que se encuentran en
las células de un individuo (casi en su totalidad en el nucleo, aunque existe también
en mitocondrias y cloroplastos) (Hillis et al., 1996). Cada organismo tiene un
genoma diferente, que varia por su contenido total de ADN, nivel de ploidia, nimero
de cromosomas, distancia total de recombinacion en el genoma, naturaleza y

numero de genes funcionales (Liu, 1998).

El ADN codificante y su correspondiente polipéptido son colineales. Una
alteracion (mutacion) de la secuencia de bases del ADN puede dar lugar a un codéon
diferente; la posicion de este cambio en la secuencia de aminoacidos corresponde a
la posicion de la mutacion. Existen tres tipos de mutaciones que involucran un solo
nucleotido (mutaciones puntuales): sustitucion (intercambio), delecion (pérdida) e
insercidn (adicién). Las secuencias que siguen a continuacion ya no codifican para

un producto génico funcional (Passarge, 2004).
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Figura 3.4. B.1. Gen para la proteina triptéfano sintetasa A de la bacteria E.
coli y mutaciones en cuatro posiciones. B2. Es posible que existan diferentes
mutaciones en una misma posicion. Se observa 2 mutaciones diferentes en la
posicion 211: glicina por arginina y glicina por glutamato. B3. En el tipo
salvaje, el codon 211 es GGA por AGA da lugar a un codon para arginina; B4.
Una mutacion por GAA da lugar a un codon para el glutamato. C. tipos de
mutaciones.

Las mutaciones pueden ser el resultado de factores quimicos o fisicos que
conducen a modificaciones de las bases. Al afectar el patron de apareamiento de
las bases, interfieren en la replicacion o en la transcripcion. Estos factores se
denominan mutagenos. La oxidaciéon espontanea, la hidrdlisis, la metilacion
descontrolada, la alquilacién y la irradiacion ultravioleta provoca alteraciones que

modifican las bases nitrogenadas (Stansfield, 1971; Passarge, 2004).
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3.2. Anélisis Cromosémico

3.2.1. Generalidades

El uso de caracteres cariotipicos, tales como namero diploide y haploide, la
estructura y tamafo de los cromosomas, etc., permiten una mejor comprension de
la herencia, del flujo genético, de la adaptacion y de las mutaciones en relacion al
medio en que se desenvuelven las poblaciones, asi como del parentesco
filogenético entre las especies debido a que son caracteres particularmente estables
y especificos en cada una de las especies (Sota, 1967). Esta estabilidad del
cariotipo permite que sea considerado como un rasgo muy confiable en la

determinacion especifica (Garcia & Uribe, 1988).

3.2.2. Cromosomas

Es el material microscopico constituido del ADN y de proteinas especiales
llamadas histonas que se encuentra en el nucleo de las células eucariotas en las
cuales los cromosomas se ven como una marafia de hilos delgados, llamada
cromatina. Cuando la célula comienza su proceso de division (cariocinesis), la
cromatina se condensa y los cromosomas se hacen visibles como entidades
independientes. La unidad basica de la cromatina son los nucleosomas. Se suelen

representar por pares, en paralelo con su homologo (Winchester, 1986).

La palabra cromosoma etimolégicamente proviene (del griego chroma, color
y soma, cuerpo o elemento) y es cada uno de los pequefios cuerpos en forma de
bastoncillos en que se organiza la cromatina del ndcleo celular en la mitosis, cada
uno de los cuales se divide longitudinalmente, dando origen a dos cadenas gemelas
(iguales) (Wikipedia, 2001).
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Su numero es constante para una especie determinada; en Oncorhynchus
mykiss (trucha arco iris), el estudio del componente citogenético revel6 un nimero
diploide de 60 cromosomas, de los cuales: siete pares fueron cromosomas
metacéntricos grandes, 7 pares submetacéntricos grandes, 8 pares metacéntricos
medianos, 7 pares telocéntricos y 1 par sexual que diferencia a machos de
hembras y en Astroblepus ubidiai (prefiadilla) se encontr6 que su cariotipo se
compone de un numero diploide de 52 cromosomas, de los cuales: ocho pares
fueron cromosomas submetacéntricos, 11 pares metacéntricos, 6 pares
telocéntricos y 1 par sexual que diferencia a machos de hembra. En el caso de
Arius felis (bagre marino), el nimero diploide de esta especie es de 54 con una
formula cromosomica 8 cromosomas metacéntricos, 6 submetacéntricos, 10

acroceéntricos y 3 telocéntricos (Garcia & Uribe. 1988).

Usualmente las especies animales y vegetales tienen un numero de
cromosomas constante y determinado que constituyen su cariotipo (ley de la
constancia numeérica de los cromosomas), aunque existen especies con una alta
variabilidad cariotipica, no so6lo en numero sino en forma y tamafo de los

cromosomas.(Solomon et al., 1998).

3.2.3. Forma de los cromosomas

La forma de los cromosomas es para todas las células somaticas constante y
caracteristica de cada especie. La forma depende fundamentalmente de las

constricciones que presente el cromosoma y de su localizacion en la cromatida.
El cromosoma se encuentra constituido basicamente por el centromero que

divide el cromosoma en un brazo corto o brazo p y un brazo largo o brazo q.

Algunos cromosomas presentan satélites en el brazo corto.
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BRAZO p

CEHTROMERD

BRAZO q

Fuente: Wikipedia, 2001
Figura 3.5. Partes de un cromosoma.

Segun la posicion del centromero, los cromosomas se clasifican en:
Metacéntricos: el centromero se localiza a mitad del cromosoma y los dos brazos

presentan igual longitud.
Submetaceéntricos: la longitud de un brazo del cromosoma es algo mayor que la

del otro.
Acroceéntrico: un brazo es muy corto (p) y el otro largo (q).

Telocéntrico: sblo se aprecia un brazo del cromosoma al estar el centromero en el

extremo.

CROMOSOMAS

Metacértrico  Submetaceéntrico  Serocértrico Telocértrico

Fuente: Wikipedia, 2001

Figura 3.6. Formas de los cromosomas.
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3.2.4. Cromosomas Sexuales

En muchos organismos, uno de los pares de los cromosomas homélogos es
distinto al resto, realizando la determinacién genética del individuo. A estos
cromosomas se les llama cromosomas sexuales o heterocromosomas e incluso
gonosomas, porque determinan el sexo por la proporcion de los dos cromosomas

homologos (Solomon et al., 1998).

3.2.4.1. Sistema de determinacién XY

Es propio del ser humano y muchos otros animales. Las hembras, siendo XX,
dardan gametos iguales con cromosoma X, sexo homogameético y los machos,
siendo XY, daran dos tipos de gametos, uno con el cromosoma X y otro con el
cromosoma Y. La probabilidad de que en la fecundacion, al unirse los gametos,

resulte una combinacion XX (hembra) o XY (macho) es del 50%.

3.2.4.2. Sistema de determinacion XX/XY

En el caso de los salménidos y entre ellos la truchca arco iris, se utiliza este
sistema de determinacion de sexo similar al del ser humano, sin embargo se
diferencia en muchos detalles segun la especie y no es una norma universal, por
ejemplo, las hembras pueden ser homogaméticas y los machos heterogaméticos,
esto sucede en la mosca de la fruta, en aves, mariposas y algunos peces, se
invierte esta situacion (Solomon et al., 1998); cave recalcar que también existe
influencia del ambiente, de hormonas que pueden alterar el sexo de los peces (Diaz
& Neira, 2005).
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3.2.4.3. Sistema de determinacién XO

Otras especies (peces, insectos, anfibios) que no tienen el cromosoma Y,
determinandose el sexo por el nUmero de cromosomas X, macho XO y hembra X.

3.2.5. Cariotipo

Es la forma, cantidad y tamafio de los cromosomas. Aunque la diferencia
entre un individuo y otro es la informacién especificada en los genes de estos

cromosomas.

3.2.5.1. Cariotipo Cléasico

Existen varios métodos para la visualizacion mediante microscopia oOptica de
los cromosomas. Los procedimientos mas clasicos consisten en la tincidon con
sustancias como la mostaza de quinacrina, que permite la observacion de las
bandas Q; giemsa, que permite la observacion de las bandas G, R o C
(dependiendo del tratamiento que se realice con el ADN). Este bandeo
caracteristico de cada uno de los cromosomas esta relacionado con regiones de
eucromatina (bandas R), heterocromatina facultativa (bandas G), heterocromatina
constitutiva (bandas C). No obstante existen distintas visiones del motivo por el cual

se pueden hacer estas correlaciones (Solomon et al., 1998).

3.2.5.2. Cariotipo Espectral

El andlisis espectral de los cariotipos (0 SKY) se trata de una tecnologia de
citogenética molecular que permite el estudio y visualizacion de los pares de
cromosomas en forma simultanea. Los cromosomas se marcan con diferentes
colores fluorescentes. El analisis espectral de la sefial fluorescente consigue la

discriminacion (Solomon et al., 1998).
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3.2.5.3. Protocolo para la obtencion de Células Mit6ticas (Martino,
2004)

Se usan técnicas air drying modificadas por Foresti & Cols (1988).

Preparacién de Cromosomas mitoticos

# & & @

Inyectar via intraperitoneal una solucion acuosa de colchicina al 0.08%
en proporcion de 1ml/100gr de peso del animal.

Dejar en el acuario al pez con oxigeno, por un periodo de 1 — 1h30 horas;
sacrificar inmediatamente al animal y retirar los 6rganos deseados.

Lavar rapidamente el fragmento de tejido que se va a utilizar en una
solucion hipotonica de KCI 0.075M.

Transferir el material a un tubo de vidrio con 5 - 6 ml de KC| 0.075M.
Separar el material con ayuda de pinzas de diseccion.

Resuspender cuidadosamente el material y transferir la suspension
celular a un tubo de centrifuga, los pedazos de tejido son descartados.
Incubar en una estufa a 37°C por 30 minutos.

Agregar 5 gotas de fijador Carnoy (Metanol: Acido. Acético (3:1)) como
prefiado y mezclar cuidadosamente con una pipeta pasteur. Dejar 5
minutos.

Adicionar con cuidado 6 ml de fijador, dejando escurrir por las paredes
del tubo.

Centrifugar las suspensiones por 10 minutos a 1000 rpm.

Repetir el paso anterior 3 veces.

Conservar las muestras en refrigeracion durante 12 horas.

Sumergir las placas portaobjetos en etanol; con una pipeta pasteur dejar
caer unas gotas en la placa portaobjetos, fijar en un mechero.

Tefiir las placas en una solucién de 30 ml de colorante giemsa y 90 ml
de agua destilada por 20 minutos 0 mas.

Observar al microscopio los cromosomas metafasicos

Armar el cariotipo.
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3.3. Hemograma

Los examenes hematoldgicos constituyen actualmente, para la acuicultura,
una de las herramientas mas precisas en la determinacion del estado fisiolégico,
nutricional y para el diagnéstico rapido y acertado de enfermedades, sobre todo

aplicada a especies en confinamiento.

Los métodos mas comunmente empleados son los que miden el nivel de
hemoglobina, el hematocrito y el recuento eritrocitario, ademas de estudios
rutinarios sobre la morfologia y distribucién de los elementos celulares formados en

la sangre periférica (FAO, 1987).

Cuellar citado por Acosta (2006), indica que la respuesta inmunitaria de los
peces es primitiva en relacion a las aves y mamiferos, aunque los mecanismos
inmunoldgicos no son diferentes. La produccion de anticuerpos depende de la
temperatura del agua y factores de comportamiento asociados a la densidad de
poblacién, manejo, iluminacion, jerarquia social y en general a los fenbmenos de
estrés. En algunas especies no se detectan anticuerpos por debajo de los 10° C
(Acosta, 2006).

3.3.1. Hemoglobinometria

Es la determinacion del contenido de hemoglobina en la sangre y muy
importante en el diagnéstico de algunas condiciones patoldgicas, es también un
indicador de la condicion fisiolégica y nutricional del pez. Las técnicas mas precisas
se fundamentan en la determinacion del contenido férrico de la sangre. Al ser estas
técnicas poco practicas, en las piscifactorias se utiliza el método de
cianmethemoglobina es una técnica bastante confiable, dado que Ila
oxihemoglobina, carboxihemoglobina, methemoglobina y hemoglobina reducidas se

convierten en cianmethemoglobina, cuya concentracién se mide colorimétricamente.
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Las hemoglobinas se oxidan por la accion de ferricianuro a methemoglobina,
la cual queda convertida en cianmethemoglobina por la accion de cianuro (FAO,
1987).

La determinacién de la concentracion se hace mediante la lectura en un
espectrofotometro, a una longitud de onda de 540 nm y se expresa de la manera
convencional como g Hb / 100 ml de sangre total. También existen otros métodos
para calcular los resultados como son: el patrén artificial que utiliza una solucién con
una concentraciéon de hemoglobina conocida y cuya longitud de onda a 540 nm le
corresponde una determinada cantidad de hemoglobina en 100 ml. Después se
mide en el espectrofotdmetro cada una de las muestras, y se aplica la siguiente

formula matematica:

Densidad Sptica de la muestra X Hb gX del patrén
densidad &ptica del patrén

= Hb g 100 ml de la muestra
diluida

Fuente: FAO, 1987

donde la concentracion de hemoglobina del patron esta indicada en cada
envase del producto comercial. Para determinar la concentracion de hemoglobina
en cada muestra se utiliza el factor de dilucion y se obtiene el contenido de
hemoglobina en 100 ml de sangre total (FAO, 1987).

3.3.2. Hematocrito

El hematocrito es el volumen ocupado por los elementos celulares en 100 ml
de sangre total. La técnica se fundamenta en la centrifugacion de las células en una
masa compacta, cuando la altura de la masa de células se expresa como un

porcentaje de la altura total de la columna de células y plasma.
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La técnica indica que deben extraerse las muestras y deben ser introducidas
en tubos capilares, en los cuales uno de sus extremos esté sellado, luego se
centrifuga por 5 minutos a 3500 rpm. Después se compara la altura de las masas
celulares de cada tubo capilar en la tabla hematocritica, o se hace una
extrapolacion.®

3.3.3. Recuento Eritrocitario

Es determinar el nUmero exacto de hematies en la sangre. Hay que tomar en
cuenta que morfolégicamente los eritrocitos de los peces son diferentes a otros

animales, pues éstos son nucleados.

La técnica dicta que la muestra sanguinea anticoagulada debe estar bien
mezclada antes de efectuarse el recuento propiamente dicho. Se utiliza una pipeta
cuenta-globulos rojos, con la cual se lleva la sangre hasta la marca ‘0,5’. La parte
externa de la pipeta se limpia cuidadosamente y se ajusta la columna de sangre en
la linea ‘0,5’. Se llena la pipeta con suero fisiolégico al 0.85%. Tapando la pipeta
con el pulgar y el dedo anular, se agita suavemente con la mano para asegurar una

mezcla uniforme.

Una vez efectuada la mezcla y dilucion de la sangre, se prepara una camara
cuenta-globulos de tipo Neubauer.
Se deshecha las primeras gotas del contenido de la pipeta. Una gota de la dilucién
se agrega a la camara cuenta-globulos, dejandose correr por capilaridad hasta
llenar la camara. La cantidad de eritrocitos se cuentan en cinco (5) campos de la

camara cuenta-glébulos (Reina, 2003).

® Giacometti, J. 2006. Andlisis Sanguineo (entrevista). Sangolqui. Facultad de Ciencias Agropecuarias

IASA
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Para calcular el nimero de eritrocitos/mm?® de sangre total, se utiliza la

siguiente férmula, donde N representa el nimero de eritrocitos/mm?.

4000

N = —55

x 200

Esta formula se fundamenta en las consideraciones que a continuacion se detallan:

Dilucion de la sangre =1:200
Profundidad de la camara cuenta-glébulos =0.1 mm
Cada cuadro pequefio = 1/400 mm?
Numero de cuadros pequefios contados =80

En la pradtica rutinaria, es suficiente multiplicar x 10 000 el numero total de

eritrocitos en los cinco (5) grupos de pequefios cuadros. (FAO, 1987).

La trucha arco iris es la especie mas representativa de la produccion acuicola
intensiva por lo que ha sido tan estudiada, se han obtenido datos hematoldgicos

importantes.

Valores hematoldgicos normales de trucha arco iris son los siguientes:

Hemoglobina: 6-18 Hb/100 mL
Hematocrito: 36% minimo
Contaje Eritrocitario: 800 000 — 1’200 000 mm?. *

* IDROBO, L. 2005. CENIAC (Centro Nacional de Investigaciones Acuicolas). MICIP. Ecuador

(referencia verbal).
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Segun Ortiz et al., 2006 en la prefiadilla se han encontrado valores

hematoldgicos que se muestran a continuacion:

Hemoglobina 7.7+1.3 g/l
Hematocrito 28 £52%
Contaje Eritrocitario 522 666.6 + 102 378.3 eritrocitos/ ml

4. MARCADORES MOLECULARES

4.1. Variacion Genéticay Polimorfismo

Uno de los aspectos que caracterizan a la evolucion, es la variacion; es decir
gue la seleccién natural cambiara las frecuencias de los distintos tipos dentro de
una especie, solo si hay variantes que seleccionar. Es asi como, la variacion intra e
interpoblacional se origina por la existencia de varios alelos en los diferentes loci

geénicos (Fernandez et al., 2002).

Segun Nussbaum et al. (2004), la secuencia del ADN nuclear es idéntica en
cerca del 99%, y es esa pequefia fraccion diferente entre individuos la responsable
de la variabilidad genética; mientras algunas diferencias tienen poco o ningun efecto

sobre el fenotipo, otras son responsables directas de enfermedades.

La mayoria de las variaciones se dan en todas las poblaciones con
frecuencias similares, mientras que algunas variantes alélicas estan restringidas a
determinadas poblaciones, aunque no se presenten en todos sus miembros. Otros
alelos se presentan en todos los grupos, pero pueden mostrar diferencias en las
frecuencias entre los grupos de la poblacion, pudiendo ser alelos causantes de
enfermedades, asi como marcadores genéticos desde el punto de vista de la

selecciéon, para lo cual el locus marcador debe exhibir experimentalmente una
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variacion detectable en los individuos a prueba, en un test de poblacién tales como:
Marcadores Morfolégicos, Marcadores en base a proteinas y Marcadores de acidos
nucleicos (Liu, 1998; Nussbaum et al., 2004).

El primer tipo de variacion estudiada en las poblaciones humanas, fue el de
los polimorfismos de genes nucleares codificadores de proteinas. Posteriormente,
aparecieron otros tipos de variabilidad genética como los polimorfismos moleculares
de tipo RFLP, elementos Alu, Microsatélites y Minisatélites utilizados en los mapeos
genéticos. Otros polimorfismos interesantes son los que afectan al ADN
mitocondrial y al cromosoma Y, que se transmiten sin recombinacién (Sudbery,
2004).

Las poblaciones naturales muestran una gran cantidad de variacion
manifestada en diferentes niveles, originando polimorfismos (del griego, poli =
muchas; morphos = formas), definidos como una variacion heredada detectable en
un locus, los cuales pueden ser morfoldgicos: afectando el fenotipo de los individuos
en una misma poblacion (Fernandez et al., 2002); un ejemplo representativo lo
constituye el patron del color de las vainas de las alas del escarabajo asiatico
(Harmonia axyridis), cuya area de distribucion es extensa, y en la que pueden
distinguirse multiples variantes, las cuales se deben a distintos alelos del mismo gen
(Passarge, 2004).

El polimorfismo bioquimico, resultado de las diferencias individuales en las
secuencias de las bases nitrogenadas del ADN, conducen a cambios en los
codones, pudiendo incorporarse un aminoacido diferente en el sitio correspondiente
a la proteina; existen ademas polimorfismos inmunolégicos, basados en las distintas
especificidades antigénicas determinadas por diversos loci, asi como polimorfismos
cromosomicos, de acuerdo a las distintas constituciones cromosomicas de cada
individuo en una misma poblacion (Liu, 1998; Fernandez et al., 2002; Passarge,
2004; Ayala citado por Passarge, 2004).
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Una medida de la variacion genética de una poblacion es la proporcion de
loci polimorficos, que son considerados como tales si hay mas de una forma alélica
en dicha poblacién en una frecuencia significativa mayor del 1% (polimorfismo
genético); otros alelos localizados en regiones no codificantes, no llegan a tener

consecuencias en el funcionamiento de ningln gen (Fernandez et al., 2002).

Cabe considerar que, un loci con dos alelos es tan polimérfico como uno que
presente multiples alelos, por lo que el estudio y caracterizacién de todos estos
polimorfismos dentro y entre las poblaciones es importante, ya que de una forma
alélica en la poblacion con una frecuencia significativa mayor del 1%, tiene una
relacion directa con el disefio e interpretacion de los estudios poblacionales en
busqueda de alelos de riesgo (Nussbaum et al., 2004; Sudbery, 2004).

Segun Passarge (2004), un locus génico se define como polimorfo si el/los

alelo(s) raro(s) tiene(n) una frecuencia de al menos 2%.

El analisis de polimorfismos de ADN, es el sistema mas eficaz para la
identificacion de individuos, analisis de filiacion y proximidad genética y deteccion
de genes de interés comercial o causantes de enfermedades, por lo que constituyen
los mas eficientes marcadores genéticos para identificar alelos en un locus génico y
determinar su origen paternal, o en el caso de genoma mitocondrial, que responde a
un modelo de herencia materna, la reconstruccion de los arboles filogenéticos y

determinar un ancestro comun (Cejas, 2000).

El uso de enzimas de restriccion puso de manifiesto la existencia de RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism) que son polimorfismos de ADN
originados por cambios en la secuencia diana de enzimas de restriccion (Fernandez
et al., 2002).

38



Otros polimorfismos del ADN son los SNP (Single Nucleotide Polymorphism),
que son variantes alélicas que difieren en un solo nucleétido en una posicion
especifica, y que no requieren la realizacién de una electroforesis en gel, sino que
pueden visualizarse mediante Southern blot, y son usados para estudios de ligacién
y tratar enfermedades hereditarias (Pasarge, 2004; Brookes citado por Butler,
2005), y los VNTRs (Variable Number Tandem Repeats), es decir repeticiones en
tandem en numero variable, que incluyen a Minisatélites y Microsatélites, éste
ultimo también denominado como STR (Short Tandem Repeats), que son variantes
alélicas que difieren en el numero de repeticiones en tandem de secuencias de

nucleétidos cortas no codificantes (Cejas, 2000; Claros, 2002).

La mayor parte del ADN de los mamiferos consiste en secuencias repetidas. Por

ejemplo, el genoma humano se puede clasificar en las siguientes caracteristicas:

1. ADN de secuencia Unica, o con pocas copias de ADN (aprox. 45% del total).
Esta clase contiene las secuencias que forman los genes. Las regiones
codificantes corresponden a un 1.5% del total del genoma. EI ADN restante
corresponde a intrones o las regiones espaciadoras (secuencias sin aparente
funcidén que separan los genes).

2. ADN moderadamente repetitivo, constituido por secuencias repetidas entre
10% y 10° copias por genoma (45% del total).

3. ADN altamente repetitivo, formado por secuencias repetidas hasta 10° copias
por genoma (casi un 10% del total) (Puertas, 1999; Sudbery, 2004).

4.2. Mapeo Genético

En un inicio, los estudios de mapeo se concentraron en la discrecién de
rasgos fisicos de acuerdo a la herencia Mendeliana, ya que algunos rasgos
morfolégicos a menudo corresponden con los genes que controlan dichos rasgos
(Liu, 1998).
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Un mapa genético describe la posicidbn de genes o marcadores genéticos
presentes en los cromosomas (Russell, 1992), que pueden ser mapas fisicos, que
describen la posicion de un locus génico y su distancia hacia otros genes en el
mismo cromosoma en valores absolutos, o de ligamiento, que son construidos en
base a distancias de recombinacibn que resultan del entrecruzamiento o
intercambio fisico de ADN entre los cromosomas homadlogos de los padres durante
la meiosis (Figura 3.7.) (Russell, 1992; Miesfeld, 1999; Davis & Hetzel, 2000;
Passarge, 2004).
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Figura 3.7. Mapeo Genético. A laizquierda se representa el Mapa Fisico, al
centro el Mapa de Ligamiento Genético, y a la derecha el Mapa de Genes y
QTL’s

El mapa genético da la posicidn relativa de los loci génicos de acuerdo con la
frecuencia de recombinacién, expresada en unidades de recombinacién o
centimorgans (cM), que corresponde a una frecuencia de recombinacion del 1%
(Passarge, 2004).
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Segun Sudbery (2004), un cM se define como la fraccion de recombinacion
del 0.01 es decir la aparicion de 1 gameto recombinante entre 100, mientras que los
99 restantes tendran la configuracion parental. Fisicamente, 1 cM corresponde a
una secuencia de ADN de entre 0.7 y 1 Mb, pero no hay una relacion fija entre las
distancias genéticas y fisicas.

Segun Miesfeld (1999), el mapeo genético por recombinacion, es un analisis
estadistico de los patrones de herencia de los genes y sus variantes (alelos),
basado en las frecuencias de recombinacién entre los genotipos paterno y materno;
sin embargo, estas frecuencias no son uniformes en todas las regiones del genoma,
por lo que se utilizan funciones de mapeo para corregir estos valores (Haldane,
1919; Kosambi, 1944).

4.3. Marcadores Moleculares

Los marcadores moleculares son biomoléculas, fragmentos o secuencias que
se pueden relacionar con un rasgo geneético y poseen un patron de herencia
caracterizable (DOE Human Genome Program, 1992). Estas pueden ser proteinas
(antigenos e isoenzimas) y ADN (genes conocidos o fragmentos de secuencia y
funcidén desconocida) (Montaldo & Meza-Herrera, 1998; Davis & Hetzel, 2000).

Segun Ferreira & Grattapaglia (1998), marcadores moleculares son cualquier
fenotipo molecular oriundo de la expresion de un gen o de segmentos especificos
de ADN, que puede ser detectado y su herencia monitoreada. A diferencia de los
marcadores morfolégicos y bioquimicos, no son afectados por el ambiente, no
varian con la edad del individuo, y pueden ser regiones codificantes (exones) o no

codificantes (intrones) (Botstein et al., 1980).
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Un marcador molecular monomorfico es invariable en todos los organismos
estudiados, pero cuando presenta diferencias en el peso molecular, actividad
enzimatica, estructura, o sitios de restriccion, se dice que es polimérfico (Miesfeld,
1999).

Estos marcadores se distinguen por ser variaciones genéticas que
caracterizan poblaciones y subpoblaciones, denominados polimorfismos. Cuando
varios marcadores se asocian inequivocamente con un rasgo genético, se dice que
forman un QTL (loci de rasgos cuantitativos o cuantificables). Estas regiones del
genoma pueden controlar caracteres cuantitativos tales como resistencia a
enfermedades, produccion, conversion alimenticia y cualquier caracteristica que
posea una base genética. Estos marcadores se utilizan para realizar Mapas
Genéticos por ligamiento, los cuales permiten localizar QTLs de interés en el

genoma (Moreno, 2002; Lépez et al., 2003).

Para ser util, un marcador molecular debe reunir las siguientes propiedades:

1. Que sea altamente polimorfico, es decir, que permita claramente diferenciar
dos individuos;

2. Que sea codominante, para que permita discriminar un individuo homocigoto
de un heterocigoto;
Que este distribuido a través del genoma;

4. Que no presente efecto pleiotropico, es decir, que un gen no afecte mas de
una caracteristica;

5. Que sea de facil y rapida ejecucion, con mira a una posible automatizacion;

6. Que tenga alta reproducibilidad;

7. Que permita el facil intercambio de datos entre los laboratorios.

(Roca y Ramirez, 1999)
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En el Cuadro 3.2., se muestran las principales caracteristicas, ventajas y
desventajas que presentan algunos de los mas importantes marcadores
moleculares, y en el Cuadro 3.3., se indican las caracteristicas operativas y
técnicas de cada una de las técnicas.

Cuadro 3.2. Caracteristicas, ventajas y desventajas que presentan algunos
marcadores moleculares

Abundancia %ﬂkm ﬁ"lﬁzfidad ;" 1‘;:1'::“"’:“ Reproducibilidad | Laboriesidad

Aloenzimas bajo bajo 51 51 Alta bajo

RFLP alto medio S S Alto alto
Minisaiellites medio Alto No /81 No /81 Alto alto
Eﬁmﬂ bajo bajo = = Alto alto

RAFD alto thedio Mo Mo Bajo bajo
hicrosatellites alto Alto B1 B1 Alta bajo

ISSR medio - alto thedio Mo Mo medio — alto bajo

SSCP bajo bajo 51 51 Iledio bajo - medio
CAPS bajo bajo - medio 51 51 Alta bajo - medio
SCAR bajo medio S S Mo Alto bajo

AFLP alto medio No No /81 Alto medio
TagMan bajo 31 Mo /31 Alto bajo

Fuente: Melcher, 2006

Cuadro 3.3. Caracteristicas operativas y técnicas de algunas técnicas de
Marcadores Moleculares

Demanda Costo Costo para Cantidad de Automatizacién

Técnica Operacional | Desarrellarle | ADNregquerido =
Alvenzimas hajo bajo Bajo - Ha
RFLP alto alto medio - alto alto Mo
Minisatellites alto alto medio - alto alto Mo
w lio lio Alto ajo 5
RAPD hajo bajo Bajo hajo a1
Microsatellites bajo - medio bajo - medio Alto bajo 1
ISSR bajo - medio bajo - medio Bajo hajo 1
S8CP medio hajo - medio Alto hajo Mo
CAPS bajo - medio bajo - medio Alto bajo 1
SCAR hajo bajo Alto hajo a1
AFLP medio medio Bajo medio i
TagMan hajo Alto hajo 31

Fuente: Melcher, 2006
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4.3.1. (RFLPs) Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos de
Restriccion

Esta tecnologia expresa diferencias en sitios especificos del ADN que fueron
reconocidos por enzimas de restriccion particulares (endonucleasas), resultando
fragmentos de distinto peso molecular (Grodzicker et al., 1974; Botstein et al., 1980;
Valadez & Kahl, 2000). Los RFLP se basan en la presencia o ausencia de una
secuencia para una enzima de restriccion, generalmente debido a un polimorfismo
en una sola base (Sudbery, 2004). Como resultado, la secuencia de reconocimiento
de una enzima de restriccidn puede estar presente en un cromosoma pero no en
otro. En este caso los tamafios de los fragmentos de restriccion difieren en ese sitio
(Passarge, 2004).

Alelo1 Sitio de polimorfismo Alelo 2
b3 4 o2 } 5 kb }
oo nIn 20 dennis Ecasni-acrasatonds
3kb 2kb 5kb
e e~ = == ————————— —— =
dos fragmentos un fragmento
Persona con dos alelos 1 Persona con un alelo 1 Persona con dos alelos 2
y un alelo 2
—— — 2 kb
1-1 1-2 2-2
homocigoto heterocigoto homocigoto

Fuente: Passarge, 2004

Figura 3.8. RFLPs. Dos segmentos de ADN de 5 kb; en uno hay un sitio de
restriccion en el medio (alelo 1); en el otro (alelo 2) esta ausente. Con un
Southern blot puede determinarse si en esta localizacion un individuo es
homocigoto 1-1 (dos alelos 1, ausencia de fragmento de 5 kb), heterocigoto 1-
2 (un alelo de cada uno, 1y 2), u homocigoto 2-2 (dos alelos 2). Si la mutacién
existe en el cromosoma que lleva el fragmento de 5 kb, la presencia del
fragmento indica la presencia de la mutacion.
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Los fragmentos resultantes son separados de acuerdo a su longitud en un gel
de electroforesis y posteriormente son transferidos a un soporte sélido (membrana
de nylon o nitrocelulosa) en el cual los fragmentos de interés son identificados por
hibridacién con sondas de ADN marcadas con radioisétopos. La visualizacion se
realiza por autoradiografia (Beckmann & Soller, 1986).

Segun Liu (1998), la deteccion de los RFLPs se basa en el uso de enzimas
de restriccion, cada una de las cuales, corta una secuencia especifica en la cadena
de ADN. También llamadas como endonucleasas que son de origen bacteriano;
reconocen y cortan solamente una secuencia especifica de bases nitrogenadas en
el ADN, siempre y cuando éstas no estén protegidas (metiladas) (Yunis & Yunis,
2002). En el Cuadro 3.4., se pueden observar las principales endonucleasas y sus

sitios de restriccion.

Cuadro 3. 4. Algunas enzimas de restriccion y sus sitios de restriccion

Enzima Microorganismo Sitio de Restriccidn
EcoRl Escherichia coli g g_,lo_\? ;;:8 2
EcoRV Escherichia coli g 8¢Z 1,6_\'1'8 2
Hindlll Haemophilus 5 AAG CTT3
influenzae 3TTC GAAS5
Haelll Haemqphilus 5GG CC¥
aegyptius 3JCC GG¥
Hpal Haemophilus 5: GTT AAC 3:
parainfluenzae 3 CAA TTG5
Hpall Haemop_hilus 5CC GG¥
aphrophilus 3GG CC¥H
BamHI Bacillu§ o 5 G GATCCJZ
amyloliquifaciens 3 CCTAG GY¥%
5AG CT3
Alul Arthrobacter luteus 3 TC GAS5
Fuente: Liu, 1998; Puertas, 1999; Valadez & Kahl, 2000; Fernandez et al., 2002; Sudbery,
2004
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El problema de los RFLP es que la técnica requiere grandes cantidades de
ADN, sondas pre-establecidas y elevados costos, por lo que ha sido reemplazada
(Puertas, 1999; Cejas, 2000; Valadez & Kahl, 2000 y Sudbery, 2004).

4.3.2. (MAAP) Perfiles Multiples y Arbitrarios de Amplificacién

Técnicas que emplean oligonucledtidos arbitrarios para generar huellas

complejas o patrones genéticos (Kang Fu Yu citado por Erazo, 2006).

4.3.2.1. (RAPD) Polimorfismo del ADN Amplificado Aleatoriamente

RAPD Random Amplified Polymorphism DNA (por sus siglas en inglés), es
una técnica versatil que utiliza iniciadores de secuencias arbitrarias que amplifican

por PCR éareas especificas distribuidas al azar por el genoma (Williams et al., 1990).

Esos iniciadores usualmente tienen un contenido de GC mayor a 50% y no
contienen secuencias repetidas inversas internas (autocomplememtarias) y se

pegan a distintos sitios en un genoma de existirlos (Valadez & Kahl, 2000).

Los fragmentos amplificados resultantes pueden ser separados en geles de
agarosa o poliacrilamida, con el fin de obtener perfiles electroforéticos que variaran
segun el polimorfismo de los distintos individuos o grupos de individuos (Dinesh et
al., 1995).

Esta técnica es comoda, rapida, requiere poco ADN, no presupone
conocimientos previos sobre la secuencia. Sin embargo los fragmentos amplificados
no suelen corresponder a ADN ligado a algun caracter, sino redundante, y su
repetibilidad puede variar si las condiciones experimentales cambian levemente
(Benecke, 1998; Lépez et al., 2003).

46



4.3.2.2. (AP-PCR) PCR con oligonucleétidos arbitrarios

Similar a los RAPDs. Los oligonucleétidos han de ser largos (no menos de 20
pb), y la PCR consta de dos de ciclos de baja astringencia (poco especificos) que
permiten la polimerizacion de una bateria de fragmentos caracteristicos de cada
variedad. Esta fase va seguida de ciclos de alta astringencia para amplificar
(visualizar) especificamente las bandas anteriores. Los fragmentos amplificados se
pueden migrar en un gel de agarosa para observar las grandes diferencias entre
especies, 0 bien se puede marcar radiactivamente y migrar en gel de poliacrilamida
para obtener resultados mucho mas finos y precisos. Existe una variacion
denominada DAF (Huellas dactilares por amplificacion de DNA) que utiliza
oligonucledtidos de 5 a 15 bases, pero a concentraciones altas (3 — 30 pM),
respecto de otras metodologias (0.3 — 3 uM) (Valadez & Kahl, 2000; Claros Diaz,
2002).

4.3.3. (AFLP) Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos

Amplificados

AFLP Amplified Fragment Lenght Polymorphism (por sus siglas en inglés), es
una técnica desarrollada por Vos et al.,, (1995); combina el uso de enzimas de
restriccion e iniciadores (oligonucleétidos) para PCR, de manera que se obtienen
marcadores moleculares muy especificos sin necesidad de conocer la secuencia

con anterioridad (Erazo, 2002).

El ADN es cortado con dos enzimas de restriccién, una de corte frecuente y
otra de corte poco frecuente. A los fragmentos se les ligan oligonucledtidos de
extremos compatibles con las enzimas usadas y se amplifican y analizan los
fragmentos resultantes por PCR. Una ventaja especial de esta técnica es la de
generar muchos marcadores moleculares de bajo peso en una sola reaccion, por
esta razon el resultado debe resolverse en geles de electroforesis de poliacrilamida,

capaces de detectar los pequeiios fragmentos (Figura 3.9.) (Savelkoul et al., 1999).
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Figura 3.9. Descripcion de latécnica AFLP

Esta técnica necesita de ADN de alta calidad para su desarrollo, para lo cual
el método de extraccion de CTAB es uno de los mas recomendados (Stewart & Via,
1993). Para la visualizacion de los fragmentos se han desarrollado métodos como la
tincion de plata (Briard et al., 2000; Mano et al., 2001) y la tincion con bromuro de

etidio (Scott et al., 1998) que permiten visualizar los fragmentos producidos con alta

Los AFLPs, son marcadores dominantes, lo cual no permite diferenciar
individuos homocigotos de heterocigotos. El poder de la técnica de AFLP se basa
en las variaciones genéticas que existen entre especies, variedades o cultivares
estrechamente relacionados. Estas variaciones en su secuencia de DNA son

explotadas por esta técnica para la obtencién rutinaria de “fingerprintings” (huellas

dactilares) de un genotipo en particular (Claros Diaz, 2002).
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4.3.4. (VNTR) Repeticiones en Tandem en Numero Variable

Regiones de ADN altamente repetitivo que consiste en unas cortas

secuencias repetidas en el genoma hasta un millén de veces (Sudbery, 2004).

4.3.4.1. Minisatélites

Consisten en secuencias de entre 10 y 100 pb de longitud, repetidas en
tandem en un numero variable, alcanzando una longitud de entre 0.5 y 40 kb.
Aunque pueden estar presentes en cualquier parte de los cromosomas, tienden a
localizarse preferentemente en los telomeros. Pueden utilizarse como marcadores
en la construccion de mapas genéticos a pesar de su tendencia a localizarse cerca

de los telomeros, dificultando su uso como marcador (Sudbery, 2004).

Algunos minisatélites son hipervariables. Su hipervariabilidad es debida a la
diversidad en el numero de reiteraciones de determinadas secuencias de
nucleotidos las cuales para estos loci, oscilan entre 7 y unos 100 nucledtidos
(Pineda et al., 2006).

La variabilidad de los loci de los minisatélites origina las bases de la huella
genética utilizada en medicina forense y la determinacion de paternidad (Yunis
&Yunis, 2002).

4.3.5. (STR) Repeticiones en Tandem de Secuencias Cortas o

Microsatélites)

Es una técnica que utiliza secuencias polimérficas y abundantes en los
genomas, denominadas "microsatélites”, que consisten en mono-, di-, tri- y
tetranucledtidos repetidos en tandem a lo largo del ADN (Weber & May, 1989;
Passarge, 2004), por ejemplo (CA), 0 (CCA),, donde n puede variar de 10 a mas de
30 (Williams et al., 1993).
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Estos microsatélites son clonados y secuenciados para generar iniciadores
que por medio de PCR amplifiguen fragmentos especificos en un genoma
determinado. Al ser separados en geles de electroforesis conforman marcadores de
tipo codominante con patron de herencia mendeliana (Senior et al., 1998).

o Alelo (ACC),
Cromosoma A : JACCIACTACCIACCICTIACCIACTIAC
GGILCGIGGIGGICHIGCIGEICH [ |
o
- Alelo (ACC);

Cromosoma A";

T rcdredreqrearodroq L b
p ]

Electroforesis vertical en
gel de poliacrilamida

Iniciadores =
@

Alelo (ACC); | momm o

Alelo (ACC), —_—

[accl ffaccly (acclyffeccl  {acc)iace),

Fuente: Yanez, 2002

Figura 3.10. Principio del analisis con Amplificacion de Microsatélites

Se encuentran en todas las partes del genoma, incluso dentro de las
regiones codificantes de proteina. Los microsatélites son muy polimérficos y buenos
marcadores genéticos. Su uso ha sido mas difundido que los minisatélites debido a
gue su distribucion es mas uniforme a través del genoma. El microsatélite mas
utilizado en este sentido ha sido el (CA),. Los STR tetraméricos son la base del
método de perfil genético en los casos forenses (Yunis & Yunis, 2002; Sudbery,
2004).
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La razon principal del incremento del uso de los microsatélites como una
herramienta molecular, es que proveen la mas alta incidencia de polimorfismo o PIC
(Polymorphic Information Content) en comparacién con otras técnicas (Powell et al.
citado por Yanez, 2002).

Segun Roca y Ramirez (1999) y Yanez (2002), los microsatélites ofrecen

ventajas como:

# Altamente informativos: presentan herencia codominante y muchos alelos
son encontrados entre individuos estrechamente relacionados.

# Técnicamente simples; el uso de PCR automatiza su uso.

“# Es una técnica sensible: requiere pequefias cantidades de ADN.

4 Analiticamente simples: datos producidos son confiables y altamente
reproducibles.

# Abundantes: dispersos uniformemente a traveés del genoma (aprox. c/10 kb).

% Ampliamente aplicables: los loci son frecuentemente conservados entre
especies relacionadas y algunas veces entre géneros, y;

# Facil intercambio de datos: la informacion puede ser comunicada por la
simple secuencia de los iniciadores, sin la necesidad de la transferencia fisica

de los mismos.

Existen variantes de la técnica mediante Microsatélites: AMP-PCR (PCR
Iniciada con Microsatélites Anclados), RAMPO (Amplificacion Aleatoria del
Polimorfismo de Microsatélites), RAMP (Amplificacion del Polimorfismo del
Microsatélite), STMS (Polimorfismo de Marcadores de Secuencias Especificas

Vecinas a microsatélites.
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5. EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN

En la Biologia Molecular, especificamente en el andlisis del genoma se
aplican diferentes técnicas las cuales parten y dependen de la obtencion de ADN
puro, que tenga un alto rendimiento y sea de muy buena calidad. Para lograr este
fin se utilizan diferentes métodos de extraccion dependiendo del tipo de tejido que

se emplee.

Parte importante en la extraccion de ADN es la utilizacion del método
apropiado para el tejido, es decir si el tejido es fresco o0 seco, generalmente en
tejidos animales el mejor resultado se obtiene empleando muestras frescas y en el
caso de ser conservadas se lo hace con alcohol etilico absoluto. El propésito de la
coleccion de tejidos es conservarlas de forma que sus componentes no sean
degradados con el paso del tiempo, sin embargo se debe tratar de utilizarlas

inmediatamente.

5.1. Aislamiento de ADN

El ADN debe ser liberado de las células, para esto, las membranas tienen
gue ser destruidas mediante un método mecéanico como la maceracion y contenidas
en un medio tampon de extraccion; el cual estd compuesto por detergentes y
soluciones de baja o alta fuerza idnica, ya que, los iones salinos son atraidos hacia

las cargas negativas del ADN para disolverse y poder extraerlos.

El ADN debe ser protegido de la accion enzimatica de las nucleasas por lo
gue se utiliza EDTA (4cido etilen-diamintetraacético) que es un agente quelante
gue une iones de magnesio y es considerado un cofactor necesario para las
nucleasas. Posterior a la incubacidén inicial, las proteinas denaturadas vy

carbohidratos son separados al emulsicar la mezcla tampdn-tejido con fenol o
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cloroformo (Rogers & Bendich. 1988). Para asegurar la remocién de proteinas se
puede repetir la emulsificacion con cloroformo; quedando el ADN atrapado en la

fase acuosa de la solucion.

Después, se debe precipitar el ADN en etanol puro o isopropanol, el cual es
especifico para precipitar ADN en presencia de ARN. Sin embargo, el isopropanol
necesita de altas concentraciones de ADN para obtener un mejor resultado.
(Howell, 1973).

Para finalizar, el ADN precipitado tiene que ser disuelto en una solucién
tampon (TE pH: 8.0) o en agua ultrapura (Ferreira & Grattapaglia, 1996). El ARN

presente debe ser disuelto adicionando la enzima ARNasa en la solucion.

Se debe tener en cuenta, en este proceso, que algunos polisacaridos no van
a ser removidos por completo durante la extraccion y afectan significativamente a la
pureza del ADN; éstos inhiben la actividad de algunas enzimas como: polimerasas,
ligasas y endonucleasas de restriccion, lo cual puede producir la digestion parcial
del ADN (Taylor, 1993).

La contaminacion puede ser evitada tomando en cuenta que la separacion de
los polisacaridos de los acidos nucleicos dada por su diferencial de solubilidad en
presencia de detergentes cationicos como CTAB (Hexadecil trimetil bromuro de
amonio), que se lo utiliza también en la solucién tampoén de extraccion con altas
concentraciones (0.5 — 3.0 M) de NaCl (cloruro de sodio); o combinar CTAB con un
paso posterior de fenol-cloroformo para eliminar carbohidratos (Rogers & Bendich,
1988).
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Figura. 3.11. Diagrama General de Extraccion de ADN.
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Figura. 3.12. Diagrama de extraccion de ADN con los protocolos CTAB y SDS.
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Cuadro 3.5. Reactivos utilizados en la Extraccién de ADN

REACTIVO

Acetato de Potasio

Acetato de Sodio

Cloroformo

CTAB (Hexadecil
trimetil bromuro de
amonio)

EDTA(Acido Etilen
diamino tetra
aceético)

Etanol/lsopropanol

Fenol

NaCl (cloruro de
sodio)

SDS (Dodecill
sulfato de
sodio)

TRIS (Hidroximetil
amino metano)

B - Mercaptoetanol

CARACTERISTICA

Sal

Sal

Solvente organico

Detergente
Catidnico
facilmente
removible por
dilucion.

Agente quelante

Alcoholes
Solvente organico
Sal

Detergente
Anionico

Tampon biolégico

Antioxidante

Fuente: Rogers & Bendich (1988).
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FUNCION

Precipita proteinas al
aumentar el poder i6nico de
la solucién

Precipita ADN al aumentar el
poder iénico de la solucién

eRemueve lipidos

eDesnaturaliza y evita la
precipitacion de proteinas

eSolubiliza y elimina al fenol
de la solucién

eSolubiliza polisacaridos

eAtrapa iones de Ca™" vy
Mg++

Inhibe accion de nucleasas
al no haber cofactores libres
para su accion.

ePrecipita acidos nucleicos
(a bajas temperaturas)

eDesnaturaliza proteinas
ePurifica acidos nucleicos

eEquilibra fuerzas ionicas

eSolubiliza proteinas, tejidos
y membranas

eMantiene estable el pH de
la solucion
(pH: 7.0 — 8.0)

eEvita colores pardos de las
muestras

eEscinde enlaces disulfuro
en forma reversible



6. PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)

6.1. Introduccion

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa o también llamada PCR (en inglés,
Polymerase Chain Reaction), es una técnica de amplificacion de ADN in Vitro, que
permite lograr en poco tiempo, una gran cantidad de copias de la cadena o
secuencia de ADN original; esto se logra mediante la manipulacion de ciclos de
elevacion y disminucién de la temperatura de esta reaccion in Vitro, en las que se
desnaturaliza y sintetiza la cadena copia deseada; asi como la adicion de moléculas
necesarias para el flanqueo del segmento requerido (Primers, cebadores u
oligonucléotidos), la elongacion de la cadena (Taq polimerasa y dNTP’s), asi como
de cofactores y catalizadores, que brindan las condiciones Optimas para que se dé
la reaccion de amplificacion (MgCl,, Buffer) (Hillis, et al., 1991; Valadez et al., 2000;
Bierne et al., 2000; Mas et al., 2001; Stryer et al., 2003; Passarge, 2004; Butler,
2005).

Segun Yunis & Yunis (2002); Fernandez (2002); Stryer et al. (2003) y Butler
(2005), en 1958, Arthur Kornberg y sus colaboradores aislaron enzimas conocidas
como ADN polimerasas, que promueven la formacién de los enlaces entre unidades
del eje del ADN. Posteriormente, la técnica de la amplificacion del ADN, fue
desarrollada por Kary Mullis, quien recibié el premio Nobel de Quimica en 1993, y
miembros del Grupo de Genética Humana de la Corporacion CETUS (hoy conocida

como Roche Molecular Systems) en 1983.

La técnica accede a obtener copias en forma exponencial de una region de la
molécula de ADN, funcionando a manera de “fotocopiadora” de acidos nucleicos, en
donde al final del primer ciclo se tendran 2" copias; en el segundo ciclo, 2" copias

2n+2

(4), en el tercer ciclo, (8), en el cuarto ciclo 16 copias, luego 32, 64, 128, etc,

como se observa en la Figura 3.13., lograndose al cabo de 30 ciclos
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aproximadamente un billon de copias de la region de ADN copiada (Williams et al.,
1995; Valadez & Kahl, 2000 y Yunis & Yunis, 2002).

e w Cuarto ciclo .
Gen de interés R, AMPLIFICACION EXPONENCIAL
dercer ciclo” T J
/ i < bomm——
P Q?gundo ciclo g i—s
/ N ——
L i m— _
——{ Primer ciclo e m— T Pciees
DNA malde T ==
T —
2’ copias 2 < — B
2 copias 5 . 2 =34000 millones de copias
copias 2‘ copias

[Bndy Vierstracte 2001)

Fuente: www.anbg.gov.au

Figura 3.13. Amplificacion Exponencial de la doble cadena de ADN.- Una vez
completado el primer ciclo, se dispone de 2 copias de la muestra original, al
final del segundo ciclo son 4, al final del tercero 8, etc. Si los ciclos se
producen un numero "n" de veces y suponiendo que el numero de copias de
ADN se duplica en cada ciclo, se obtiene una cantidad de ADN de 2n, por lo
gue la amplificacion se realiza en forma de progresion geométrica.

En un principio, las reacciones y etapas de ésta técnica se realizaban
manualmente, cambiando los microtubos de una temperatura a otra, a través de
distintos bafios maria, resultando tedioso, impreciso y extendiendo los tiempos
correctos de cada etapa, por lo que se desarroll6 un equipo que automatiza ésta
técnica denominado Termociclador, el cual posee una extensa variedad de ciclos
térmicos, pudiendo variar el niumero de muestras manejadas al mismo tiempo, el
tamafo del tubo de la muestra y el volumen de los reactivos utilizados, asi como la

velocidad de cambio de temperatura.
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6.2. El Ciclo

El principio de la técnica de PCR se basa en el proceso bioldgico de la
Autoduplicacion de la molécula de ADN, denominada también como Replicacion, en
el cual el material genético realiza copias idénticas de cada hebra o eje de la
molécula de ADN, las cuales son necesarias para la divisién celular denominada

mitosis.

6.2.1. Desnaturalizaciéon

En esta etapa la doble hélice de ADN se desenrolla y sus ejes se separan; la
enzima responsable dentro de la célula de este mecanismo es la ADN helicasa, la
cual rompe los puentes hidrégeno (enlaces no covalentes), responsables de la
union entre los pares de bases nitrogenadas. Asi mismo, las cadenas pueden
separarse por accion de reactivos relativamente suaves como alcalis, formamida o
urea, 0 por una brusca elevacion de la temperatura; ésta ultima alternativa es la
utilizada en el proceso de amplificacion PCR, en el que se alcanza temperaturas de
90° C aproximadamente, alcanzando el punto de fusion de la molécula de ADN (en
inglés, “meeting temperature”), temperatura en la cual se deshace la mitad de la
estructura helicoidal, formandose dos cadenas, las cuales serviran como molde
para la sintesis de nuevos fragmentos (Griffiths et al., 1995; Valadez y Kahl, 2000;
Passarge, 2004; Stryer et al., 2003; Passarge, 2004).

Para Williams et al. (1993); Hillis et al. (1996); Valadez y Kahl (2000); Mas et
al. (2001) y Glober & Hames (2002), el primer paso de un programa de ciclaje se
denomina Pre Desnaturalizaciéon, en el que la doble cadena de ADN es
desnaturalizada por un minuto a 94° C para producir cadenas sencillas. Segun
Butler (2005), la temperatura de incubacion inicial usada por algunos protocolos de
Foster City, CA y Promega Corporation, es de 95° C por 11 minutos, aunque

recientes protocolos sugieren una temperatura de 92° C, recalcando que,
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temperaturas muy bajas o fases de desnaturalizacion muy cortas, podrian dafar

completamente la disociacion molecular del ADN genémico.

Es importante mencionar que, aunque la actividad de la enzima polimerasa
decrece rapidamente a partir de los 95° C, por lo que es aconsejable disminuir el

tiempo de incubacién.

Paso 1: T T T T T AT

Desnaturalizacién

del ADN LN L L NN L LR LU R RN I

(920 C_950 C) L N N N N NN NN NN NNy AANn)

Fuente: http://www2.carthage.edu
Figura 3.14. Desnaturalizacion del ADN.

Por medio de la aplicacion de calor a 94°C, se produce la separacion de las
dos cadenas de la molécula de DNA que se quiere amplificar. Al romperse los
enlaces de hidrogeno, cada cadena actia como molde para fabricar su

complementaria.

6.2.2. Hibridacion

Durante esta fase, la temperatura es disminuida para que los cebadores
puedan alinearse apropiadamente con la cadena molde (Figura 3.14.). Esta es la
fase mas critica, ya que existen muchos factores que pueden interferir la perfecta
alineacion del primer con la secuencia blanco. Asi pues, los iniciadores pueden
alinearse inespecificamente a la cadena lider a temperatura ambiente, mientras las
reacciones de la PCR estan siendo preparadas, dando productos inespecificos; esto
también es posible al utilizar bajas temperaturas durante la alineaciéon de los

primers, creando productos llamados dimeros (Butler, 2005).
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Segun Williams et al. (1993); Hillis et al. (1996); Glover y Hames (2002) y
Butler (2005), la alineacion de los primers con el segmento de la cadena molde, es
un proceso al azar, que depende de la concentracion de los primers, la
disponibilidad de sitios de alineacion, la temperatura de alineacion, peso molecular
de los cebadores (iniciadores de bajo peso molecular tienen mas posibilidades de
alinearse adecuadamente), asi como el contenido de GC de los mismos. La
presencia de todos estos factores, hace que la técnica sea muy sensible a presentar
falsos positivos de segmentos no deseados, debido a que los oligonucleotidos
pueden hibridar con secuencias de la cadena molde con algun grado de homologia
a la secuencia designada. Para evitar estos problemas, es muy util disminuir la
concentracion de otros cofactores, tales como la temperatura y la concentracion de

Magnesio.

Paso 2:
Hibridacion con
iniciadores
(45°C - 65°C)

lII|I5I:”I:IIll”H:Il”I”IIIII.IlIllIllllllIIIIIIIIIIIIIIIIIlIllIlIIIIIIllIllllIlIIlIIIIIIIIIIIllIllIl

Fuente: http://www2.carthage.edu

Figura 3.15. Hibridacion con cebadores

La temperatura se disminuye rapidamente a 55° C, para lograr que los
cebadores o primers “reconozcan” sus secuencias complementarias en las cadenas
de DNA correspondientes y se unan con ellas. Los primers no deben ser
complementarios entre si y deben corresponder a los extremos del fragmento del

DNA que se quiere amplificar.

En la practica, la temperatura utilizada oscila entre 45 — 65° C, por un tiempo
comprendido entre 30 segundos y 1 minuto. Un aumento de temperatura o del
tiempo favorece la especificidad, ya que disminuye las uniones incorrectas de los

iniciadores con la hebra molde.
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6.2.3. Replicacion

Denominada también como fase de elongacién, en la cual se sintetiza la
nueva cadena, mediante la utilizacion de la enzima ADN polimerasa, la cual cataliza
la adicion de unidades de desoxinucleétidos fosfato (ANTPs) al molde de ADN
preexistente (Primer), extendiendo y sintetizando el segmento objetivo de ADN. La

polimerizacién de la cadena sencilla se realiza en direccion 5’ — 3’ (Figura 3.16.).

Paso 3: Extension 3.ILWIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII'%'.IIII
con Taqg polimerasa ; ;
(65°C — 75°C) S T I A T
SV T e M
Después de 3 ‘w 3
completar .....5...IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIﬂ'ﬁI3
el 2° ciclo tendremos
] 3.JIIIIIIIIIIIIIII|I|I|IIIIIIIIIIIIII|I|I|IIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII5.
cuatro copias.
2 I|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIM'IF3

Fuente: http://www2.carthage.edu
Figura 3.16. Extension con Taq polimerasa

Para esta etapa, la temperatura se eleva a 72° C, con lo que la Taqg
polimerasa agrega los diferentes nucledtidos complementarios siguiendo el orden

de la cadena que sirve de molde.

En el ndcleo celular, la replicaciéon del ADN es bidireccional, y ya que las
polimerasas son unidireccionales, la replicacion de la doble cadena de ADN es
distinta para cada eje: mientras el eje 5 — 3’ se replica en forma continua (cadena
lider), la hebra 3’ — 5’ lo hace en forma discontinua (cadena rezagada), utilizando
bloques denominados Fragmentos de Okazaki, que son segmentos pequefios de
1,000 — 2,000 bases (Stryer et al., 2003; Passarge, 2004).
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Holcasa —

ADN polimerass |

Fuente: Piqueras et al., 2002

Figura 3.17. Proteinas implicadas en el mecanismo de replicacion del ADN

Segun Hillis et al. (1996) y Valadez & Kahl (2000), la temperatura adecuada a
la cual sintetiza la Taq polimerasa la nueva cadena sencilla, garantizando la
completa extension de todos los iniciadores en la mezcla de reaccion, es de 72° C.
De acuerdo con Butler (2005), las temperaturas y tiempos utilizados para la
replicacion por dos protocolos de amplificacion de Applied Biosystems y Promega,

es de 72° C por 1 minuto, y 70° C por 45 segundos, respectivamente.

La enzima ADN polimerasa mas utilizada en ésta técnica ha sido la Taq
polimerasa, la cual fue aislada de la bacteria Thermus aquaticus, la cual se
desarrolla en aguas termales de elevada temperatura. Esta enzima se mantiene
estable a temperaturas mayores a los 90° C por mas de dos horas y es capaz de
replicar ADN a 70 — 75° C (Hillis et al., 1991; Satz & Kornblihtt, 1993; Puertas,
1999).
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La idea de desarrollar ciclos sucesivos de temperatura que incrementen de
manera exponencial moléculas de ADN, fue descrito en los 70’s por Kleppe y un
grupo de colaboradores; a pesar de ello no existia una polimerasa termoestable, por
lo que la técnica era lenta, ya que las polimerasas se desnaturalizaban y habia que
agregar nuevas enzimas en cada ciclo (Mullis & Faloona, 1987). Actualmente, se
emplean un sinnUmero de ADN polimerasas termoestables, extraidas de

microorganismos adaptados a estas temperaturas restrictivas.

Cuadro 3.6. Enzimas ADN polimerasas comunmente utilizadas para la
reaccion de polimerizacion en cadena (PCR).

Enzima Origen Condicion T
optima
ADI pol Tag Thermus aguaticus Iativa 25 -5
Ampli Tag™ Thermus aguaticus Eecombinante (5. | 55-75
coli)
Fragmento Stoffel Thermus aguaticus Tag pol | 55 -5
modificada  {aa
289 perdido en el
I — terminal)
ADH pol Pfu FPyracaccus furiosus | Mativa T2 -8
ADH pol Vent Thermocaceus Mativa 75 - 80
fitarales
ADN pol Pwo Pyrococcis woesii Iativa -
ADH pol Th Thermocaceus IMativa 75
fitarales
ADH pol Tt Thermus flavis Mativa F0-75
AT pol Tma Thermotoga Eecombinante T0-75
mariiing
ADH pol Thr Thermus brockainus | MNativa F0 -5
ADH pol Thr Thermus brockarnus | Eecombinante F0 -5

Fuente: Hillis et al., 1991; Puertas, 1999

Cabe recalcar que, aunque la Taq polimerasa sea resistente a temperaturas
de desnaturalizacion de 94° C, no es inmune a ésta, y un excesivo tiempo de

desnaturalizacion reduciria su actividad enzimatica.
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Segun Hillis et al. (1996) y Rodriguez et al.(2000), la enzima sufre el efecto
meseta, es decir que después de un numero determinado de ciclos de
amplificacion, llega a una fase estacionaria, asi por ejemplo, después de 30
incubaciones a 94° C por 60 segundos cada una, la Taq pierde la mitad de su

actividad normal.

6.3. Tipos de PCR

6.3.1. PCR anidada

Esta es una técnica muy sensible y especifica de PCR en la que el producto
de una amplificacion es utilizado como molde para realizar una segunda
amplificacion con cebadores que se ubican dentro de la primera secuencia
amplificada (Butler et al., 2001).

6.3.2. PCR in situ

PCR realizada sobre preparaciones fijas sobre un portaobjetos. El PCR in
situ consiste en una reaccion de PCR en secciones histolégicas o células, donde
los productos generados pueden visualizarse en el sitio de amplificacion. Se realiza
primero amplificaciéon de ADN blanco y luego deteccion mediante hibridacion in situ
convencional con sondas ADN/ARN. De esta manera pueden detectarse cantidades

pequefiisimas de genoma viral (Ramirez et al., 2003).
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6.3.3. PCR multiplex

Denominada también como PCR multiplexing, que amplifica mas de una
secuencia en una misma reaccion, solamente adicionando mas de un juego de
primers (Edwards & Gibas, 1994). Para este tipo de reaccion, es necesario que los
pares de primers sean compatibles; en otras palabras, la temperatura de hibridacion
de los primers deberda ser similar y deberd evitarse regiones excesivamente
complementarias para prevenir la formacion de iniciadores dimeros que provocaré

gue los primers se unan a otros primers y no a la cadena molde (Butler et al., 2001).

6.3.4. RT-PCR

Donde el molde inicial es ARN y se requiere de una transcriptasa inversa,
como Tth, para realizar la conversion del ARN a un tipo de ADN llamado ADNCc

(ADN complementario).

6.3.5. PCR en tiempo real

Esta técnica fue descrita por primera vez por Higuchi y colaboradores de la
Corporacion CETUS en 1990. Permite cuantificar, la cantidad de ADN o ARN
amplificado en cada momento. Para la deteccion de la cantidad de ADN especifico
se emplea una sonda unida a dos fluorocromos que hibrida en la zona intermedia
entre el cebador directo (forward) y el inverso (reverse); cuando la sonda esta
intacta, presentan una transferencia energética de fluorescencia por resonancia
(FRET) (Higuchi et al., 1992; Higuchi et al.1993).
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7. CUANTIFICACION DE ADN

7.1. Electroforesis

La palabra electroforesis proviene del griego electron (carga) y del latin phore
(soporte). La electroforesis consiste en el movimiento de moléculas cargadas en un

campo eléctrico de corriente.

La electroforesis es una técnica analitica de separacién de macromoléculas,
que tiene lugar debido a la diferente movilidad que presentan las macromoléculas
cargadas cuando son sometidas a la influencia de un campo eléctrico como
consecuencia de su relacion carga/masa. Los acidos nucleicos son macromoléculas

cargadas negativamente, debido a la presencia de grupos fosfato en su estructura.

La naturaleza del enlace fosfodiéster de las cadenas polinucleotidicas
condiciona la carga de un acido nucleico, que es aproximadamente igual al nimero
de grupos fosfato. Bajo la influencia de un campo eléctrico, las moléculas del ADN
migraran desde el electrodo negativo, conocido como céatodo, hacia el electrodo
positivo, denominado anodo; bajo un campo eléctrico de corriente continua de alto
voltaje, creado por una fuente de poder, el ADN se movera rapidamente (Puertas,
1999; Butler, 2005).

La técnica fue desarrollada inicialmente por Arne Tisellius en 1930 para la
separacion de proteinas sericas (Erazo, 2006). Para aminoacidos, las hojas de
papel o capas finas de celulosa en polvo son las que se usan con mayor frecuencia
como soportes inertes. Para polipéptidos grandes o proteinas, se usa gel de
poliacrilamida con enlaces cruzados. Para oligdmeros de nucleétidos se usan

soportes de agarosa y poliacrilamida (Grune, 1958).
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La técnica de electroforesis que utiliza geles de agarosa y poliacrilamida,
carga la solucion con &cidos nucleicos en pocillos en el gel, permitiéndoles migrar
hacia el terminal positivo a través de los poros del gel, que actian como cedazo de
las moléculas, por lo que la migracion de las moléculas depende de su tamafio o
peso molecular, y ya que la mayoria de las moléculas de ADN emigrara a la misma
velocidad en el sistema acuoso de electroforesis (gel y solucién tampdn), formando
una banda la cual incrementa su anchura durante la electroforesis debido al efecto
de difusion. Cuanto més pequefia sea la molécula mas deprisa podra migrar a

través del gel (Puertas, 1999).

El nimero de pares de bases (pb) de ADN (tamafio), pueden ser
determinadas mediante la corrida electroforética de ADN de tamafio conocido
(comercial), paralelamente a las muestras de ADN problema; se realiza la
comparacion entre la posicion del ADN estandar con las otras muestras, y se puede
calcular el numero de pb, ya que la movilidad de un fragmento de ADN es

proporcional al logaritmo de su tamafio en pb (Figura 3.18) (Williams et al., 1993).

Dos tipos de geles han sido utlizados para lograr la separacion y
cuantificacion de ADN: geles de Agarosa, usados para separar y cuantificar
moléculas y fragmentos de ADN de gran tamafio (600 bp — 23,000 bp), en andlisis
de RFLPs; y geles de Poliacrilamida, que permiten analizar fragmentos de bajo
peso molecular de ADN (100 bp — 400 bp) y secuencias nucleotidicas simples, ya

gue se obtiene una mejor separacién y resolucion (Hillis et al., 1996; Butler, 2005).

68



! Unknown Samples

Calibration Calibration
standards P A — standards
20n9 | '? "M ——1063ng
10ng | S - oy w——11250ng
5ng | e e p— | 25ng
2.5ng | = = - - 5190
VT TR . =] . 0ng
0.63ng | — | 200 |
|

Fuente: Butler, 2005

Figura 3.18. llustracion que muestra la cuantificacion de ADN humano. Una
dilucién consecutiva de ADN humano, es corrida en una membrana para hacer
comparaciones. La cantidad de cada una de las muestras es estimada por
comparacion visual con respecto a la muestra patron estandarizado. Por
ejemplo, la muestra sefialada con la flecha, aparentemente tiene 2.5 ng de

ADN.

7.1.1. Geles de Agarosa (AGE)

La Agarosa es extraida de un alga marina, cuyos poros tienen un diametro
de 2,000 angstroms (200nm) (Butler, 2005), y su preparacion, al igual que los geles
de almidon es muy sencilla, ya que el agar se disuelve agregando un adecuado
buffer y elevando la temperatura de la disolucién, por ejemplo en un microondas. El
gel solidifica al bajar la temperatura, y el gel puede ser nuevamente diluido al elevar
la temperatura (Hillis et al., 1996). Cabe indicar que los geles de agar tienen una
gran concentracion de grupos acidos (carboxilicos y sulfatos), resultando en una
gran electroendésmosis y ocasional adsorcion de proteinas, lo que se puede

superar con el uso de agarosa purificada (Harris & Hopkinson, 1976).
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Segun Erazo (2006), la agarosa se compone de D-galactosa y 3,6 anhidro L-
galactosa, cuya polimerizacion debida al calor, forma una malla entrelazada.
Las concentraciones de agarosa utilizadas para cuantificacion y separacion de
fragmentos de ADN son de 0.6 — 2% p/v, usando como diluyentes buffers TAE (Tris-
Acetato-EDTA) o TBE (Tris-Borato-EDTA), permitiendo distinguir fragmentos de 300
bp — 20 kb (Hillis et al, 1996).

Una vez que el gel es sumergido en la solucion buffer, las muestras de ADN
son mezcladas con un colorante o amortiguador de carga, que contiene azul de
bromofenol, xileno, glicerol, EDTA y Tris (Hillis et al., 1996; Valadez & Kahl, 2000),
incrementando viscosidad a la muestra, hundiéndola en el pocillo, y durante la
corrida, la visualizacion de la misma. El voltaje utilizado en geles de agarosa de 10
— 40 cm de longitud, es de 100-600 Volts (Fotografia 3.6) (Yanez, 2002; Butler,
2005).

Fotografia 3.6. Procedimiento para la utilizacion de geles de agarosa

Al cuantificar ADN, el mismo aparece como una banda definida en la parte
superior del gel a poca distancia de los pocillos, mientras que el material
parcialmente degradado, contaminante tales como compuestos fendlicos y
polisacaridos, forman un barrido a lo largo del carril. Esto es visible mediante la
inclusion de compuestos fluorescentes, como el Bromuro de Etidio (Valadez &
Kahl, 2000).
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Para la visualizacion de los fragmentos de ADN en agarosa, se puede
incorporar nucleétidos radioactivos, aunque debido a su costo, esfuerzo, cantidad,
han sido reemplazados por colorantes fluorescentes a la luz ultravioleta; sustancias
altamente téxicas, como el Bromuro de Etidio u otros compuestos comerciales, que
se intercalan entre las bases de los acidos nucleicos, permitiendo las bandas o
fragmentos de ADN, y asi conocer el tamafio de los mismos en pares de bases 0 su
concentracion (ng/ml), de acuerdo a la distancia emigrada o por la intensidad de la
banda ((Dinesh et al., 1995; Hillis et al, 1996).

La visualizacién se realiza mediante el uso de luz ultravioleta, en equipos
denominados Transiluminadores; el uso de cadmaras digitales permiten registrar

dichos analisis (Figura 3.19.).

Fuente: www.invitrogen.com

Figura 3.19. Visualizacion de fragmentos de ADN en geles de agarosa
de diferente concentracion

7.1.1.1. Fluorescencia del Bromuro de Ethidio

Este método es aplicable cuando las cantidades de ADN no son suficientes
para ser medidas por otros métodos o cuando las muestras estan altamente
contaminadas con otras sustancias que son absorbidas por el espectro ultravioleta y

esto puede impedir el certero andlisis de las mismas.
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La técnica se basa en la estimacion de la cantidad de ADN en cada muestra
mediante la fluorescencia emitida por el Bromuro de ethidio que esta intercalado en
las moléculas del acido nucleico. Esto se debe a que la cantidad de fluorescencia es
proporcional a la cantidad total de masa de ADN; la cuantificacion de ADN en la
muestra puede ser estimada por comparacion de la fluorescencia de la muestra con
la de una serie de estandares. Por este método pueden ser detectadas cantidades
de ADN como desde 1 0 5 ng (Sambrook & Russell, 1989)

El bromuro de etidio es un potente agente mutagénico y cancerigeno por lo
gue siempre se lo debe manipular con guantes y mascarilla, asi como aislar todos
aquellos materiales que hayan tenido contacto con esta solucion (Valadez & Kabhl,
2000).

Los fragmentos de ADN lineal migran a través del gel con una movilidad que
es inversamente proporcional al logaritmo de su peso molecular, es decir que las
moléculas de ADN de alto peso molecular migraran poco a diferencia de acidos
nucleicos de bajo peso molecular, que migraran mucho mas rapido; mientras que
las formas circulares de ADN migran mas lento que las formas de ADNSs lineares de

similar masa (formas superenrolladas y cortes circulares) (Puertas, 1999).

Nicked circles

Supercoiled

Fuente: www.invitrogen.com

Figura 3.20. Tres bandas de ADN plasmido (bandas de laizquierda — ADN
circular; banda de la derecha — ADN lineal
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7.1.2. Geles de Poliacrilamida (PAGE)

Los geles de poliacrilamida se utilizan principalmente para separar
fragmentos de ADN de bajo peso molecular (50 — 1000 bp), a concentraciones de
3.5 — 12%, como son los productos de amplificaciones o digestiones con
endonucleasas que requieren una mayor definicién (Hillis et al., 1996; Valadez &
Kahl, 2000). A diferencia de los geles de agarosa, la poliacrilamida se corre en
forma vertical Unicamente, y puede ser transferido para hacer una hibridacion
(Church & Gilbert, 1984; Kreitman & Aguade, 1986).

Segun Chrambach & Rodbard (1971); Sambrook et al. (1989); Butler (2005),
la acrilamida en presencia de radicales libres suministrados por el persulfato de
amonio y estabilizado por el TEMED, produce una reaccion de polimerizacion de los
monomeros en largas cadenas; la presencia de la bisacrilamida, permite el
entrecruzamiento de los monémeros entre si, creando poros con un diametro de
100-200 A.

El tamafio de los poros aumenta o disminuye de acuerdo a la concentracion
de poliacrilamida con respecto a la cantidad de agua agregada, y también por la

relacion entre acrilamida y bisacrilamida, como se puede ver en el Cuadro 3.7.

Cuadro 3.7. Volumen de cada componente para polimerizar geles en varias
concentraciones. En cualquiera de las concentraciones se agrega 35 pl de

TEMED.
COMPONENTES 35% 5% 6% 8% 12% 20%
Acrilamida 30%
(Acril:Bisacr) 116 166 30.0 26.6 400 666
(29:1)
Agua 67.7 627 593 527 393 127
TBE5X 200 200 200 20.0 20.0 200
Persulfato — de 07 07 07 07 07 07

Amonio 10%
Fuente: Cedefio et al. (2005)
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Los geles de poliacrilamida no denaturados o nativos se utilizan para la
separacion de fragmentos de ADN de doble cadena; pero si se requiere separar
fragmentos de ADN de cadena simple o moléculas de ADN en donde la movilidad
pudiera verse afectada por la composicion de bases, se recurre a geles de
poliacrilamida denaturados o DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)
(Myers et al., 1986, 1989; Lessa, 1993; Hillis et al., 1996; Valadez & Kahl, 2000).

Existe otro tipo de electroforesis denominado de “Campo Pulsado” PFGE
(Pulsed Field Gel Electrophoresis), en el cual, un campo eléctrico alrededor del gel,
es conectado y desconectado entre dos o0 mas direcciones, permitiendo que
moléculas de ADN de muchos millones de pares de bases sean separadas
(Williams et al., 1993).

A diferencia de los geles de agarosa, los de poliacrilamida requieren de
mayor tiempo, materiales y costo. Una vez que las placas con dichos geles han
polimerizado, los geles son cargados en forma vertical. Al igual que el gel de
agarosa, las muestras de ADN requieren del mismo amortiguador de carga. Los

geles de poliacrilamida requieren TBE como solucion buffer para la electroforesis.

Para la visualizacion de los fragmentos de ADN en geles de poliacrilamida,
se utiliza la técnica de tincion con sales de plata, en la que los iones de plata
reaccionan con las macromoléculas a un pH mayor de 10 formando complejos.
Durante la reaccién, estas moléculas quedan reducidas y la plata se deposita en los
sitios de reduccidn, facilitando la visualizacion de los acidos nucleicos (Hillis et al.,
1996; Savelkoul et al., 1999; Valadez & Kahl, 2000).
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7.2. Analisis 6ptico por absorciéon de luz

Existen varias técnicas para la cuantificacibon de ADN como son la
espectrofotometria y fluorescencia del Bromuro de Ethidio. Estos métodos son de

analisis optico, y la aplicacién de cada uno depende del objetivo de la investigacion.

7.2.1. Espectrofotometria

Es un método de andlisis 6ptico que basicamente se refiere a la medida de
cantidades relativas de luz absorbida por una muestra, en funcion de la longitud de
onda. Cada componente de la soluciéon tiene su patrén de absorcién de luz
caracteristico. Comparando la longitud de onda y la intensidad del maximo de
absorcion de luz de una muestra versus soluciones estandard, es posible
determinar la identidad y la concentracion de componentes disueltos en la muestra

(solucién incégnita) (Skoog et al., 2001).

La cuantificacion de ADN se realiza en el rango espectral de radiacion
ultravioleta que comprende desde 15 nm hasta 400 nm. Especificamente para
cuantificar ADN y ARN se lo hace en longitudes de onda de 260 nm y 280 nm,
respectivamente. La lectura a una longitud de onda de 260 nm permitira el calculo

de la concentracion del acido nucleico en la muestra.

Una Densidad Optica (DO) = 1 corresponde aproximadamente a 50 ug/ml de
ADN de doble cadena, 40 ug/ml de ADN de cadena sencilla y 20 ug/ml de

oligonucleétidos de cadena sencilla.

La pureza estimada de los acidos nucleicos se calcula mediante la relacion
DO 2601280nm- Muestras puras de ADN y ARN daran como resultado valores que van
desde 1.8 2.0 a DO 260/280nm, respectivamente. Si los valores citados son diferentes
para las muestras, significa que existe contaminacién con proteinas o fenol que no
fueron removidos totalmente durante el proceso de extraccion. (Sambrook &
Russell, 1989).
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También es necesario hacer otra medicion a 230 nm ya que puede

proporcionar informacién sobre la pureza de la muestra debido a que:

1. A 230 nm se localiza la absorbancia minima de &cidos nucleicos y
nucleétidos, se localiza la absorbancia maxima de enlaces peptidicos,
ademas de que cualquier absorcion a 230 nm es indicativo de contaminacién
por proteinas.

2. La absorbancia a 230 nm puede indicar la presencia de componentes
organicos como solventes y antibioicos.

3. La absorbancia a 230 nm también puede indicar contaminacién con
amortiguadores, ya que el Tris y EDTA, asi como otras sales, absorben esta
longitud de onda.(Valadez & Kahl, 2000)

7.2.1.1. Espectrofotometro

Es un instrumento que permite comparar la radiacion absorbida o transmitida
por una solucién que contiene una cantidad desconocida de soluto, y una que

contiene una cantidad conocida de la misma sustancia (Wikipedia, 2001)

Los componentes basicos de un espectrofotometro son:
# Fuente estable de energia radiante
4 Monocromador para desdoblar la radiacion en las longitudes de onda que la
forman celdas transparentes para receptar la muestra

% Detector de la radiacion con un sistema acoplado de lectura.

Fuente de Monocromador Celda de Detector Medidor
radiacion absorcion

Figura 3.21. Diagrama en bloques de un espectrofotémetro. (Pecsok & Donald,
1990)
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7.2.1.2. Protocolo de Cuantificacion de ADN por Espectrofotometria

# Agregar 20 pl de la muestra patron de ADN a un tubo que contenga 1980 pl de
amortiguador TE o agua bidestilada estéril, mezclar perfectamente y leer la
absorbencia (DO) en el espectrofotometro a 260 y 280nm.

# Calcular la concentracion de ADN en la solucién de acuerdo a la siguiente

formula:

[ADN] ng/pl = [Do 260 * 100 (factor de dilucién) * 50 pg/ml ] 1000

Figura 3.22. Formula de cuantificacion de la concentracion de ADN mediante
espectrofotometria. Las unidades de concentraciobn estan dadas en
microgramos por micro litro. Do 29 es el valor obtenido en el
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 260 nm. 100 es el factor de
dilucién. 50 pg/ml es el valor equivalente a una absorbancia. 1000 es el valor
por el que se divide para transformar mL en pl.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. UBICACION GEOGRAFICA

1.1. Localizacién

La presente investigacion fue realizada en el Laboratorio de Investigaciones
de la Facultad de Ciencias Agropecuarias IASA, ubicados en la Hacienda “El
Prado”, perteneciente a la Escuela Politécnica del Ejército ESPE, cuya ubicacion

geogréfica se detalla:

Cantoén: Rumifiahui
Parroquia: San Fernando
Latitud: 0°23 20" (S)
Longitud: 78° 24’ 447
Altitud: 2748 msnm

(Segun Pozo et al., 2003)

1.2. Caracteristicas Agroclimaticas

Temperatura media anual: 13.5° C

Precipitacion media anual: 1200 mm
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2. MATERIALES

2.1. Cariotipo
2.1.1. Materiales
& . . ]
+ Prefiadillas Jeringuillas 1 - 3 ml
# Mechero
#  Truchas
) 4 Medidor morfométrico
# Acuarios
L # Pipetas pasteur
# Baldes de plastico P P
) ) 4 Placas portaobjetos
# Cajas petri P )
) ) ., # Tubos de ensayo de
# Equipo de diseccion y
vidrio

2.1.2.

$ & & & & @

2.1.3.

# ¢ & & & & &

Equipos

Balanza
Centrifuga
Incubadora
Microscopio
Oxigenadores

Refrigeradora

Reactivos

Alcohol etilico absoluto (conservacion de muestras)
Cloruro de Potasio 0.075 M (solucién Hipotonica)
Colchicina 0.08% (estimulante de division mitética)
Esencia de clavo de olor (Anestésico)

Fijador Carnoy (Metanol + Acido acético 3:1)
Metanol

Solucion Giemsa  (tincién de cromosomas)

79



2.2. Hemograma

2.2.1. Materiales

# & & & & @

Prenadillas

Truchas

Acuarios

Baldes de plastico
Camara de Neubauer

Jeringuillas de 1 - 3 ml

2.2.2. Equipos

Centrifuga
Microscopio

Oxigenadores

2.2.3. Reactivos

$ & ¢ & @ @

Agua destilada
Cloruro de Sodio 85%
Colorante Wright

EDTA  (Anticoagulante)
Esencia de clavo de olor (Anestésico)

Heparina sédica (Anticoagulante)
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para tubos capilares

# Medidor morfométrico

# Pipetas hematocriticas

4 Tubos capilares



y 2006/10/1110:34

Fotografia 4.1. Materiales y reactivos utilizados en el Hemograma

2.3. Recolecciéon de Muestras para Extraccion de ADN

2.3.1. Materiales 2.3.2. Reactivos
# Tijeras # Alcohol Etilico
+ Balde # Aceite de Clavo
# Red % EDTA anticogulante o
# Jeringuillas Heparina sédica
# Tubos eppendorf % TE (Tris— EDTA)
# Cooler % [3 mercapto etanol

2.4. Extraccion de ADN

2.4.1. Materiales 2.4.2. Equipos
# Tubos eppendorf 1.5 ml # Incubadora bafio maria
# Micropipetas # Microcentrifuga
# Puntas 1000 ply 200 pl #  Vortex
# Flotadores # Balanza Analitica
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2.4.3. Reactivos

+

# & & @ ¢

TRIS (Hidroximetil Amino
Metano)

EDTA (Etilen Diamino Tetra
Acético)

CTAB (Hexadecil Trimetil
Bromuro de Amonio)

SDS (Sodio Dodecil Sulfato)
3 mercapto etanol

Cloroformo

Alcohol Isoamilico

Alcohol Etilico Anhidro

2.5. Visualizacion de ADN

2.5.1. Materiales

+

o
o
o
.

Matraces Erlenmeyer
Vasos de Precipitacion
Probetas

Micropipetas

Puntas 10 pl

2.5.2. Reactivos

# # & ¢ ¢ & @

Agarosa Ultra Pura

TAE (Tris-Acetato-EDTA)
TBE (Tris-Borato-EDTA)
Low DNA Mass Ladder
Loading Dye 10X
Acrilamida

Bisacrilamida
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Alcohol Isopropilico
Cloruro de Sodio
Hidroxido de Sodio
Acido Clorhidrico
Proteinasa K
Acetato de Amonio
Agua MiliQ
ReadyAmp™ Genomic
DNA Purification
System

Amonio persulfato
TEMED

Nitrato de plata
Hidroxido de sodio
Formaldehido

Acido Acético



2.5.3.

#

+
#
#

Equipos

Camaras de Electroforesis (Horizontal y Vertical)
Fuente de poder

Transiluminador de rayos UV

Fuente de luz blanca

2.6. Espectrofotometria

2.6.1.

2.6.2.

Materiales

Celdas de plastico o cuarzo 3 ml

Equipos

Espectrofotometro

Reactivos

Muestras de ADN disueltas en TE
TE 1X (medio de dilucién de ADN y blanco)

Fotografia. 4.2. Materiales, reactivos y equipo para cuantificacién de

ADN por espectrofotometria
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3. METODOS

3.1. Material Experimental

Se muestre6 9 individuos de la especie Oncorhynchus mykiss en las
instalaciones del Proyecto Acuicola de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, a los
cuales se les extrajo pequeiios pedazos (50 — 100 mg) de aleta dorsal, caudal por
medio de tijeras de diseccion, y 3 ml de sangre aproximadamente.

El origen de estos individuos es el Centro de Investigaciones Acuicolas
(CENIAC), los cuales son proveedores de alevines del IASA.

Este muestreo permite obtener:
- 3 cortes de aleta dorsal, 3 de aleta caudal y 3 extracciones sanguineas para
el Protocolo CTAB 5%;
- 3 cortes de aleta dorsal, 3 de aleta caudal y 3 extracciones sanguineas para
el Protocolo SDS 10%;
- 3 cortes de aleta dorsal, 3 cortes de aleta caudal y 3 extracciones
sanguineas para el Kit de Extraccion ReadyAmp™ Genomic DNA Purification

System.

Al mismo tiempo, fueron muestreados 9 individuos de la especie Astroblepus
ubidiai en las instalaciones del Proyecto Acuicola de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, a los cuales se les extrajo pequefios pedazos (10 — 50 mg) de aleta

dorsal, caudal por medio de tijeras de diseccion, y 0.1 ml de sangre en promedio.

El origen de estos individuos es la Cuenca Hidrografica del lago San Pabilo,

provincia de Imbabura.
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Este muestreo permitié obtener:
- 3 cortes de aleta dorsal, 3 de aleta caudal y 3 extracciones sanguineas para
el Protocolo CTAB 5%;
- 3 cortes de aleta dorsal, 3 de aleta caudal y 3 extracciones sanguineas para
el Protocolo SDS 10%;
- 3 cortes de aleta dorsal, 3 cortes de aleta caudal y 3 extracciones
sanguineas para el Kit de Extraccion ReadyAmp™ Genomic DNA Purification

System.

En la determinacion del componente genético de trucha y prefadilla se
utilizaron 8 individuos de cada especie, de los cuales se extrajeron érganos como:
branquias, higado, rifion y médula espinal.

Para el hemograma se obtuvieron muestras de sangre de 40 individuos de

trucha y 12 individuos de prefadilla; obteniendo aproximadamente 2.5 ml y 0.5 ml

de sangre, respectivamente.

3.2. Metodologia Experimental

3.2.1. Ubicacion

Este trabajo se efectud en el Laboratorio de Investigaciones de la Facultad

de Ciencias Agropecuarias IASA, de la Escuela Politécnica del Ejército ESPE.
En la preparaciéon del cariotipo, tanto en trucha como en prefiadilla se utilizd

el protocolo para la obtencién de Células Mit6ticas modificado por Martino Giuseppe

y optimizado en la Facultad de Ciencias Agropecuarias IASA.

85



3.2.2. Protocolo parala obtencién de Cariotipo

1. Se anestesio a los animales con una solucion de clavo de olor 20 ppm por 5
minutos.

2. Se inyect6 con colchicina 0.08% el 1% del peso vivo del animal.

3. La coleccion de tejidos fue principalmente de zonas como: rifiones, higado,
branquias, médula espinal, macerando o raspando los tejidos para obtener
una muestra celular méas pura.

4. La solucién hipoténica que se utilizé fue KCI 0.075M, se puso gota a gota la
solucién hasta tener contacto con las células y luego hasta completar 10 ml.
El tiempo de contacto de KCl y la solucién celular fue 6 minutos y maximo 15
minutos.

5. Se coloco el fijador Carnoy, después de eliminar el KCI; se centrifugo y repitio
este paso 3 veces, se dejo en refrigeracion la muestra durante 12 horas.

6. Para preparar las placas se tomaron portaobjetos que previamente
estuvieron sumergidos en alcohol y refrigerados, con pipeta pasteur se dejo
gotear sobre los portaobjetos 3 gotas de la solucién, se fijo en un mechero.

7. Latincidn se hizo con una solucion de colorante Giemsa y agua destilada en

un volumen de 30 y 90 ml, respectivamente, durante 20 minutos.

3.2.2.1. Protocolo de preparacion de cariotipos para trucha

Disminucién de la excitacion nerviosa: Se empled una solucion sedante
de esencia de clavo de olor de 20 ppm y agua. Para truchas se utilizaron 4 ml de la
solucion anestésica en 10 litros de agua, se sumergieron a los individuos durante 2

minutos en acuarios con oxigenadores.
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Inhibidor mitético: Los animales fueron inyectados por via intraperitoneal e
intramuscular con colchicina con una concentracion del 0.08%. La cantidad a
inyectarse esta en funcion del peso corporal del individuo, se emplearon dosis de
1ml de colchicina por cada 100 gramos de peso vivo. Se devolvieron los peces a

los estanques para su recuperacion.

Coleccion de tejidos: Al transcurrir 2 horas para verificar el efecto del
inhibidor mitético se sumergieron nuevamente en la solucibn sedante a los
animales. Después se procedio a extraer el epitelio branquial, rifién, médula 6sea e
higado con pinzas de diseccion y colectarlos en una caja petri, trocear los tejidos en

fragmentos mas pequefos para separar las células y suspenderlas.

Solucion Hipotonica: Se utilizdé una solucion de cloruro de potasio a una
concentracion del 0.4%. El tejido fue colectado en tubos de ensayo y gota a gota se
coloco la solucion hipotdnica hasta 10 ml. Se dejo a temperatura ambiente por 6
minutos y como maximo 15 minutos. Se hicieron algunas pruebas previas de
hipotonia alternando tiempo y temperatura en una incubadora, de las cuales se
obtuvieron observaciones como que la trucha es mas sensible al efecto del KCI por

lo que necesita menor tiempo y temperatura ambiente.

Adicion del fijador Carnoy: Después de la incubacion, se retiro el
sobrenadante con la solucion hipotonica de cada muestra depositada en los tubos
de ensayo y se adicionaron, en las soluciones de células suspendidas, 10 ml del
fijador Carnoy que estd compuesto por 3 partes de metanol absoluto y 1 parte de
acido acético glacial. Con agitaciones vigorosas para lavar las células. Este
procedimiento se repiti6 3 veces. Las suspensiones celulares fueron centrifugadas
durante 10 minutos a 1000 rpm. Después fueron refrigeradas las muestras durante

12 horas.
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Preparaciéon de la placa: Las placas portaobjetos estuvieron previamente
refrigeradas y sumergidas en alcohol etilico. Se tomé con las pipetas alicuotas de
las soluciones celulares y a una altura de 60 cm aproximadamente se goted sobre
la superficie de cada placa, para obtener un efecto de dispersion uniforme y ligero.
Se etiquetaron y llevaron las placas al mechero para fijar cada muestra, luego se
procedio a la tincion.

Preparacién del colorante Giemsa: Fue preparada una solucién madre: en
un vaso de precipitacion se mezclaron 33 ml de glicerina con 0.5 g de Giemsa y se
dej6 a bafio maria a 55° C durante 24 horas. Luego se afiadié 33 ml de alcohol
metilico y se dejé reposar por 24 horas. Se filtrd, se guard6 en un frasco oscuro y

en refrigeracion.

Tincion con Giemsa: Se prepar6 una solucion con 30 ml de Giemsa en 90
ml de agua destilada y se sumergieron las placas durante 20 minutos para su
tincion. Al cabo de este tiempo se retiraron las placas, se lavaron ligeramente con

agua y se dejaron secar.

Observaciéon en microscopio: Se procedid a buscar en cada placa
metafases celulares, en las que se observen claramente los cromosomas

separados y bien definidos para ser fotografiados.

Armadura de los cariotipos: Una vez que han sido fotografiadas y
seleccionadas las metafases bien definidas se procedié a imprimir y recortar los
cromosomas. Al obtener los juegos cromosémicos, se ordenaron de acuerdo a su
tamafo y forma, luego se formaron los pares cromosémicos finalmente se contaron
el numero de pares de cada especie para determinar el nimero cromosémico y

determinar el sexo del individuo que se tomd como muestra.
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Fotografia 4. 3. Cromosomas de Trucha. Vista en el microscopio

3.2.2.2. Protocolo de preparacion de cariotipo de prefiadilla

Disminucién de la excitaciéon nerviosa: Se empled una solucién sedante
de esencia de clavo de olor de 20 ppm y agua. En el caso de prefadillas se
utilizaron 4 ml de la solucion anestésica en 2 litros de agua, los animales
permanecieron durante 7 minutos en acuarios con oxigenadores hasta que

disminuya su actividad nerviosa.

Inhibidor mitético: Los animales fueron inyectados por via intramuscular
con colchicina con una concentracion del 0.08%. La cantidad a inyectarse esta en
funcidén del peso corporal del individuo, se emplearon dosis de 1 ml de colchicina
por cada 100 gramos de peso vivo. Se devolvieron los peces a los estanques para

Su recuperacion.

Coleccion de tejidos: Al transcurrir 2 horas para verificar el efecto del
inhibidor mitético se sumergieron nuevamente en la solucion sedante a los
animales. Después se procedid a extraer el epitelio branquial con pinzas de
diseccién y colectarlos en una solucién hipotdnica en tubos de ensayo de vidrio de
15 ml. El tejido fue troceado en fragmentos mas pequefios para separar las células

y suspenderlas.
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Solucién Hipotonica: Se utilizé una solucion de cloruro de potasio a una
concentracion del 0.4%. El tejido fue colectado en tubos de ensayo con alicuotas
de 10 ml de la solucidon hipoténica. Se agitd constantemente con pipetas de
transferencia de vidrio durante 2 minutos cada muestra. El tiempo de contacto debe
ser minimo 6 minutos y maximo 15 minutos y a temperatura ambiente, ésto segln

las pruebas previas.

Adicion del fijador Carnoy: Después de eliminar la solucién hipotonica se
retird el sobrenadante con la solucion hipoténica de cada muestra depositada en los
tubos de ensayo y se adicionaron, en las soluciones de células suspendidas, 10 mi
del fijador Carnoy que estd compuesto por 3 partes de metanol absoluto y 1 parte
de acido aceético glacial. Con agitaciones vigorosas para lavar las células este
procedimiento se repitio 3 veces. Las suspensiones celulares fueron centrifugadas
durante 10 minutos a 1000 rpm. Después se refrigeraron las muestras durante 12

horas.

Preparacion de la placa: Las placas portaobjetos estuvieron previamente
refrigeradas y sumergidas en alcohol etilico. Se tomo con las pipetas alicotas de las
soluciones celulares y a una altura de 60 cm aproximadamente se gote0 sobre la
superficie de cada placa, para obtener un efecto de dispersion uniforme y ligero. Se
etiquetaron y llevaron las placas al mechero para fijar cada muestra, luego se

procedio a la tincion.

Preparacion del colorante Giemsa: Fue preparada una solucion madre: en
un vaso de precipitacion se mezclaron 33 ml de glicerina con 0.5 g de Giemsa y se
dejé a bafio maria a 55° C durante 24 horas. Luego se afiadié 33 ml de alcohol
metilico y se dejo reposar por 24 horas. Se filtrd, se guardd en un frasco oscuro y

en refrigeracion.
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Tincion con Giemsa: Se prepar6 una solucion con 30 ml de Giemsa en 90
ml de agua destilada y se sumergieron las placas durante 20 minutos para su
tincién. Al cabo de este tiempo se retiraron las placas, se lavaron ligeramente con

agua y se dejaron secar.

Observacion en microscopio: Se procedi6 a buscar en cada placa
metafases celulares, en las que se observen claramente los cromosomas

separados y bien definidos para ser fotografiados.

Armadura de los cariotipos: Una vez que han sido fotografiadas y
seleccionadas las metafases bien definidas se procedié a imprimir y recortar los
cromosomas. Al obtener los juegos cromosémicos, se ordenaron de acuerdo a su
tamafo y forma, luego se formaron los pares cromosémicos finalmente se contaron
el nimero de pares de cada especie para determinar el nUmero cromosémico y

determinar el sexo del individuo que se tomé como muestra.

Fotografia 4.4. Cromosomas de Prefadilla.

Vista en microscopio
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3.2.3. Metodologia para Hemograma de Trucha

Como primer paso los individuos fueron sedados. Se empled una solucién
sedante de esencia de clavo de olor de 20 ppm y agua. Para truchas se
utilizaron 4 ml de la solucion anestésica en 10 litros de agua, se
sumergieron a los individuos durante 5 minutos, los animales
permanecieron en acuarios con oxigenadores durante 11 minutos hasta

gue disminuya su actividad nerviosa.

Se obtuvo de cada individuo sus medidas morfométricas de peso y
longitud.

Se obtuvieron muestras de sangre de 10 individuos de esta especie. Las
punciones se realizaron en la region caudal, a nivel de la linea media, en

trucha

punto de
extracccion

trucha

Figura 4.1. Puntos de extraccion de sangre en Trucha

Después de extraer la sangre se tomaron muestras en tubos capilares,
respectivamente rotulados y se centrifugaron por 5 minutos a 7000 rpm, de
esta forma se realizd el hematocrito, que consiste en la comparacién y
medicion del producto centrifugado (division del plasma y elementos
figurados de la sangre) con una tabla hemotocritica de resultados que
determina en porcentaje el contenido de elementos figurados en esa

muestra.
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5. Para el conteo de glébulos rojos se tomd una muestra de sangre en la
pipeta hematoldgica y se afordé con cloruro de sodio al 0.85%, se agité y
eliminando las primeras 5 gotas se coloc6 en la caAmara de Neubauer para
llevar la placa al microscopio y contar los eritrocitos. Se cuentan 5 campos
de la camara para gloébulos rojos y 4 campos para glébulos blancos. En el
caso de eritrocitos el numero de glébulos rojos contados se multiplica por
10 000.

Para calcular el nimero de eritrocitos/mm® de sangre total, se utiliza la

siguiente formula, donde N representa el niimero de eritrocitos/mm>.

_ 4000
N = 80~ X 200
Esta férmula se fundamenta en las consideraciones que a continuacion se detallan:
Dilucion de la sangre =1:200
Profundidad de la cAmara cuenta-glébulos =0.1 mm
Cada cuadro pequeiio = 1/400 mm?
Numero de cuadros pequefios contados =80

En la practica rutinaria, es suficiente multiplicar x 10 000 el numero total de

eritrocitos en los cinco (5) grupos de pequefios cuadros. (FAO. 1987).

S .-
s

Fotografia 4.5. Eritrocitos nucleados, glébulos blancos de trucha (izq).
Conteo de eritrocitos en la camara de Neubauer (der.)
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3.2.4. Metodologia para Hemograma de Prefiadilla

Inicialmente los individuos fueron sedados. Se emple6 una solucion sedante
de esencia de clavo de olor de 20 ppm y agua. En el caso de prefadillas se
utilizaron 4 ml de la solucion anestésica en 2 litros de agua, los animales

permanecieron durante 7 minutos en acuarios oxigenados hasta que
disminuya su actividad nerviosa.

Se obtuvo de cada individuo sus medidas morfométricas de peso y longitud.

Se obtuvieron muestras de sangre de 10 individuos de esta especie. Las

punciones se realizaron en la parte superior central, a la altura del corazén,
en las prefiadillas.

punto de
extraccion

—— (),
-
prefadilla

Figura 4.2. Punto de extraccion de sangre en prefadilla

Después de extraer la sangre se tomaron muestras en tubos capilares,
respectivamente rotulados y se centrifugaron por 5 minutos a 7000 rpm, de
esta forma se realizé el hematocrito, que consiste en la comparacion del
producto centrifugado (division del plasma y elementos figurados de la
sangre) con una tabla de resultados que determina en porcentaje el

contenido de elementos figurados en esa muestra.
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Para el conteo de globulos rojos se tom6 una muestra de sangre en la pipeta
hematologica y se aforé con cloruro de sodio al 0.85%, se agito y eliminando
las primeras 5 gotas se coloco en la camara de Neubauer para llevar la placa
al microscopio y contar los eritrocitos. Se cuentan 5 campos de la cAmara
para glébulos rojos y 4 campos para glébulos blancos. En el caso de
eritrocitos se obtiene el promedio de los valores obtenidos y se multiplica por

10 000. (FAO, 1987). Se debe seguir la metodologia indicada para truchas.

Fotografia 4. 6. Eritrocitos nucleados y teflidos de prefiadilla.

i DIRECTIONS FOR USE:

1 P,lgpe ‘the centrifuged Micro- Hematocrit Tube vertically on the
chart with the bottom edge of the CRITOCAP just touching the
red line below the “0” percent line. The bottom of the column of
blood shm‘hﬂ{hg@ be at the “0” percent line. Slide the tube along

] the chart until the meniscus of the plasma intersects the*100”"
percent line. The height of the pach red cell column is then

23 7l

read directly as percent cell volume

Fotografia 4.7. Capilar con sangre centrifugada de prefiadilla (izq.) y capilar

con sangre centrifugada de trucha (der.) sobre una tabla hematocritica
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3.2.5. Recoleccion de Muestras para extraccion

Para la recoleccion de las muestras en fresco, se procedié a preparar una
solucién de agua, alcohol etilico y esencia de aceite de clavo de olor en un balde en
la siguiente proporcion (20 1 : 0.4 ml : 0.4 ml) para obtener una concentracion de 20
ppm. Esta solucién debe tener una provisién de oxigeno, para lo cual se mantiene
un oxigenador en el liquido. Se sumergen los peces en la disolucién por alrededor
de 2 minutos o hasta cuando los peces demuestren estar anestesiados.

El pez es tomado con una toalla, se seca el exceso de agua, y se procede a
cortar una porcion de la aleta caudal y de la aleta dorsal. Luego, se extrae 3 ml de
sangre de la trucha arco iris con una jeringuilla de 5 ml, clavando la aguja en la linea
media longitudinal del pez o 100ul de sangre de la prefiadilla con una jeringuilla de
insulina, clavando la aguja en la parte ventral a la altura del corazon; previamente

las jeringuillas fueron preparadas con EDTA anticoagulante o Heparina sodica.

Las muestras de aleta se conservan en tubos eppendorf de 1.5 ml que
contengan 500 pl de TE 1X + 10 pl 3 mercapto etanol (Arctander, 1988). Los tubos
deben ser marcados con marcador permanente, indicando especie, zona corporal y
namero (iniciales) (Remsen, 1977; Herman, 1980). Las muestras de sangre son
conservadas en las jeringuillas. Las muestras deberan transportarse por medio de
un cooler, al lugar de extraccion, o seran refrigeradas a una temperatura de 4° C,

para ser utilizadas antes de 3 semanas (Nakanishi et al., 1969).
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3.2.6. Extraccion de ADN

Se emplearon tres protocolos de extraccion para el presente estudio: CTAB

5%, SDS 10% y ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System, los cuales fueron

modificados.

© o N o a A

3.2.6.1. Protocolo de Extraccion CTAB 5% (Doyle & Doyle, 1987)
modificado

En un tubo eppendorf dispensar: 5 pl proteinasa K, 500 ul CTAB 5%, 10 pl
Bmercapto etanol a una temperatura de 60° C.

Colocar la muestra de aleta o sangre; macerar con pistilos plasticos las
muestras de aleta o vortexear las muestras con sangre hasta homogenizar
las muestras.

Incubar a bafio maria por 1 hora a 70° C, revolviendo las muestras ¢/ 10
minutos.

Centrifugar las muestras a 14 000 RPM por 10 minutos.

Recuperar el sobrenadante en un tubo nuevo.

Agregar 800 pul de CIA (Cloroformo (24) : Isoamil(1)).

Agitar y centrifugar a 14 000 RPM por 5 minutos.

Repetir desde el paso 5 hasta lograr un sobrenadante transparente (2).

Recuperar el sobrenadante en un nuevo tubo.

10. Afadir 500 pl de isopropil congelado (- 20° C).

11.Agitar suavemente hasta obtener un pellet.

12.Centrifugar a 7 000 RPM por 3 minutos para precipitar el pellet.

13.Eliminar el isopropil con cuidado de no eliminar el pellet.
14. Anadir 1.5 ml de etanol 75%.

15. Agitar suavemente y centrifugar a 7 000 RPM por 3 minutos.

16.Eliminar el etanol y dejar secar el pellet a temperatura ambiente por 3 horas.

17.Resuspender el pellet con 100 pl TE 1X e incubar a 37° C por 30 minutos.
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9.

3.2.6.2. Protocolo de Extraccion SDS 10% (Shagui — Moroof, 1994)
modificado

En un tubo eppendorf dispensar: 5 pl proteinasa K, 500 pl SDS 10%, 10 pl 3
mercapto etanol a una temperatura de 60° C.

Colocar la muestra de aleta o sangre; macerar con pistilos plasticos las
muestras de aleta o vortexear las muestras con sangre hasta homogenizar
las muestras.

Incubar por 1 hora a 70° C, revolviendo las muestras cada 10 minutos.
Centrifugar las muestras a 14 000 RPM por 10 minutos.

Recuperar el sobrenadante en un tubo nuevo.

Agregar 800 pul de CIA (Cloroformo (24): Isoamil(1)).

Agitar y centrifugar a 14 000 RPM por 5 minutos.

Repetir desde el paso 5 hasta lograr un sobrenadante transparente (2 veces
aprox.).

Recuperar el sobrenadante en un nuevo tubo.

10. Anadir 500 pl de isopropil congelado (- 20° C).

11.Agitar suavemente hasta obtener un pellet.

12.Centrifugar a 7 000 RPM por 3 minutos para precipitar el pellet.

13.Eliminar el isopropil con cuidado de no eliminar el pellet.
14.Anadir 1.5 ml de etanol 75%.

15. Agitar suavemente y centrifugar a 7 000 RPM por 3 minutos.

16.Eliminar el etanol y lavar el pellet con 250 pl NH4Ac 0.2 M.
17.Centrifugar a 7 000 RPM por 3 minutos.

18.Eliminar el NH;Ac y lavar con 1.5 ml etanol 75%.
19.Centrifugar a 7 000 RPM por 3 minutos.

20.Eliminar el etanol y dejar secar el pellet a temperatura ambiente por 3 horas.

21.Resuspender el pellet con 100 pl TE 1X e incubar a 37° C por 30 minutos.
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3.2.6.3. Protocolo de Extraccion ReadyAmp™ Genomic DNA
Purification System modificado

Precalentar dos equipos de bafio maria: uno a 70° C, y el segundo a 100° C.
Transferir 1 ml de Agua Libre de Nucleasa, 10 pl 3 mercapto etanol y 5 pl de
proteinasa K a un tubo eppendorf de 1.5 ml.

3. Agregar 1 — 400 pl de sangre o 10 — 50 mg de aleta en cada tubo y vortexear.

4. Incubar las muestras de sangre a temperatura ambiente por 10 minutos,

vortexeando las muestras cada 2 minutos.

Incubar las muestras de aleta a 70° C por 10-15 minutos y macerar con
pistilos plasticos hasta homogenizar la muestra.

Centrifugar las muestras a 15 000 RPM por 2 minutos.

7. Descartar el sobrenadante y conservar el pellet.

9.

Agitar vigorosa y continuamente la Resina resuspendida con un agitador
magnético y dispensar 200 ul en cada tubo.

Vortexear la muestra hasta resuspender el pellet.

10.Incubar la muestra por 20 minutos a 56° C.

11.Vortexear por 5 — 10 segundos.

12.Incubar por 8 minutos a 100° C.

13.Vortexear por 5 — 10 segundos.

14.Centrifugar la muestra a 15 000 RPM por 2 minutos.

15.El ADN de simple cadena aislado se encuentra en el sobrenadante. La

muestra debe almacenarse a 4° C.

16.Al usar las muestras de ADN, repetir la centrifugacion del paso 14 antes de

usar.
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3.2.7. Cuantificaciéon

La técnica empleada fue el analisis comparativo de muestras coloreadas con
bromuro de etidio (10 mg/ml) en geles de agarosa 2%, y en geles de poliacrilamida
5% y visualizados con tincion de plata. Se utilizé la solucién patrén (Low DNA Mass
Ladder). La Fotografia. 4.8. muestra el bandeado de esta solucién patrén (4 pl/

pocillo) con su respectivas equivalencias en ng y bp.
ng bp

200 2,000 -
120 1,200
a0 800 -
40 400
2l AU =

10 1080 -

4 ul/lane

Fuente: www.invitrogen.com

Fotografia 4.8. Corrida electroforética de la solucién patron Low DNA Mass
Ladder para estimar la masa desconocida de muestras de AND por tincidén con
bromuro de etidio en gel de agarosa 2%, y en presencia de luz ultravioleta.
Esta solucién patrén es preparada a partir de ADN plasmido. La escala
consiste de una mezcla equimolar de 6 fragmentos de 100 a 2 000 bp.
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Cuadro 4.1. Se detalla las cantidades (masa) de ADN en nanogramos (ng) y en
pares de bases (bp), en base a la cantidad de solucién patrén utilizado.

S S A

ok wWwDdPE

Valumen de Low DNA Mass Ladder

Tamaifio de Fragmento | 2 ul 4 nl Sul
2,000 bp 100 ng 200 ng 400 ng
1,200 bp &0 ng 120 ng 240 ng
800 bp 40 ng 8l ng 160 ng
400 by 20ng 40 ng allng
200 bp 10ng 20 ng 40 ng
100 bp Sng 10 ng 20ng

Fuente: www.invitrogen.com

3.2.8. Cuantificacion con geles de agarosa 2%

3.2.8.1. Preparacion del Gel de Agarosa 2%

Pesar 1.4 g de agarosa y diluir en 70 ml de TAE 1X.

Llevar al microondas y disolver la solucion.

Agregar 30 ul de Bromuro de Etidio a la solucion.

Verter el contenido en el molde acrilico de la camara electroforética.
Colocar la peineta y dejar enfriar.

Retirar la peineta y llenar la camara con buffer TAE 1X.

3.2.8.2. Carga de muestras y corrida del gel

En papel encerado dispensar pequefas gotas de 2 ul de Loading dye.
Agitar las muestras de ADN diluidas y dispensar 3 pl de solucién.
Mezclar con las gotas de loading dye y cargar en los pocillos del gel.
Cargar el Low DNA Mass Ladder (2 pl) en el primer pocillo.

Cerrar la cAmara y conectar los cables a la fuente de poder.
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Correr las muestras a 75 V por 1 hora.
Desconectar la fuente de poder y dejar enfriar.

Visualizar el gel en el transiluminador.

© ® N o

Tomar la fotografia y analizar las muestras

ADN

2,000 bp
1,200 bp
800 bp

400 bp
200 bp <

100 bp 4

Fotografia 4.9. Cuantificacion Visual Comparativa de muestras de ADN vy
solucion patrén Low DNA Mass Ladder (primer pocillo de la izquierda) (a
continuacién 6 extracciones CTAB 5%, 6 extracciones con Kit y 6 extracciones
SDS 10%) en gel de agarosa 2% y visualizado con bromuro de etidio (10
mg/ml).

3.2.9. Cuantificacion con geles de poliacrilamida 5%

3.2.9.1. Geles de Poliacrilamida 5%

MONTAJE DE PLACAS

1. Limpiar placas con etanol y papel toalla.

Aplicar 500 pl solucion antiadherente y esparcir

Aplicar 120 pl solucion pegante en los bordes de la placa y esparcir.

Colocar espaciadores en filos verticales y colocar la tapa.

a bk~ WD

Asegurar con pinzas los bordes. Asegurar los bordes con cinta adherente.
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LLENADO DE PLACAS

16.6 ml de PAA 30%

62.7 ml Agua Destilada

20 ml TBE 5X

Agitar por 15 minutos a 30° C.

50 pl TEMED

350 pl APS 10%

Verter solucién en la parte superior de la placa en forma oblicua, evitando
formar burbujas.

Una vez llena la placa, incorporar el peine.

Esperar 2 horas para que se complete la polimerizacion.

Retirar el peine con agua desionizada o TBE 1X. Retirar los bordes de gel.
Colocar las placas en la camara electroforética vertical.

Correr el gel a 50 V por 15 minutos.

CARGA DE MUESTRAS Y CORRIDA DEL GEL

En papel encerado dispensar pequeias gotas de 2 ul de Loading dye.
Agitar las muestras de ADN diluidas y dispensar 3 pl de solucién.
Mezclar con las gotas de loading dye y cargar en los pocillos del gel
Cargar con Low DNA Mass Ladder (2 pl) en el primer pocillo izquierdo.
Cerrar la camara y conectar los cables a la fuente de poder.

Correr las muestras a 50 V por 2 horas.

Desconectar la fuente de poder y dejar enfriar.

TINCION DE PLATA

Despegar las placas y dejar el gel adherido a la placa orejuda.

Sumergir la placa en la solucién de fijacion por 20 minutos; en la solucion de
impregnacion por 20 minutos; en la solucién de lavado (agua destilada) por 1
minuto; y, en la solucién de revelado por 10 — 15 minutos.

Llevar a una fuente de luz blanca. Visualizar y tomar fotografia.

103



knoa\gls Muestras CTAB 5% Muestras
Ladder SDS 10%

Fotografia 4.10. Cuantificacion de ADN en gel de poliacrilamida 5%, mediante
analisis comparativo con Low DNA Mass Ladder. A la izquierda se observa el
bandeado de la solucidon patron. Arriba en los pocillos se observa el ADN.

3.2.10. Metodologia para cuantificacién de ADN por Espectrofotometria

1.- Se tomaron 10 pl de las muestras de ADN, éstas fueron disueltas con 990 ul de

TE, agitadas y llevadas al espectrofotometro para su lectura.

2.- El espectrofotdmetro debe estar calibrado para medir una longitud de onda de
espectro ultravioleta, se midié la absorbencia de cada muestra para el posterior

calculo de la concentracién mediante una férmula matematica.
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V. RESULTADOS

1. ANALISIS DEL COMPONENTE CROMOSOMICO

En el estudio del componente cromosdémico de las especies Oncorhynchus
mykiss y Astroblepus ubidiai se determind el ndmero cromosémico diploide y

clasificacion de los cromosomas en grupos segun su morfologia y tamafio.

1.1. Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)

El cariotipo, nimero diploide y haploide de esta especie de salmonido ya ha
sido determinada, sin embargo, hay que tomar en cuenta las especies utilizadas
para los cruces, origen, las hibridaciones, poliploidias o la manipulacién genética u
hormonal que pudieron sufrir las truchas para posteriormente determinar su
cariotipo ya que es afectado por los factores anteriormente descritos (Phillips et al ,
2004).

Para la determinacion del sexo de la trucha arco iris se utiliza el sistema de
determinaciéon de sexo XX/XY (Moran et al, 1995).
Obtenidas las fotografias de las metafases, su clasificacion segun tamafio y forma
de los cromosomas se encontraron en la trucha arco iris 4 grupos de cromosomas

mas el par sexual, distribuidos de la siguiente manera:

Grupo A: 7 pares de cromosomas metacéntricos grandes
Grupo B: 7 pares de cromosomas submetacéntricos grandes
Grupo C: 8 pares de cromosomas metacéntricos medianos
Grupo D: 7 pares de cromosomas telocéntricos

Par sexual: Genotipo de macho con cromosomas X Y

Total de cromosomas: 2n= 60
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Figura 5.1. Cariotipo de trucha arcoiris

1.2. Prefadilla (Astroblepus ubidiai)

Hasta el momento no existen o no han sido publicados estudios citogenéticos
acerca de la prefiadilla, lo que dificulta la discusion, sin embargo se pueden
comparar y relacionar rasgos caracteristicos del orden, en este caso siluriformes y

las familias méas cercanas a Astroblepidae como Loricariidae y Ariidae®.

*Barriga, R. 2007. Astroblepus ubidiai (entrevista). Quito. Escuela Politécnica
Nacional
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La prefiadilla presenta en su cariotipo 52 cromosomas que fueron ubicados
en 6 grupos mas el par sexual XX para macho o XY para hembra. Los resultados
muestran la siguiente distribucidén y ordenacion cromosomica: 1 par de cromosomas
submetaceéntricos grandes, 7 pares submetacéntricos medianos, 3 metacéntricos
grandes, 3 pares de telocéntricos grandes, 8 pares metacéntricos medianos, 3
telocéntricos pequefios y dos cromosomas metacéntricos sexuales, definiendo al

individuo en estudio como hembra con los cromosomas sexuales XX.

CARIOTIPO DE PRENADILLA " :' i
2n= 52 Cromosomas hembra f: r:*‘ v :+
Avx fort Yyw o
LS TSI A
e

BNE XX X% %X XX XX %X
CRR XX Xx
DOA AR an

ENK X% %X %X A% XX XX Xn
FOR esa an
XX

Par sexual

Figura 5.2. Cariotipo de prefadilla

107



2. ANALISIS ESTADISTICO

2.1. Tamafo de Muestras

Las muestras de tejido (aletas y sangre) una vez recolectadas, fueron
pesadas y medidas.

Tanto en trucha arco iris como en prenadilla se extrajo ADN con tres
protocolos: CTAB 5%, SDS 10% y ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System.

A continuacion se presentan los pesos y volumenes de las muestras.

Cuadro 5.1. Pesos de aletas (dorsal y caudal) y voliumenes de sangre
utilizados como muestras para la extraccion de ADN en trucha y prefiadilla.

TAMARNO DE LA MUESTRA (mg — pl)

TRUCHA
PROTOCOLO
Zona de
extraccion CTAB SDsS R.A.
5% 10% KIT
dorsal 60 mg 60 mg 60 mg
caudal 70 mg 70 mg 70 mg
sangre 500 pl 500 pl 500 pl
PRENADILLA
PROTOCOLO
Zona de
extraccion CTAB SDS R.A.
5% 10% KIT
dorsal 10 mg 10 mg 10 mg
caudal 15 mg 15 mg 15 mg
sangre 5 ul 5ul 5ul

108



2.2. Concentraciéon Media de ADN

En el Cuadro 5.2., se resumen las concentraciones medias de ADN

obtenidas para cada tejido extraido o zona de extraccion (aleta caudal, dorsal y
sangre), para cada protocolo utilizado (CTAB 5%, SDS 10% y R.A. Kit) en las
especies trucha arco iris y prefadilla, cuantificadas mediante las técnicas de

espectrofotometria y andlisis comparativo de muestras coloreadas con tincion de

bromuro de etidio (10 mg/ml) en gel de agarosa (2%) y con tincién de plata en gel

de poliacrilamida (5%).

Cuadro 5.2. Concentracion media de ADN cuantificado por espectrofotometria

y analisis comparativo en geles de agarosa y poliacrilamida, para cada
protocolo de extraccion (CTAB 5%, SDS 10% y Kit) en las tres zonas
corporales de extraccion (aletas dorsal, caudal y sangre) en trucha arco iris y

prefadilla.

CUANTIFICACION DE ADN

zonas de ESPECTROFOTOMETRO

axtraccion pogpl
CTAB S03
5% 10%
dorsal 1.36 0.74
caudal 1.48 1.13
sahgre 0.76 0,0z

zonas de ESPECTROFOTOMETRO

extraccion pgpl
CTAB =05
5% 10%

dorsal 0.37 1.85

caudal 0.65 0.20

sangre 0.30 0.06

R.A
KIT

203
0.50
0.75

R.A
KIT

0.45
1.11
0.9

TRUCHA

GEL AGAROSA

ngpl
CTAB sSDhS
5% 10%
1667 B.7
233 1000
333 50
PRENADILLA

R.A.

KIT
50
33
1.7

GEL AGAROSA

ngpl
CTAB =03S
5% 10%
65,0 50
10,0 50
B33 8,3
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R.A

KIT
3.3
33
33

GEL POLIACRILAMIDA

CTAB
5%
46 7
417
16,7

ng/pl

S03
10%

1.7
8,3
33

R.A
KIT

400
833
13,3

GEL POLIACRILAMIDA

CTAB
5%
233
50

28,7

ngpl

=05
10%

67
B7
100

R.A
KIT

a0
17
133



Previa a la realizacidn de la prueba F del analisis de varianza usual, se procedio
a comprobar con los supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia
de los errores que fundamentan dicho analisis; comprobandose que estos no
cumplian con lo supuestos de normalidad, por lo que se considerd necesario utilizar
la prueba de Kruskal — Wallis, método no paramétrico en el analisis de varianza que
no depende de esta suposicion; para el efecto se utilizé el programa
InfoStat/Profesional version 2007.

Se compararon los valores medios de: concentracion de ADN segun protocolos
de extraccion CTAB 5%, SDS 10% y ReadyAmp™ Genomic DNA Purification
System modificados y zonas corporales como aleta dorsal, aleta caudal y sangre en
las especies Oncorhynchus mykiss y Astroblepus ubidiai, cuantificado por
espectrofotometria y con analisis comparativo de muestras coloreadas en agarosa y

poliacrilamida.

2.3. Cuantificaciéon de concentracion de ADN (ug/pl) por Espectrofotometria

2.3.1. Cuantificacion de concentracion de ADN (ug/ul) de dos protocolos
(CTAB 5%, SDS 10%) en dos zonas corporales (aletas caudal, dorsal) en

las especies trucha arco iris y prefiadilla.

En el Cuadro 5.3., se presenta la prueba de Kruskal — Wallis para la
cuantificacion de la concentracion de ADN mediante la utilizacion de la técnica por
espectrofotometria, para dos protocolos de extraccion de ADN (CTAB 5%, SDS
10%), con 12 muestras para cada protocolo (6 muestras de aleta dorsal y 6 de aleta

caudal).
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Cuadro 5.3. Prueba de Kruskal — Wallis de dos protocolos de extraccién
(CTAB 5%, SDS 10%) en dos zonas corporales (aletas dorsal y caudal), en las
especies trucha arco iris y prefiadilla.

Prueba de Kruskal Wallis

Criterio de Seleccion: Especie

Variable Especie N Medias Medianas H p
ADN Prenadilla 12 0,39 03 705 | 00079
ADN Trucha 12 1,18 (=

Criterio de seleccion: Lugar de extraccidn

Variable Lugar N Medias Medianas H p
ADN Caudal 12 0g7 05 033 0AE34
ADN Dorsal 12 a7 0 45

Criterio de seleccidn: Protocolo de extraccion

Variable Protocolo N Medias Medianas H p
ADN CTAB 5% 12 095 05| 012 07288
ADN SDS 10% 12 g 0,46

Para el criterio de seleccion especie, se determindé que los tratamientos
presentaron diferencias altamente significativas (p = 0.0079) entre las especies
trucha arco iris y prefiadilla, teniendo concentraciones medias de 1.18 y 0.39 ug/ul,

respectivamente.

Para los criterios de seleccion: protocolos y lugares de extraccion, se
establecié que las técnicas no presentaron diferencias estadisticas al 5% (p =

0.7288y p = 0.5634, respectivamente).
En el Grafico 5.1., se aprecia como la concentracion media de ADN

para el criterio de seleccion: especie, presentan diferencias significativas entre si,

presentando los valores correspondientes para trucha arco iris y prefiadilla.
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Grafico 5.1. Cuantificacion de ADN (ug/ul) por espectrofotometria, de dos
protocolos de extraccion (CTAB 5% y SDS 10%) de muestras de aletas dorsal
y caudal en las especies (trucha arco iris y preiadilla)

(Criterio de seleccion = Especie).

2.3.2. Cuantificacion de concentracion de ADN (ug/ul) de dos protocolos
(CTAB 5%, SDS 10%) de muestras de sangre en las especies trucha

arco iris y prefiadilla.

En el Cuadro 5.4., se presenta la prueba de Kruskal — Wallis para la
cuantificacion de la concentracion de ADN mediante la utilizacion de la técnica por
espectrofotometria, para dos protocolos de extraccion de ADN (CTAB 5%, SDS

10%), con 6 muestras para cada protocolo (3 muestras de prefiadilla y 3 de trucha).
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Cuadro 5.4. Prueba de Kruskal — Wallis de dos protocolos de extraccién
(CTAB 5%, SDS 10%) de muestras de sangre en las especies trucha arco iris y

prefadilla.

Prueba de Kruskal Wallis

Criterio de seleccion: Especie

Variable Especie N | Medias Medianas
ADN Prenadilla =) 0,18 o0,0s
ADN Trucha 5] 0,39 0,06
Criterio de seleccidn: Protocolos de extraccidn

Variable Protocolo N Medias Medianas
ADN CTAB 5% B 053 0,45
ADN 505 10% B 0,04 a

H p
023 0 Bo7

H p
023 | 00346

Para el criterio de seleccidn especie, se determind que los tratamientos no

exhibieron diferencias estadisticas (p = 0.697) entre las especies trucha arco iris y

prenadilla.

Para los criterios de seleccion: protocolos, se determind que las técnicas

manifestaron diferencias altamente significativas (p = 0.0346) entre las extracciones
CTAB 5% y SDS 10%, con valores de concentracion media de 0.53 y 0.04 ug/ul,

respectivamente.

Objetivamente las diferencias de concentracion media entre los protocolos

CTAB 5% y SDS 10% son presentadas en el Grafico 5.2.
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Grafico 5.2. Cuantificaciéon de ADN (ug/ul) por espectrofotometria con
respecto alos protocolos de extraccion (CTAB 5% y SDS 10%) en las especies
trucha arco iris y prefiadilla para muestras de sangre
(criterio de seleccion = protocolos).

2.3.3. Cuantificacion de concentracion de ADN (pg/pl) del protocolo de
extraccion ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System de tejido

sanguineo en las especies trucha arco iris y prefiadilla

En el Cuadro 5.5., se presenta la prueba de Kruskal — Wallis para la
cuantificacion de la concentracion de ADN mediante la utilizacion de la técnica de
espectrofotometria para el protocolo de extraccion ReadyAmp™ Genomic DNA,
con 3 muestras de sangre para cada especie (3 muestras de prefadilla y 3 de

trucha).
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Cuadro 5.5. Prueba de Kruskal — Wallis de dos protocolos de extracciéon
(CTAB 5%, SDS 10%) de muestras sanguineas con el protocolo de extraccion
ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System en las especies trucha arco
iris y prefadilla.

Prueba de Kruskal Wallis

Criterio de seleccidn: Especie

Variable Especie N Medias Medianas H p
ADN Prenadilla 3 09 018 | 043 o7
ADN Trucha 3 0,75 077

Para el criterio de seleccion especie, se determind que los tratamientos no
presentaron diferencias estadisticas (p = 0.7) entre las especies trucha arco iris y
prefadilla.

2.4. Cuantificacion de concentracion de ADN (ng/pl) con analisis

comparativo de muestras coloreadas en geles.

La cuantificacion de ADN con Analisis Comparativo de muestras coloreadas
con bromuro de etidio (10 mg/ml) en gel de agarosa (2%) y con tincion de plata en
gel de poliacrilamida (5%) mediante la utilizacion de los tres protocolos de
extraccion (CTAB 5%, SDS 10% vy Kit), mostré valores que fueron obtenidos por
comparacion visual con respecto a la corrida de la solucion patron Low Mass DNA
Ladder cuyos valores en nanogramos (ng) son: 200, 120, 80, 40, 20 y 10, y en
pares de bases (bp) son: 2000, 1200, 800, 400, 200 y 100, respectivamente.
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2.4.1. Cuantificacion de concentracion de ADN (ng/pl) con analisis
comparativo de muestras coloreadas con bromuro de etidio (10 mg/ml)
en geles de agarosa (2%).

2.4.1.1. Cuantificacién de concentracion de ADN (ng/pl) de dos
protocolos (CTAB 5%, SDS 10%) en dos zonas corporales (Aletas
caudal, dorsal) en las especies trucha arco iris y prefiadilla.

La prueba de Kruskal — Wallis para la cuantificacion de la concentracion de
ADN mediante la utilizacién de la técnica con analisis comparativo de muestras
coloreadas con bromuro de etidio en gel de agarosa, para dos protocolos de
extraccion de ADN (CTAB 5%, SDS 10%), con 12 muestras para cada protocolo (6
muestras de aleta dorsal y 6 de aleta caudal) se presentan en el Cuadro 5.6.

Cuadro 5.6. Prueba de Kruskal — Wallis de dos protocolos de extraccion
(CTAB 5%, SDS 10%) en dos zonas corporales (aletas dorsal y caudal), en las
especies trucha arco iris y prefiadilla.

Prueba de Kruskal Wallis

Criterio de seleccion: Especie

Variable Especie N Medias Medianas H p
ADN Prenadifla 12 2125 5| 533 0,017
ADN Trucha 12 FA 17 70
Criterio de seleccidn: Protocolos de extraccidn

Variable Protocolo N Medias Medianas H P
ADN CTAB 5% 12 BE .25 0| 507 0.02
ADN SDS 10% 12 2917 ]

Criterio de seleccion: Lugares de extraccidn

Variable Lugar N Medias Medianas H p
ADN Caudal 12 34 55 126 | 004 05346
ADN Dorsal 12 B0 83 124
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Para el criterio de seleccion especie, se determind que los tratamientos
presentan diferencias altamente significativas (p = 0.017) entre las especies trucha
arco iris y prenadilla, teniendo concentraciones medias de 74.17 y 21.25 ng/pul,

respectivamente.

Para el criterio de seleccidn protocolos de extraccion, se establecié que las
técnicas exhiben diferencias altamente significativas (p = 0.02) entre los métodos
CTAB 5% y SDS 10%, teniendo concentraciones medias de 66.25 y 29.17 ng/ul,

respectivamente.

Para el criterio de seleccion: lugares de extraccidon, se determiné que los
tratamientos no presentaron diferencias estadisticas (p = 0.8346); cabe indicar que
las medias para aleta dorsal y caudal mostraron diferencias apreciables. Esto se
debe a que entre repeticiones para cada factor en estudio, existi6 mucha
variabilidad.

En el Grafico 5.3., se aprecia como los protocolos de extraccion, CTAB 5% y

SDS 10%, presentan diferencias significativas entre si.

ng/pl

CTAB 5% SDS 10%

Protocolos de extraccioén

Grafico 5.3. Cuantificacion de ADN (ng/ul) con analisis comparativo de
muestras coloreadas con bromuro de etidio (10 mg/ml) en gel de agarosa (2%)
con dos protocolos de extraccion para muestras de aleta dorsal y caudal en
truchay prefiadilla (criterio de seleccion = protocolos).
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En el Gréfico 5.4., se aprecia como las especies, trucha arco iris y prefiadilla,

presentan diferencias significativas entre si.

80+

ng/ul

Prenadilla Trucha

Especies

Grafico 5.4. Cuantificacion de ADN (ng/ul) con analisis comparativo de
muestras coloreadas con bromuro de etidio (10 mg/ml) en gel de agarosa (2%)
con dos protocolos de extraccion para muestras de aleta dorsal y caudal en
truchay prefadilla (criterio de seleccion = especies).

2.4.1.2. Cuantificaciéon de concentracion de ADN (ng/ul) de dos
protocolos (CTAB 5%, SDS 10%) en muestras sanguineas en las

especies trucha arco iris y prefiadilla

En el Cuadro 5.7., se presenta la prueba de Kruskal — Wallis para la
cuantificacion de la concentracion de ADN mediante la utilizacion de la técnica con
analisis comparativo de muestras coloreadas con bromuro de etidio en gel de
agarosa en muestras sanguineas en las especies trucha arco iris y prefadilla con 6

muestras para cada protocolo (3 muestras de trucha y 3 de prefadilla).
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Cuadro 5.7. Prueba de Kruskal — Wallis de dos protocolos de extraccién
(CTAB 5%, SDS 10%) de muestras de sangre en las especies trucha arco iris 'y
prefadilla.

Prueba de Kruskal Wallis

Criterio de seleccion: Especie

Variable Especie N Medias Medianas H p
ADN Prenadilla B 35,33 10 126 03074
ADN Trucha G 1917 5
Criterio de seleccidn: Protocolos de extraccion

Variable Protocolo N Medias Medianas H p
ADN CTAB 5% B a0,83 A0 128 01948
ADN SDS 10% 2] BB )

Para los criterios de seleccion: especie y protocolos de extraccion se
comprobd que los tratamientos no presentan diferencias significativas (p = 0.3074) y

(p = 0.1948), respectivamente.

2.4.1.3. Cuantificacion de concentracion de ADN (ng/ul) del protocolo
de extraccion ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System de

tejido sanguineo en las especies trucha arco iris y prefadilla

En el Cuadro 5.8., se presenta la prueba de Kruskal — Wallis para la
cuantificacion de la concentracion de ADN mediante la utilizacion de la técnica de
espectrofotometria para el protocolo de extraccion ReadyAmp™ Genomic DNA,
con 3 muestras de sangre para cada especie (3 muestras de prefadilla y 3 de

trucha).

119



Cuadro 5.8. Prueba de Kruskal — Wallis con el protocolo de extraccion
ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System en las especies trucha arco
iris y prefiadilla

Prueba de Kruskal Wallis

Criterio de seleccidn: Especie

Variable Especie N Medias Medianas H p
ADN Prenadilla 3 333 5| 043 =05995
ADN Trucha 3 167

Para el criterio de seleccion: especie se corroboré que entre trucha y
prefadilla, los tratamientos no presentaron diferencias significativas (p > 0.999); la
variabilidad que presentan las concentraciones medias de cada especie es debido a

la heterogeneidad entre las repeticiones.

2.4.2. Cuantificaciéon de concentracion de ADN (ng/pl) con analisis
comparativo de muestras coloreadas con tincién de plata en geles de

poliacrilamida (5%).

2.4.2.1. Cuantificacion de concentracion de ADN (ng/ul) de dos
protocolos (CTAB 5%, SDS 10%) en dos zonas corporales (Aletas

caudal, dorsal) en las especies trucha arco iris y prefadilla.

En el Cuadro 5.9., se observa la prueba de Kruskal — Wallis para la
cuantificacion de la concentracion de ADN mediante la utilizacion de la técnica con
analisis comparativo de muestras coloreadas con tincion de plata en gel de
poliacrilamida, para dos protocolos de extraccion de ADN (CTAB 5%, SDS 10%),
con 12 muestras para cada protocolo (6 muestras de aleta dorsal y 6 de aleta

caudal).
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Cuadro 5.9. Prueba de Kruskal — Wallis de dos protocolos de extraccién
(CTAB 5%, SDS 10%) en dos zonas corporales (aletas dorsal y caudal), en las
especies trucha arco iris y prefiadilla.

Prueba de Kruskal Wallis

Criterio de seleccion: Especie

Variable Especie N Medias Medianas H p
ADN Prenadilla 12 10,42 ) a,m 09279
ADN Trucha 12 24 58 75
Criterio de seleccion: Lugar de extraccidn

Variable Lugar N Medias Medianas H P
ADN Caudal 12 15,42 a 8 ,30E-04 09759
ADN Dorsal 12 19,58 75
Criterio de seleccidn: Protocolos de extraccidn

Variable Protocolo N Medias Medianas H p
ADN CTAB 5% 12 2917 15 32 00616
ADN 5085 10% 12 583 a

Para los criterios de seleccion: especie, protocolos y zonas de extraccion se
determind que los tratamientos no presentaron diferencias significativas (p =
0.9279), (p =0.0616) y (p = 0.9759), respectivamente. Sin embargo, se encontraron

diferencias estadisticas a nivel del 10% para el criterio protocolos de extraccion.

2.4.2.2. Cuantificacion de concentracion de ADN (ng/ul) de dos
protocolos (CTAB 5%, SDS 10%) en muestras sanguineas en las

especies trucha arco iris y prefiadilla.

En el Cuadro 5.10., se presenta la prueba de Kruskal — Wallis para la
cuantificacion de la concentracion de ADN mediante la utilizacion de la técnica con
analisis comparativo de muestras coloreadas con tincion de plata en gel de
poliacrilamida de muestras sanguineas en las especies trucha arco iris y prefiadilla

con 6 muestras para cada protocolo (3 muestras de trucha y 3 de prefnadilla).
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Cuadro 5.10. Prueba de Kruskal — Wallis de dos protocolos de extraccién
(CTAB 5%, SDS 10%) de muestras de sangre en las especies trucha arco iris 'y
prefadilla.

Prueba de Kruskal Wallis

Criterio de seleccidn: Especie

Variable Especie N Medias Medianas H P
ADN Prenadifla B 1833 15| 126 03398
ADN Trucha B 1a 10
Criterio de seleccidn: Protocolos de extraccian

Variable Protocolo N Medias Medianas H p
ADN CTAB 5% ) 21 B7 D 128 0.0108
ADN 5085 10% ) BBV 10

Para el criterio de seleccion especie no se encontraron diferencias

significativas (p = 0.3398).
Existieron diferencias altamente significativas entre protocolos de extraccion,

con un valor p = 0.0108, con concentraciones medias de 21.67 ng/ul para la técnica
CTAB 5% y 6.67 ng/pl para SDS 10%.

En el Grafico 5.5., se aprecian las diferencias de concentracion media de
ADN entre los dos protocolos de extraccion: CTAB 5% y SDS 10%.
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Grafico 5.5. Cuantificacion de ADN (ng/ul) con analisis comparativo de
muestras coloreadas con tincion de plata en gel de poliacrilamida (5%) con
dos protocolos de extraccion de muestra de sangre en las especies trucha
arco iris y prefiadilla (criterio de seleccion = protocolos).

2.4.2.3. Cuantificacion de concentracion de ADN (ng/ul) del protocolo
de extraccion ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System de

tejido sanguineo en las especies trucha arco iris y prefiadilla

La prueba de Kruskal — Wallis para la cuantificacion de la concentracion de
ADN mediante la utilizacion de la técnica con andlisis comparativo de muestras
coloreadas con tincién de plata en gel de poliacrilamida de muestras sanguineas en
las especies trucha arco iris y prefiadilla con 3 muestras para cada especie se

detallan a continuacion en el Cuadro 5.11.
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Cuadro 5.11. Prueba de Kruskal — Wallis con el protocolo de extraccion
ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System en las especies trucha arco
iris y prefadilla.

Prueba de Kruskal Wallis

Criterio de seleccion: Especie

Variable Especie N Medias Medianas H p
ADN Prenadiila 3 13,33 200 005 =05935
ADN Trucha 3 1333 0

Segun el criterio de seleccion especie, no existieron diferencias significativas entre

trucha arco iris y prefiadilla, con un valor p > 0.999.

3. Analisis Econdmico

Para el analisis econdmico, es necesario determinar los costos indiviuales de
cada uno de los reactivos, materiales y equipos que son necesarios para el
desarrollo de los tres protocolos de extraccion de ADN, asi como la cuantificacion
de las muestras en geles de agarosa y poliacrilamida. Se detalla a continuacion las
unidades, concepto Yy valor (US$), de acuerdo a su funcion (equipos, reactivos y

materiales) y metodologia:
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Cuadro 5.12. Reactivos utilizados en el protocolo de extraccion CTAB 5% y su
cuantificacion en geles de agarosa 2% y poliacrilamida 5%. Algunos reactivos
son usados en los tres protocolos, y otros son exclusivos de un protocolo.

Extraccion de ADN

Protocolo de Extraccion CTAB 5%

Unidad | Cantidad Reactivos Precio (})
ml 300 Aceite de Clavo de olor 10,00
ml 4540 Alcohal Etilicn 95% 11,20
g 1000 Tris Uitra Pure 112,00
q s00 EDTA Ultra Pure 131,00
q 1000 CTAB 425 B0
g 1000 Cloruro de Sodio 17 52
ml a00 Agua Ultra Pura 2240
ul 1000 Proteinasa k 13,44
ul s0000 B mercapto etanoal oB 00
ml 250 Claroformao b,72
ml 1000 Alcohal [spamilico 3798
ml 1000 Alcohal [sopropilicn 29 BA
ml 1000 Hidraxido de sodio (golugion s M) 16,68
ml 1000 Acido Clarhidrico 37 % 2537

SUBTOTAL 912,96
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Cuadro 5.13. Reactivos utilizados en el protocolo de extraccion SDS 10% y su
cuantificacion en geles de agarosa 2% y poliacrilamida 5%. Algunos reactivos
son usados en los tres protocolos, y otros son exclusivos de un protocolo.

Extraccion de ADN

Protocolo de Extraccion SDS 10%

Unidad | Cantidad Reactivos Precio (§)
ml 300 Aceite de Clavo de olor 10,00
mil 4540 Alcohal Etilicn 95% 11,20
g 1000 Tris Ultra Pure 11200
g s00 EDTA Ultra Pure 131,00
! 1000 Cloruro de Sodio 17 52
ml 500 Agua Ultra Pura 2240
ul 1000 Froteinasa K 1344
nl a0000 B mercapto etanal a6 00
ml 260 Cloroformo B 72
ml 1000 Alcohol lgnamilicg 37 58
ml 1000 Alcohal [sopropilice 2965

g 500 S05 Ultra Puro 207 20
mil 1000 Hidraxida de sodio (golucion 5 i) 16 B&
mil 1000 Acido Clarhidrico 37 % 2237
! 500 Acetato de Amonio 23,41

SUBTOTAL 7797
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Cuadro 5.14. Reactivos utilizados en el protocolo de extraccion DNA Ready
Amp™) y su cuantificacion en geles de agarosa 2% y poliacrilamida 5%.
Algunos reactivos son usados en los tres protocolos, y otros son exclusivos
de un protocolo.

Extraccion de ADN

Unidad | Cantidad Reactivos Precio (§}
mil 300 Acaite de Clavo de olor 10,00
ml 4540 Alcohal Etilicn 95% 11,20
Hl 1000 Proteinasa K 13,44
ul a0000 B mercapto etanal a6 00

Unidad 200 Kit de Extraccion ADM sangre 156,80

SUBTOTAL 247 44

Cuadro 5.15. Reactivos utilizados para la Cuantificacion de ADN en geles de
Agarosa 2%.

Cuantificacion en Gel de Agarosa

Unidad Cantidad Reactivos Precio
0 a00 Agarosa Ultra Pura 470,40

! 1000 Trig Ultra Pure 112,00

! 500 EDTA Ultra Pure 131,00

il 1000 Acido Glacial Acético 2550

Hl 10000 Brormuro de Ethidio 78 40

Hl 3000 10% Blue Juice Loading Buffer 44 80

Hl 1000 Low DMNA Mass Ladder 95 20
SUBTOTAL 957,30
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Cuadro 5.16. Reactivos utilizados para la Cuantificacion de ADN en geles de
Poliacrilamida 5%.

Cuantificaclon en Gel de Poliacrilamida

Unidad Cantidad Reactivos Precio
g S00 Acrilamida Ultra Pura 224 00
g 100 Bisacrilamida 140,00
g 1000 Tris Lltra Pure 11200
! s00 EDTA Ultra Pure 131,00
! S00 Acido Bdrico 78,40
! 25 Armonio Persulfato 39,20
pl 30000 TEMED a0.40
g a00 Urea Ultra Pura 55 36
rril 1000 Solucion Glass Bond 5,00
il 4540 Alcohol Etilico 96% 11,20
il 1000 Acido Glacial Acético 25 80
! 100 Mitrato de Plata 280,00
q 1000 Hiddxido de Sodio 44 80
il 1000 Formaldehido 37 % 24 897
Hl 3000 10 Blue Juice Loading Buffer 44 30
Hl 1000 Low DMNA Mass Ladder 95 20

SUBTOTAL 136583
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Cuadro 5.17. Detalle de costo de equipos necesarios para desarrollar las
técnicas de extraccion de ADN (Protocolos CTAB 5%, SDS 10%, ADN Ready
Amp™) y su cuantificaciéon en geles de Agarosa 2% y poliacrilamida 5%.

Unidad Equipos Precio
1 Pipeta de Yoalumen 100 - 1000 pl Autoclavables 285,04
1 Pipeta de Yolumen 20 - 200 gl Autoclsables 285,04
1 Pipeta de Yolumen 0,5 - 10 gl Autoclaeables 324 .24
1 Bario de Agua con Dizplay Digtal capacidad 10 L 1665,50
1 Fizher Yotex Genie con 2 plataformas 632,80
1 Microcertrifuga 14,000 RPM Refrigeracion 4% C 4386,74
1 Congeladar 1100,00
1 Balanza Analtica Denver Instrument 200 g - 01 1862,00
ma
1 Autoclave Capacidad 11 L 5 Programas 3294 .00
1 Equipo de destilacian 4 Ihara 1115,00
1 Equipo de Aoitacion Magnética v Calentaclar 280,00
2 Tubeta Plastica con Tapa 96 x 1.5 ml a9 .60
1 Benchtop Cooler 20 microtubozs 1.5 ml 134 40
1 et Magnetos octogonsles v 4 microbarrss 125,44
1 Ezspectrofotdmetro 3796 47
1 Microondas 155,00
1 Camara de Electroforesis Horizontal 630,00
1 Camara de Electroforesis Wertical 1025,00
1 Fgeme de Poder Alto Yoltaje Capacidad 4 262640
camaras
1 Tranziluminador de intensidad variable de luz UY 292560
1 A mars Fotografica con conos diferentes 1086 40
tamanos
1 Megstoscopio a0,00
4 Bandejaz de plastico 2 litros 20,00
TOTAL 28930,9T
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Cuadro 5.18. Costo de Materiales requeridos para desarrollar las Extracciones
de ADN (Protocolos CTAB 5%, SDS 10%, ADN Ready Amp™) y su
Cuantificacién con geles de Agarosa 2%y Poliacrilamida 5%.

Materiales

Unidad Cantidad Materiales Precio
Unidad 1000 Microtubos 1.5 m| 26 38
Lnidad 1000 Funtas Azules 1000 | 15 58
Lnidad 1000 Funtas Amarillas 200 p) 13,44
Linidad a0 Guantes de Latex 8,40
Lnidad o960 Funtas con Filtro 10 89k
Lnidad a0 Guantes de Mitrilo 2240
Unidad 30 Cinta Adherente 5,00

SUBTOTAL 181,40

Contando con los precios referenciales (precios sujetos a cambio), es
necesario determinar el valor en dodlares de cada una de las soluciones Stock,
necesarias para la realizacion de cada uno de los Protocolos de Extraccion, asi
como la Cuantificacion del ADN extraido, en geles de Agarosa 2% y Poliacrilamida
5%.

Una vez determinado el precio de las soluciones stock, se determind el
numero de muestras minimo en cada uno de los protocolos de extraccion de ADN,
asi como su posterior cuantificacion. El valor asignado fue de 100, puesto que, es la
minima cantidad de muestras que deberan ser analizadas para optimizar la
utilizacion de los reactivos, en especial de los utilizados durante la cuantificacion de
ADN en geles, debido a que tanto las placas con gel de poliacrilamida, como los
moldes con gel de agarosa, poseen en la mayoria de los casos un determindo
namero de pocillos, en los cuales seran depositadas las muestras de ADN, que
seran corridas y analizadas. Por ello se decidié analizar camaras electroforéticas

(vertical y horizontal) que permitian disponer de un nimero similar de pocillos.
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Cabe mencionar que, en laboratorios especializados en el desarrollo de estas
técnicas moleculares, el nimero de muestras analizadas es, en la mayoria de los
casos 5 o0 10 veces mayor al minimo asignado en este estudio. Pero el analisis del
mismo no cambia significativamente, ya que los valores propuestos solamente
deberan ser multiplicados de acuerdo al nUmero de muestras analizadas o en base

al numero de geles utilizados para su cuantificacién, respectivamente.

El valor por los equipos involucrados en el desarrollo de estas técnicas, fue
depreciado a 10 afios. Posteriormente, el valor de esta depreciacion fue calculado
en horas (valor/hora). Se determin6 el costo del uso de todos los equipos
inmiscuidos en estos procesos por hora de trabajo ($ 0.66). Se asignd un precio
referencial por el uso de Servicios Basicos (energia eléctrica y agua potable), asi
como por el arrendamiento del laboratorio. Este valor fue de $ 0.31 / hora. En total
el precio por hora del uso del laboratorio, equipos, servicios es de noventa y siete
centavos de délar ($ 0.97).

Con estos valores (numero de muestras minimo, costo / hora), asi como los
precios individuales de cada uno de los materiales usados y el costo de las
cantidades requeridas de las solucines stock para las 100 muestras determinadas,
se determind el costo de produccion, para la extraccion de ADN y su posterior
cuantificacion, para cada uno de los protocolos de extraccién (CTAB 5%, SDS 10%
y ADN Ready Amp™) y para cada uno de los protocolos de cuantificacion en gel de
agarosa 2% Yy en gel de poliacrilamida 5%.

Los costos se detallan a continuacion:

131



Cuadro 5.19. Costo de Extraccion de ADN de 100 muestras con Protocolo
CTAB 5% y su Cuantificacion con Gel de Agarosa 2%

[ T S SR N B

COSTO EXTRACCION ADN CTAB 5% ¥ CUANTIFICACION (AGAROSA)

Concepto Costo ($) Horas Costo ($)/Hora
Conservacion de Muestra 4 71
Extraccion de ADMN a0 58
Cuantificacion Agarpsa A1,14
Servicios 028 7 0,04
Arriendo G 51 7 0,93
TOTAL 143,23
Costo / muestra 143

Cuadro 5.20. Costo de Extraccion de ADN de 100 muestras con Protocolo
CTAB 5%y su Cuantificacion con Gel de Poliacrilamida 5%.

M| &= W k| —

COSTO EXTRACCION ADN CTAB 5% Y CUANTIFICACION {PAA 5%)

Concepto Costo (§) Horas Costo ($)/Hora
Conservacion de Muestra 47
Extraccion de ADM a0 58
Cuantificacidn PAL 5% 52 88
Servicios 032 a 004
Arriendo 7 a4 i 0523
TOTAL 145,93
Costo / muestra 1,46
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Cuadro 5.21. Costo de Extraccion de ADN de 100 muestras con Protocolo SDS
10% y su Cuantificacion con Gel de Agarosa 2%.

COSTO EXTRACCION ADN SDS 10% ¥ CUANTIFICACION (AGAROSA)

Concepto Costo ($) Horas Costo ($)/Hora
1 | Conservacion de Muestra 4 71
2 | Extraccion de ADMN a3 B2
3 | Cuantificacidon (Agarosa) A1,14
4 | Servicios 028 7 0,04
5 Ariendo G 51 7 0,93
TOTAL 146,27
Costo / muestra 1,46

Cuadro 5.22. Costo de Extraccion de ADN de 100 muestras con Protocolo SDS

10% y su Cuantificacion con Gel de Poliacrilamida 5%.

COSTOS EXTRACCION ADN SDS 10% Y CUANTIFICACION {(PAA 5%)

Concepto Costo () Horas Costo ($)/Hora
1| Conservacion de Muestra 4 71
2 | Extraccidn de ADMN 23,52
3 | Cuantificacidn PAL 5% 52,68
4 | Servicios 032 a 0,04
S | Arriendo 744 a 0,93
TOTAL 148,97
Costo / muestra 149
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Cuadro 5.23. Costo de Extraccion de ADN de 100 muestras con Protocolo ADN
Ready Amp™ y su Cuantificacién con Gel de Agarosa 2%.

COSTOS EXTRACCION ADN Ready Amp™ Y CUANTIFICACION (AGAROSA)

Concepto Costo (§) Horas Costo ($)/Hora
1 Conservacion de Muestra 471
2 | Esxtraccion de ADM 129 20
3| Cuantificacion [Agarpsa) 51,15
4 | Servicios 028 7 0,04
a9 | Arriendo 6,51 7 0593
TOTAL 191,85
Costo / muestra 1,92

Cuadro 5.24. Costo de Extraccion de ADN de 100 muestras con Protocolo ADN

Ready Amp™ y su Cuantificacion con Gel de Poliacrilamida 5%.

COSTOS EXTRACCION ADN Ready Amp™ Y CUANTIFICACION (AGAROSA)

Concepto Costo {§) Horas Costo ($)/Hora
1 | Conservacion de Muestra 4 71
2 | Extraccidn de ADN 129 20
3 | Cuantificacian (PAS 5%) A2 B8
4 | Servicios 032 g 0,04
S Arriendo 744 B 0,93
TOTAL 194,55
Costo / muestra 1,95
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Como se puede observar, los costos de produccion entre los Protocolos
CTAB 5% y SDS 10%, son ligeramente diferentes, con una diferencia de $ 3.04 al
cuantificar con gel de agarosa 2% o con gel de poliacrilamida al 5% por cada 100
muestras extraidas; por lo que el valor econdmico no seria el principal factor de

decision al momento de elegir el protocolo CTAB 5% o el protocolo SDS 10%.

Mientras que, al comparar los dos primeros protocolos con el protocolo de
extraccion DNA Ready Amp™, se puede observar una gran diferencia de precio
($48,62 con CTAB 5% y $ 45,58 con SDS 10%, ambas cuantificando con gel de
agarosa o poliacrilamida).

El andlisis comparativo de costos por unidad, de los tres tipos de extraccion
de ADN (CTAB 5%, SDS 10% y DNA Ready Amp™) cuantificados con andlisis
comparativo de muestras coloreadas, con bromuro de etidio (10 mg/ml) en gel de
agarosa, y con tincion de plata en gel de poliacrilamida, se muestra en el Cuadro
5.25.

Cuadro 5.25. Analisis Comparativo de costos de los tres protocolos de
extraccion y cuantificados en geles de agarosa (2%) y poliacrilamida (5%).

Protocolo Cuantificacion Costo/Unidad
1 CTAB 5% Agarosa [2%) §1.43
2 CTAB 5% Foliacrilamida (5%) §1.46
3 505 10% Agarosa (2%) $1.46
4 =DS 10% Foliacrilamida [(5%) 5149
5 OklA Ready Amp Agarosa [2%) §1592
6 OMA Heady Amp Foliacrilamida [5%) 195
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VI. DISCUSION

Se desarrollaron dos estudios citogenéticos en las especies analizadas,
prefadilla y trucha arco iris. Se pudo determinar que trucha arco iris poseia un
namero cromosomico de 2n = 60; el resultado presentado en esta tesis es
corroborado por el trabajo presentado por Pineda et al., (2007), en el cual se
establecié que Oncorhynchus mykiss tenia un numero diploide de 2n= 58-63
cromosomas (37, 12), lo que significa que para esta especie un organismo haploide
tendria un ndmero n= 29-32. Asi mismo, Thorgaard (1977) y Colihueque et al,
(2001), presenta igual numero cromosémico en organismos diploides de trucha arco

iris.

Sin embargo, hay que tomar en cuenta los antecedentes de los individuos
como cruces, origen, las hibridaciones, poliploidias o la manipulacion genética u
hormonal que pudieron sufrir éstos para posteriormente determinar su cariotipo ya

gue es afectado por los factores anteriormente descritos (Phillips et al., 2004).

Para la determinacion del sexo de la trucha arco iris se utiliza el sistema de
determinaciéon de sexo XX/XY (Moran et al., 1995)

El ndmero cromosomico somatico de la trucha arco iris obtenido en este
estudio concuerda con el estudio realizado por Phillips et al.,, 2004, en el que
muestra el cariotipo realizado de tres lineas clonales de truchas de tres origenes
diferentes, mediante la técnica de fluorescencia in situ (FISH) de las cuales 2 lineas
Swanson y Clearwater originarias de Alaska y ldaho, respectivamente, presentan
2n=58 y OSU originaria de California presenta 2n= 60. Lo que sugiere que las
truchas que tienen el mismo numero cromosOmico somatico tienen también un
origen comun. En este estudio se utilizaron truchas que presentan el mismo namero

cromosémico que las truchas de la linea clonal OSU, originarias de California.
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El nimero cromosdémico soméatico de las muestras analizadas en Astroblepus

fue de 2n = 52 cromosomas.

Segun las muestras analizadas en Astroblepus el niumero cromosOmico
somatico es 2n = 52 cromosomas, esto concuerda con los estudios hechos por
LeGrande et al. citados por Garcia & Uribe (1988) en el cual aseveran que todas las
familias pertenecientes al orden Siluriformes con especies estudiadas
citogenéticamente presentan numeros diploides promedios entre 40 y 60. Asi
podemos citar a Harttia carvalhoi de la familia Loricariidae que presenta 2n = 52
(Centofante et al., 2006), a Arius felis de la familia Ariidae con 2n= 54(Garcia &
Uribe, 1988) y con un numero diploide de 56 — 58 cromosomas para Ictalurus
punctatus, segun resultados de estudios hechos por Catasonob & Gomelski, citados
por Ortiz et al., 2006.

La prefiadilla presenta en su cariotipo 52 cromosomas que fueron ubicados
en 6 grupos mas el par sexual XX para macho o XY para hembra. Los resultados
muestran la siguiente distribucion y ordenacion cromosémica: 1 par de cromosomas
submetaceéntricos grandes, 7 pares submetacéntricos medianos, 3 metacéntricos
grandes, 3 pares de telocéntricos grandes, 8 pares metacéntricos medianos, 3
telocéntricos pequefios y dos cromosomas metacéntricos sexuales, definiendo al

individuo en estudio como hembra con los cromosomas sexuales XX.

El cariotipo de Harttia carvalhoi esta compuesto por: 9 pares de cromosomas
metaceéntricos, 9 pares de cromosomas submetacéntricos, 4 pares de cromosomas
subtelocéntricos, 4 pares de cromosomas acrocéntricos, incluyendo el par de
cromosomas sexuales pero el nUmero cromosomico para los machos cambia, 2n =
53 porque presenta un cromosoma metacéntrico grande extra que determina el tipo
de sistema de sexaje en esta especie que es XX/XY.Y, siendo X el cromosoma
extray Y; y Y, dos cromosomas acrocéntricos medianos, el cariotipo del macho se
compone de 1 cromosoma metacéntrico grande, 8 pares de cromosomas

metaceéntricos, 9 pares de cromosomas submetacéntricos, 4 pares de cromosomas
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subtelocéntricos, 4 pares de cromosomas acrocéntricos y 1 par de cromosomas

acroceéntricos medianos (Centofante et al., 2006).

Estos resultados difieren con la composicién cariotipica de Astroblepus
ubidiai, mas no el nimero cromosémico somatico, ademas cabe resaltar que no han
sido observados cromosomas acrocéntricos en la prefiadilla. Por otra parte, Arius
felis presenta la siguiente  férmula cariotipica: 8 pares de cromosomas
metacéntricos, 6 pares de cromosomas submetacéntricos, 10 pares de cromosomas

subtelocéntricos y 3 pares de cromosomas telocéntricos (Garcia & Uribe, 1988).

Estos resultados son similares en morfologia cromosémica a la de

Astroblepus, pero es diferente el nimero y la distribucion cromosomica.

El estudio principal realizado para la presente tesis, presento tres protocolos
de extraccion de ADN, que fueron optimizados e implementados bajo las
condiciones de la Hda. ElI Prado, en las especies Oncorhynchus mykiss y

Astroblepus ubidiai.

Las técnicas de estos protocolos se fundamentan en dos tipos de procesos
metodolégicos; por un lado los protocolos CTAB 5% y SDS 10%, cuyo principio es
la precitacion y purificacion de acidos nucleicos a través del método del fenol-
cloroformo, que consiste en repetidas incorporaciones de solventes organicos
(fenol, cloroformo y alcohol), cuyo producto final son pellets de ADN de doble
cadena (Sambrook et al., 1989; Hillis et al., 1989; Shahjahan et al., 1995; Lo et al.,
1996; Butler, 2005).

Por otra parte, el Kit DNA Reay Amp™ Genomic, el cual es una resina
comercial, cuya metodologia es muy similar a la usada por protocolos que utilizan la
resina Chelex, en la que repetidas centrifugaciones y remocion del sobrenadante,
son la base metodolégica del mismo, obteniéndose al final un sobrenadante en el
gue se encuentran acidos nucleicos de cadena simple, y que es usado para tests
con PCR (Harms, 1975; Walsh et al., 1991; McGregor et al., 1996; Butler, 2005).
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Cabe indicar que los tres protocolos fueron modificados, con la adicion de
proteinasa K, para la lisis de proteinas, y 3 mercapto etanol, como antioxidante
(Doyle & Doyle, 1987; Gill et al., 1994; Shagui — Moroof, 1994; Shahjahan et al.,
1995; Butler, 2005).

Las muestras de tejido de las especies trucha arco iris y prenadilla, fueron
extirpadas de las aletas dorsales y caudales, y la extraccién sanguinea de las
mismas. Se utiliz6 la metodologia de conservacion de muestras de tejido animal
presentado por Winnepenninckx et al. (1993) a partir de tejido fresco y/o conservado
en etanol de 95° Dicha metodologia para nuestro propdsito no fue adecuada;
ocurri6 una inadecuada corrida electroforética de las muestras, por lo que se
implement6 la metodologia desarrollada por Arctander, 1988, que consite en la
conservacion del tejido en 500 yl de TE 1X; se afiadio 10 pl de 3 mercapto etanol a
dicha solucion para mejorar la conservacion de la misma. Todas las muestras

fueron conservadas en congelacion (- 25° C).

Las muestras sanguineas fueron conservadas de acuerdo a la metodologia
esgrimida por Sotelo et al., 2002. Dichas muestras fueron conservadas en las
jeringuillas usadas para su extraccion conteniendo 0.1 ml de E.D.T.A. al 5%. Al
contrario de las muestras de tejido, la sangre fue refrigerada a 4° C y utilizadas

maximo en 36 horas.

Las muestras de tejido procedente de las aletas dorsal y caudal en la trucha
arco iris, tuvo un peso medio de 60 mg para la aleta dorsal y 70 mg para la aleta
caudal; esta metodologia es muy similar a la observada en los estudios realizados
por Pérez et al., 2004, para la extraccion de musculo de especimenes de Diplodus,
con una porcion aproximada de 1 gramo; y en el estudio realizado por Quinteiro et
al. (2003), en individuos de besugo, Pagellus bogarave, a los cuales se les extrajo
una cantidad de tejido de alrededor de 0,5 cm?, procedente del tegumento existente

entre la 32 y 42 espina de la aleta dorsal.
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El manual del Kit AmpFSTR recomienda muestras de sangre de 3 pl o

manchas de sangre en tejido de aprox. 3 mm x 3 mm (Applied Biosystems, 1998).

Posterior a la utilizacion de los tres protocolos de extraccion de ADN, se
procedi6é a la cuantificacion de las muestras de ADN procedentes de cada una de
las partes corporales de las especies trucha arco iris y prefiadilla, a través de dos
técnicas de cuantificacion: espectrofotometria y electroforesis en gel de agarosa y
poliacrilamida.

El analisis de Kruskal — Wallis permitié determinar la variabilidad presentada
en los resultados de la cuantificacién de las muestras de ADN, debido a que los
datos no se ajustaban a una distribucion normal. Segun este andlisis de la
concentracion de ADN por espectrofotometria, se encontraron diferencias
estadisticas entre los dos protocolos de extraccion (CTAB 5% y SDS 10%) para las
muestras de aleta dorsal y caudal. Las concentraciones de ADN para trucha arco
iris fue de 1.18 pg/ul, y para prefadilla de 0.39 ug/ul. Estos datos pueden ser
comparados con los obtenidos por Erazo (2002), en su estudio de mapeo genético
en camaron blanco, en el que obtuvo una concentracion de ADN de 40 ng/ul (0.04
Mg/ul) determinado por espectrofotometria con un equipo Gene Quant,
PHARMACIA®, utilizando una diluciéon de 1/20 para la lectura; los estudios de
cuantificacion con espectrofluorimetro con la adicion a la solucion de ADN de 9-
anthracenecarboxylic acid (ACA) y cetyl trimethyl-ammonium bromide (CTAB),
cuyos resultados presentaron una concentracion de 1 upg/ul de muestras de

esperma y el timo de peces (Liu et al., 2006);

Segun Fraga et al. (2004), para las extracciones de ADN aisladas de patas
de Triatomineos mediante el método de fenol cloroformo y CTAB, se obtuvo
concentraciones de 0.1305 pg/ul y 0.1650 pg/pl siendo su protocolo de

calentamiento el que mas concentracion de ADN demostrd obtener (0.5785 ug/ul).
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Por otro lado se hallaron diferencias significativas en este mismo tipo de
cuantificacion para las extracciones hechas para estos dos mismos protocolos, pero
en muestras sanguineas de las dos especies en estudio, presentando diferencias a
nivel del factor protocolos, con valores medios de 0.53 ug/ul para CTAB 5%, y 0.04
Mg/ul para SDS 10%. Estos resultados presentan un rendimiento comparable a los
publicados por Butler (2005), quien menciona que, muestras procedentes de sangre
pueden obtenerse de 20 000 — 40 000 ng/ml (0.02 — 0.04 pg/ul ADN).

Asi mismo, los resultados presentados pueden ser cotejados frente a los
datos presentados por Zhu et al. (2004), usando un espectrofluorémetro para medir
la intensidad de luz esparcida (RLS), con concentraciones de 0.2 - 6.0 pg/pl, de

muestras de timo de terneros.

Las citas presentadas pueden ser comparadas con las concentraciones
medias de ADN cuantificadas en espectrofotometro de extracciones de sangre de
estas dos especies, realizadas con el protocolo de extraccion ReadyAmp™
Genomic DNA Purification System, cuyas medias fueron de 0.9 y 0.75 ug/ul, para

trucha y prefadilla, respectivamente.

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de las muestras de ADN con
analisis comparativo de muestras coloreadas con bromuro de etidio en gel de
agarosa (2%), presenté valores de concentracion media de ADN de 66.25 ng/ul
para el protocolo CTAB 5%, 29.17 ng/ul para SDS 10%, en muestras de aleta dorsal
y caudal; y para analisis comparativo de muestras coloreadas con tincion de plata
en gel de poliacrilamida se mostré valores de concentracion de 29.17 ng/ul para el
protocolo CTAB 5% y 5.83 ng/ul para SDS 10%; con estos mismos métodos, pero
con muestras sanguineas, los valores fueron de 50.83 ng/ul para CTAB 5% y 6.67
ng/ul para SDS 10% en geles de agarosa; y de 21.67 ng/ul para CTAB 5%, y 6.67

ng/ul para SDS 10%, para cuantificacion con poliacrilamida.
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La visualizacion y cuantificacion de ADN a través de la utilizacion de
muestras coloreadas con bromuro de etidio, permite cuantificar cantidades de ADN
tan pequeiias como 5-10 ng de ADN (Williams et al., 1993).

Se denota claramente las diferencias que existen entre estos dos protocolos,
en las dos formas de cuantificar por analisis comparativo (agarosa o poliacrilamida);
la tendencia es la misma, aunque los resultados sean diferentes. Cabe resaltar que,
la visualizacion de las bandas en gel de poliacrilamida sin la utilizacion de

oligonucledtidos y PCR, dificulta la precision de los resultados.

De acuerdo a las cantidades comunes presentadas por Lee & Ladd citados
por Butler (2005), estos resultados se ajustan a los estandares de extraccion
mediante similares técnicas recopiladas en su obra. De acuerdo a estos autores,
muestras procedentes de sangre entera, pueden obtenerse de 20 000 a 40 000
ng/ml (20 - 40 ng/pl — 0.02 pg/pl), manchas de sangre, de 250 — 500 ng/cm® y en
tejidos, rangos entre 50 — 500 ng/mg (0.05 — 0.5 pg/mg).

De acuerdo a nuestro estudio, el protocolo Ready Amp™ demostré una
menor concentracion de ADN con respecto al protocolo CTAB 5% al cuantificar con
analisis comparativo en geles, aunque al cuantificar por espectrofotometria,
presentd una mayor concentracion. Cabe indicar que dicho protocolo comercial se
presenta como ideal para extracciones rapidas de muestras sanguineas
procedentes de individuos humanos. Este protocolo fue modificado para extraer

ADN de muestras sanguineas de peces.

Las extracciones de ADN procedentes de muestras sanguineas en los dos
protocolos (CTAB 5% - 50.83 ng/ul y SDS 10% - 6.67 ng/ ul), cuantificadas por
analisis comparativo en gel de agarosa, mostraron una menor concentracion de

ADN, que las extracciones de muestras de aletas.
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Segun Hillis et al. (1996), 10 yl de sangre (aprox. una gota), contiene de
70000 — 80000 glébulos blancos y 500 ng de ADN genomico; esta cantidad puede
variar de acuerdo al numero de leucocitos en la muestra y la eficiencia del proceso
de extraccion de ADN. La concentracion y pureza del ADN extraido esti
directamente relacionado con la técnica de extraccion, la cual es escogida de
acuerdo al objetivo del andlisis molecular; asi por ejemplo, la adicion de un exceso
de sangre, en el caso de la extraccién con Chelex, puede inhibir la reaccion de
PCR.

La determinacién de la cantidad de ADN en una muestra es esencial para
ensayos para PCR. Por ejemplo, los kits, Applied Biosystems Profiler Plus™ vy
COfiler™ multiplex STR, especifican la adicion de entre 1 - 2.5 ng de ADN molde
para optimos resultados (Applied Biosystems, 1998). El kit de Promega STR trabaja
con un rango similar (Krenke et al., 2002).

Ultimamente, el uso de Chelex® Resin 100 ha sido discutida, debido
probablemente que se considera un precursor cancerigeno. Por ello su adquisicion
no pudo ser realizada para dicha investigacion. A pesar de ello, trabajos
presentados por Walsh et al. (1991); Wiklund et al. (2000); Yue et al. (2001) y Borrel
et al. (2002), demuestran lo rapido, facil y econémico de el uso de esta resina.
Segun Zilberman et al. (2006), es posible extraer 200 ng de ADN de muestras de

aletas de tilapia o peces cebra con Chelex 100 al 5%.

La extraccion de ADN mediante el protocolo SDS 10% present6 resultados
gue lo ajustaban por debajo de la concentracion obtenida por el protocolo CTAB
5%. Asi por ejemplo, para la cuantificacibn en gel de agarosa, se observa una
media de 21.67 ng/ul, y para la cuantificacion en gel de poliacrilamida una media de
11.39 ng/pl.
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Comparando el protocolo propuesto en esta investigacion, versus el
desarrollado por Winnepenninckx et al. (1993) en moluscos, y el propuesto por
wang y Xia (2002) en sangre extraida de peces, en los que la concentracion de
SDS es del 0.5%, es posible que la eficiencia se pueda deber a esta variable, ya
que la solucion final con ADN de muestras extraidas con SDS 10%, presentaba una
presencia residual de burbujas. Esto a pesar que se siguid con la propuesta
desarrollada por Winnepenninckx, quién cito el trabajo de Sambrook et al. (1989),
para la purificacion de la muestra mediante la técnica fenol cloroformo, y el uso de

acetato de potasio para la limpieza del pellet (Shagui — Moroof, 1994).

Segun Hillis et al. (1996), el método de extraccién basico, mediante el uso de
SDS 10%, proteinasa K y sucesivas limpiezas con fenol-cloroformo, requiere aprox.

100 mg de tejido pulverizado, de preferencia con nitrégeno liquido.

Segun el protocolo de extraccion CTAB descrito por Lo et al. (1996), una
adecuada concentracion de ADN, para una posterior amplificacion con AFLPs, seria
de un valor de 100 ng/ul; cabe considerar que, la técnica de AFLPs requiere de una
gran cantidad de ADN y de excelente calidad, mientras que al utilizar la técnica
RAPDs para cuantificar acidos nucleicos, las cantidades de ADN son pequefias y no

es necesario su extrema pureza (Valadez & Kahl, 2000).

Cabe indicar que se presentaron dificultades al momento de cuantificar ADN
mediante analisis comparativo de muestras coloreadas con tincién de plata en gel
de poliacrilamida (5%), ya que las bandas de ADN no corrian una adecuada
distancia de medicion, debido al parecer porque dicho gel es mucho mas
concentrado que el de agarosa, y requeria de un mayor tiempo para extenderse

adecuadamente.
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Es valioso mencionar que la cuantificacion en gel de poliacrilamida fue
planteada debido a que, el protocolo comercial Ready Amp ™ perfilaba Ila
necesidad de analizar las extracciones realizadas con este método, mediante geles
de poliacrilamida y el uso de marcadores moleculares. Por lo tanto, al no presentar
este proyecto cuantificacion con la ayuda de marcadores moleculares, se procedio a
hacerlo Unicamente con las muestras de ADN y las soluciones de comparacion
(Low DNA Mass Ladder). Debido a esta razon, todos los protocolos debian ser
analizados mediante los dos métodos de electroforesis con gel de agarosa y

poliacrilamida.
La mayoria de trabajos plantean el uso de marcadores para la cuantificacién

de ADN, en especial en gel de agarosa (1-2%) y el uso de RAPDs (Rego et al.,
2004; Fraga et al., 2004; Erazo, 2006), debido a su rapidez y bajo costo.
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VIl. CONCLUSIONES

El estudio citogenético de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) presento
para esta especie un numero diploide de 60 cromosomas incluyendo el par
sexual XY, que diferencia a los machos de las hembras (XX).

En el estudio citogenético de prefiadilla (Astroblepus ubidiai) se registréun
nimero diploide de 52 cromosomas incluyendo el par sexual XX, que
diferencia a las hembras de los machos (XY).

El tiempo optimo de hipotonia celular en solucion de cloruro de potasio, fue

de 5 minutos a temperatura ambiente en muestras de trucha arco iris.

Para el protocolo de extraccion de ADN, CTAB 5% modificado, se hall6 una
mayor concentracion media de ADN en muestras de aletas dorsal, caudal y
sangre, cuantificadas por espectrofotometria; seguido del protocolo
ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System modificado para muestras

sanguineas.

La menor concentracion de ADN cuantificado por espectrofotometria en
muestras de aletas y sangre en trucha y prefiadilla fue la del protocolo de
SDS 10% modificado,

La cuantificacion de ADN con analisis comparativo de muestras coloreadas
con bromuro de etidio en gel de agarosa, demostr6 que la mayor
concentracion se obtiene con el protocolo CTAB 5% modificado, en muestras

de aletas (dorsal y caudal) y sangre.
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La segunda mejor técnica de extraccion cuantificada con andlisis
comparativo de muestras coloreadas con bromuro de etidio en gel de
agarosa, fue SDS 10% modificado, en muestras de aletas y sangre.

El protocolo de extraccion cuantificado con andlisis comparativo de muestras
coloreadas con tincion de plata en gel de poliacrilamida que presentd la
mayor concentracion de ADN, fue CTAB 5% modificado, para muestras de
aletas y sangre, seguido del protocolo ReadyAmp™ Genomic DNA
Purification System modificado para muestras sanguineas.

El protocolo con menor concentracion media de ADN cuantificado con
analisis comparativo de muestras coloreadas con tincion de plata en gel de

poliacrilamida fue SDS 10% modificado para muestras de aletas y sangre.

Las extracciones de ADN de muestras de aletas dorsal y caudal,
provenientes de individuos de trucha arco iris, demostraron una mayor
concentracion de ADN (pg/ul y ng/ul), versus las muestras de aletas de

prefadilla, cuantificadas mediante las tres técnicas de cuantificacion.

Los resultados de los protocolos que usaron sangre de prefadilla para
extraer ADN, demostraron concentraciones medias superiores a las
encontradas en trucha arco iris; no obstante, no hubo diferencias estadisticas

entre los dos tipos, por lo que son iguales estadisticamente.
Las muestras provenientes de aletas, demostraron tener una mayor

concentracion de ADN que las muestras sanguineas, al ser cuantificadas con

analisis comparativo en geles de agarosa y poliacrilamida.
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La cuantificacion por espectrofotometria exhibié que existia una mayor
concentracion de ADN de muestras de aleta caudal que de muestras de aleta
dorsal, aunque las concentraciones de ambos tipos de aletas son
estadisticamente iguales y no presentaron diferencias estadisticas

significativas.

Las muestras de sangre extraidas con el protocolo ReadyAmp™ Genomic
DNA Purification System modificado y cuantificadas por espectrofotometria,

ostentaron una mayor concentracion de ADN.

El protocolo de extraccion CTAB 5% es la técnica de aislamiento de ADN
mas econémica ($ 1.43/ unidad), seguido del protocolo SDS 10%
($1.46/unidad).

La técnica de extraccion de ADN mas costosa en este estudio ($1.92/unidad)

fue el protocolo ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System.

Las muestras de ADN cuantificadas con analisis comparativo de muestras
coloreadas con bromuro de etidio en geles de agarosa (2%), presentaron
menor costo econdmico que aquellas muestras cuantificadas con analisis
comparativo de muestras coloreadas con tincion de plata en gel de
poliacrilamida (5%) en cada uno de los protocolos de extraccidon realizados
(CTAB 5%, SDS 10% y ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System), ya

para esta Ultima técnica se requiere mayor cantidad de reactivos y equipos.
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VIll. RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar células somaticas extraidas de las branquias de los

peces para realizar el cariotipo, tanto de trucha como prefadilla.

Utilizar como méaximo tiempo de exposicion de las células en solucion
hipotonica 15 minutos, para impedir una explosion celular y diseminacién de

los cromosomas.

Para cuantificaciones de extracciones de ADN, utilizar geles de agarosa, ya
gue es una técnica mas econdmica, rapida y los resultados son muy

confiables.

Se sugiere para cuantificar ADN en geles de poliacrilamida, la utilizacion de
primers probados, que permitan mediante su amplificacion, desarrollar una

mejor corrida electroforética.

Desarrollar estudios de cuantificacion de muestras de ADN con analisis
Optico por absorbancia de luz por medio de la técnica de fluorimetria, que es
exclusiva para analisis de acidos nucléicos, para evitar lecturas erroneas
debido a contaminantes como ARN, proteinas y restos de detergente, que se

presentan en analisis por espectrofotometria y geles.

Realizar proyectos de investigacibn complementaria en estas especies
mediante el uso de Técnicas MAS tales como microsatélites, minisatélites,
AFLPs y otros.

Ejecutar lineas de investigacion enfocadas al uso de Técnicas MAS

(Seleccion Asistida por Marcadores) en especies de interés comercial,

desarrollados totalmente en la Facultad de Ciencias Agropecuarias.
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X. ANEXOS

ANEXO 1. Denominaciones taxondmicas actual de las truchas de la vertiente
del Pacifico de América del Norte

. - Denominacion Denominacion
Denominacidn L .
. taxondémica comun
Taxonomica actual .
anterior de las truchas
Oncorhynchus mykis Salmo gairdneri Arco iris
Oncorhynchus clarki Salmo clarki Garganta cortada
Oncorhynchus Salmo Aguabonita
aguabonita aguabonita
Oncorhynchus apache Salmo apache Apache
. : Gila
Oncorhynchus gilae Salmo gilae
Oncorhynchus Salmo Mexican goleen
trout
chysogaster chysogaster
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ANEXO 2. CONDICIONES DE CULTIVO DE LA TRUCHA ARCO IRIS
(Oncorhynchus mykiss) EN SUS DIFERENTES ETAPAS

FASES
Factores
Reproduccién  Fecund /incub, Alevinaje Preengorde Engorde
Agua 6-10-12°C 8-12°C 2% 15-18°C 12-18°C
0.>55ppm Oy asaturacion  O.a 0,:8 ppm 0,8 ppm
0,5 Vmin. x 10" saturacién

indiv.

Estanques  pilas de pilasocajasde  pilas de estanques de  rectangu-
reproductores  incubacion, alevinaje cultivo al aire  lares y
alargadas bandejas 25x04m  libre, alargados; de

verticales; en lluminacién  circulareso  100-500 m’
penumbra poco intensa  alargados

400-600

huevos/dm?

Carga 10:239Q 1-2 Vmin, Inicio: 15-30 kg/m*
30.000 10.000 ind/m*  20-25 kg/m’
indiv./m* 1 mes (3cm):  en truchas de

3.000 ind/m*  200ga10°C
4 meses (7 cm)
1.500 ind/m’
Duracién o 24afos  300-400 ° dia J4semanas lal2meses 16a24
Q36 meses 0
tamaiio racidn
ManipulaciénControl Desinfecciones.  Trias al Triascada2  Trias cada
fotoperiodo  Eliminacibnno  llegara meses hasta 2 meses
aptos. Huevos 4-5cm 10-12cm hasta talla
embrionados méds comercial
resistentes para el
conteo y transporte
Alimentacién 2-3 dias ayuno —————— 64 3 veces/dia; 2 veces/dia
previos a la veces/dia; . 3% peso 2% peso
puesta 3-3 % peso
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ANEXO 3. SOLUCIONES STOCK

Soluciones de Buffer de Extraccion CTAB 5%
% CTAB 5%: 5 g CTAB en 100 ml de agua miliQ
% NaCl 5 M: 14.6 g NaCl en 50 ml agua miliQ
% EDTA 0.5 M pH 8: 9.3 g EDTA en 50 ml agua miliQ y ajustar pH con NaOH
% TRIS 1 M pH 8: 6.05 g TRIS en 50 ml agua miliQ
# Almacenar a — 20° C.

Buffer de Extraccién CTAB 5% (50 ml)
4 20 ml CTAB 5%
# 14 mlNaCl 5M
#2mlEDTAO0.5MpH 8
#5mTRIS1MpHS8
# 9 ml agua miliQ
# Almacenar a 4° C.
Contenido de solucion de extraccion
% SDS 10%: 5 g en 50 ml agua miliQ
# STE: 1 M NaCl; 0.1 M TRIS HCI pH 7.5; 0.05 M EDTA
Solucion de Extraccion SDS 10%
# 50 ml STE + 7.5 ml SDS 10%

0.5 M EDTA, pH 8

#168.1 g EDTA

# Aforar con agua miliQ a 1 litro.

# Disolver y elevar el pH con hidroxido de sodio
TAE 50X

4 242 g Tris Base

# 57.1 ml Acido Glacial Acético

4100 ml 0.5 M EDTA, pH 8
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TE 10X

# M Tris HCI, pH 7.5

4 M EDTA. Autoclavar.
ACRILAMIDA 30%

4 50 ml agua destilada

# 29 g Acrilamida

# 1 g Bisacrilamida

# Aforar a 100 ml con agua destilada
TBE 5X

4 100 ml agua destilada

# g Acido Borico

# 10.8 g Tris Base

4 0.744 g EDTA

4 Aforar a 200 ml con agua destilada (pH 8)
AMONIO PERSULFATO 10% (APS 10%)

# 5 g Amonio Persulfato

4 30 ml agua destilada

# Aforar a 50 ml
SOLUCION DE FIJACION

# 150 ml Etanol 10%

# ml Acido Acético 0.5%

4 Aforar con agua destilada a 1.5 It.
SOLUCION DE IMPREGNACION

% 2.8 g Nitrato de Plata

4 Aforar con agua destilada a 1.5 It.
SOLUCION DE REVELADO

4 45 g Hidroxido de Sodio

# 10.5 ml Formaldehido

4 Aforar con agua destilada a 1.5 It.
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PREPARACION DE COLORANTE GIEMSA
% Mezclar 33 ml de glicerina con 0,5 g de giemsa
% Incubar a 55° C por 24 horas.
# Afadir 33 ml de alcohol metilico
# Dejar en reposo por 24 horas, filtrar y guardar en un frasco oscuro.

TINCION DE PLACAS

# Mezclar 90 ml de agua destilada con 30 ml de solucién giemsa.

4 Se deja teiir las placas por lo menos 30 minutos.
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ANEXO 4. RESULTADOS DE LA COMPARACION ENTRE 5 METODOS PARA
LA EXTRACCION DE ADN DE TRIATOMINEOS: SU UTILIZACION EN LA
TECNICA DE ADN POLIMORFICO AMPLIFICADO AL AZAR (RAPD)

En la tabla se observa la media de la cantidad de material de partida (mg)
para cada uno de los métodos analizados, no se encontraron diferencias
significativas (p= 0,9988) al comparar las medias del material de partida utilizado
para la extracciéon de ADN por cada uno de los métodos.

Comparacion del tiempo de procesamiento, concentracién, rendimiento y pureza
entre las muestras de ADN extraidas por los diferentes métodos

METODO DE Tiempo = Material de Concentracion | Rendimiento ( | Purezal
EXTRACCION partida de ADN pz ADN/mg,
(mgh (ugL} | de material de
partida)’
Método cdlentamsionte | 0 min | L3034 | 05785(0,111) | 1531 (4,15 0,79
Iétodo femal. 19 h 120 (0,36 0,130500,035 3,49 (0,92 1,96
cloraforma
Ietodo del acefato de 4h 125 (0,200 0,141470,027) 3,81 00,7 1,93
pofasio
Méfodo acetato de 4 h 1,264 (0,32) 0,2675 (0,028 732 (1,52 1,94

pofasio modificado
Método CTAR 4 h 1,85 (0,3%) 0,1650(0,025) 4,67 (1,48) 1,9
a: valor medio del material de partida para la extraccion de ADN por lo diferentes métodos, con la
desviacion estandar entre paréntesis (n= 10); b: valor medio de la concentracion de ADN obtenida

con la desviacion estandar entre paréntesis(n= 10); c: valor medio del rendimiento con la desviacion
estandar entre paréntesis (n= 10); d: valor medio de la raz6n DO 260 nm/ DO 280 nm (n= 10).
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ANEXO 5. Glosario de Términos

Acido desoxirribonucléico (ADN).- Polimero nucleotidico que lleva la informacion
genética en todos los organismos vivos. Puede ser de cadena sencilla (ADNs) como
en algunos genomas de virus, o de doble cadena (ADNd) como en organelos y
organismos superiores. En el ADNd las cadenas complementarias estan enrolladas
una alrededor de la otra en orientacion opuesta antiparalela 5’ — 3’ con respecto a 3’
— 5’ para formar una doble hélice. Las dos cadenas se mantienen unidas por

puentes de hidrégeno entre las bases complementarias (A-T; C-G).

Acroceéntrico.- Cromosoma que presenta un brazo muy corto y el otro largo.

ADN altamente repetitivo.- Secuencias simples repetidas hasta 10° veces en un

genoma.

ADN de secuencia unica.- Secuencia de ADN que no esta repetida en el genoma.

ADN medianamente repetitivo.- Secuencias repetidas entre 100 y 10> veces por

genoma.

ADN metilado.- ADN al que se le han afiadido grupos metilo a la citosina formando

5’ — metilcitosina en dinucleétidos CpG.

ADN polimerasa.- Enzima proveniente de algunas especies de bacterias, que
polimerizan desoxirribonucleotidos, muy termoestables (70 — 75°C) y que permiten
la amplifuicacion selectiva en la PCR de cualquier ADN clonado con lata actividad y

fidelidad de alrededor de 10 millones de veces.

ADN satélite.- Tipo especifico de repeticiones seriadas de secuencias simples

abundantes en el ADN gendémico de eucariontes. La funcién de este tipo de ADN es
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desconocida y podria calificarse como “ADN no funcional’”, pero podria ser

necesario para mantener la estabilidad de la secuencia.

AFLP.- En inglés (Amplified Fragment Length Polymorphism) o Polimorfismo de la
Longitud de los Fragmentos Amplificados técnica que combina el uso de enzimas
de restriccion e iniciadores (oligonucleétidos) para PCR, de manera que se obtienen
marcadores moleculares muy especificos sin necesidad de conocer la secuencia
con anterioridad. EI ADN es cortado con dos enzimas de restriccion, una de corte
frecuente y otra de corte poco frecuente. A los fragmentos se les ligan
oligonucledtidos de extremos compatibles con las enzimas usadas y se amplifican

los fragmentos resultantes por PCR.

Agarosa.- Polisacarido de galactan sulfatado lineal y neutral con B-D-
galactopiranosa y 3,6-anhidro-B-Lgalactopiranosa ligado por enlaces glicosidicos
(1,3-1,4) en forma alterna. Componente principal de las algas marinas (agar). Es

soluble en solucion acuosa caliente y solidifica cuando enfria.

AGE.- Electroforesis en Gel de Agarosa.

Alelo.- Una de las formas alternativas de un gen o de una secuencia de ADN.

Amortiguador de carga (Loading buffer).- Mezcla de colorantes en una solucién
viscosa de glicerol, sacarosa, uasada para incrementar la densidad de las muestras
de ADN, ARN o proteinas antes de colocarlas en los pocillos; sirve también para
ubicar el desplazamiento de fragmentos de ADN de cierto peso molecular durante la

electroforesis.
Analisis Gendmico.- Estudio de genomas o la identificacion particular de defectos

genéticos, usando diferentes técnicas para el analisis y deteccion de ADN, por

ejemplo huellas genémicas, RFLPs, AFLPs, mapeo, secuenciacion, etc.
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Anodo.- Electrodo positivo en un campo eléctrico.

Base.- Molécula que contiene nitrogeno heterociclico constituyente del ADN o del
ARN. Son cinco las bases mas comunes: adenina y guanina (bases puricas) y

citosina, timina y uracilo (bases pirimidinicas).

Bromuro de etidio (3,8-diamino-6-ethyl-5-phenylphenantridium bromide).-
Colorante cancerigeno fluorescente que se intercala entre los pares de bases de
ADN y ARN. El complejo acido nucleico-bromuro de etidio fluorece cuando se
expone a la luz UV (ultravioleta) de longitudes de onda de 300 nm o menos. Se
utiliza para visualizar moléculas de acido nucleico de doble cadena en geles de

agarosa o poliacrilamida por emision de fluorescencia a 590 nm.

Cariotipo.- Lo constituye el numero, tamafo y forma de los cromosomas de una

célula somatica.

Céatodo.- Electrodo negativo en un campo eléctrico.

Cebadores.- Oligonucledtidos que hibridan al molde de ADN para cebar la sintesis
mediada por la ADN polimerasa. También se denominan Iniciadores, Primers,

Oligonucleotidos.

Centromero.- Regidn constrefiida especializada de una cromatide. En las células

en profase y metafase, las cromatides hermanas se unen en sus centromeros.

CIA.- Mezcla de 24 partes de cloroformo con 1 parte de alcohol isoamil.

Citogenética.- Caracteristica del cariotipo que se revela por el examen de los

cromosomas metafasicos.
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cM.- Unidad de mapeo genético equivalente a la distancia entre pares de genes que
han tenido 1% eventos de recombinacion. Llamada centiMorgan en honor a su

descubridor Thomas Morgan.

Colchicina.- Alcaloide que evita la separacion de las cromatides durante la mitosis,
su efecto citolégico en mitosis es la divisiobn celular sin la formacion del huso

mitético.

Cromatina.- El complejo de ADN, proteina y ARN que constituye los cromosomas

eucarioticos.

Cromosomas.- Estructuras presentes en el ndcleo celular formadas por cromatina

y que contienen los genes.

CTAB.- En inglés (Cetyl-Trimetyl-Ammonium Bromide), detergente cationico
altamente caotropico, cuyas miscelas cargadas positivamente se pegan a
polianiones (ADN). A bajas concentraciones de sal (<0.6 M NaCl) el CTAB puede
formar complejos con el ADN, mientras que las proteinas y los polisacaridos
neutrales se mantienen en solucion. Ademas, el CTAB se usa para eliminar
proteinas y precipitar al ADN. Después de su precipitacion, el ADN puede
intercambiarse del complejo ADN-CTAB con altas concentraciones de sal (1M
NacCl).

Delecion.- Cualquier mutacién generada por la remociéon de uno o mas pares de

bases de un genoma patrticular.

Desnaturalizacién.- Pérdida de la configuracion original de una macromolécula
(ADN, ARN, Proteina) inducida por temperaturas elevadas, cambios extremos de
pH, sustancias quimicas. En las proteinas, la desnaturalizacién es acompafiada de

una pérdida en su actividad biolégica.

174



dNTPs dinucleotic triphosphate.- Abreviatura que se refiere a cualquiera de los
2’-desoxinucledésido-5'-trifosfatos (dATP, dCTP, dGTP y dTTP).

DO.- Densidad Optica

EDTA (ethylen diamine tetraacetic acid).- Acido etilen diamino tetracético en
espafiol. Compuesto que quela cationes divalentes como Ca*? y Mg*™. Se usa para
remover cationes divalentes de soluciones de ADN y asi prevenir la actividad de la
ADNasa.

Electroforesis.- Método para separar moléculas cargadas en un campo eléctrico, el
cual manifiesta diferencias en la carga eléctrica neta y en la forma y tamafo de la

molécula.

Endonucleasas de restriccion.- Cualquier enzima bacteriana que reconoce
secuencias nucleotidicas blanco especificas (sitio de reconocimiento) en ADn de
doble cadena, cataliza el rompimiento de enlaces internos entre nucleétidos
especificos en esos sitios 0 a una distancia alejada produciendo rompimientos en la
doble cadena; los extremos de los fragmentos que se generan pueden ser

cohesivos o romos dependiendo de la enzima.

Exon.- Parte de un gen que se transcribe y permanece en el mRNA después del
recorte y empalme. Principalmente consiste en regiones codificantes de proteinas,
pero también incluye regiones no traducidas en 5’ y 3’ del mRNA.

Fijador Carnoy.- Mezcla de Metanol y Ac. Acético en proporcion 3:1

Fragmento de Restriccion.- Cualquier oligo o polinucleétido que se libera a partir

de rompimientos no aleatorios de una molécula grandes de ADN mediante una

endonucleasa de restriccion.
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Frecuencia Alélica.- La frecuencia de cada alelo en un locus polimérfico en una

poblacion.

Gen.- Secuencia de ADN que contiene informacion en su secuencia que contribuye
al fenotipo de la célula. Normalmente, se refiere a una secuencia que codifica para
proteinas junto a las secuencias necesarias para su expresion. Otros genes
codifican para moléculas de ARN funcionales que no necesitan ser traducidas.

Genoma.- Conjunto del material genético de una célula o un organismo.
Giemsa.- Solucién de Eosinatos de Azul y Azures de metileno en Metanol-Glicerina,
preparadas a base de colorantes de acentuado poder policromatéfilo y

metacromatico. Colorante especifico para la identificacion de cromosomas.

Hematocrito.- Es el volumen ocupado por los elementos celulares en 100 ml de

sangre total.

Hemoglobinometria.- cuantificacion del contenido de hemoglobina presente en la

sangre de un individuo.

Heparina Sédica.- Anticoagulante utilizado en la extraccion de sangre.

Heredabilidad.- Proporcion de la variabilidad de una poblacién que puede ser

atribuida a la variabilidad genética.

Heterocigoto.- Cuando los dos alelos de un locus especifico son diferentes.

Hibridacion.- Formacibn de una molécula hibrida de ADN mediante la

complementariedad de bases en cadenas de origen distinto.

Histonas.- Proteinas pequefias con carga positiva (basicas) presentes en el nucleo

y que se unen al ADN con carga negativa.
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Homocigoto.- Presencia de dos alelos idénticos en un determinado locus.

Homoélogos.- Genes similares por descendencia de un ancestro coman.

Huella genética.- Proceso que identifica de manera inequivoca un individuo de

acuerdo a ciertos componentes de su genoma.

Interaccion aditiva.- Cuando el efecto de multiples alelos en el fenotipo es la suma

de sus efectos individuales.

Intrén.- Parte del gen que se transcribe, pero que se elimina en el recorte y

empalme de los transcritos.

kb.- Kilobase, 1000 pares de bases en un ADN.

Ligamiento.- Tendencia de dos marcadores genéticos a ser heredados
conjuntamente en la meiosis. Esto es indicativo de que los marcadores se localizan

juntos en el mismo cromosoma.

Locus de rasgo cuantitativo (QTL).- Locus que contribuye a un fenotipo

cuantitativo.

Locus.- Regidon cromosOmica Unica que corresponde a un gen 0 a una secuencia
de ADN.

Mapa Fisico.- Mapa gendmico basado en la localizacion de las secuencias de ADN.

Mapa Genético.- Mapa gendmico basado en el orden y las distancias entre genes y

marcadores genéticos mediadas por frecuencia de recombinacion.
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Marcador.- Cualquier molécula de proteina, ARN o ADN de tamafio o peso
molecular conocido que sirve para monitorear o calibrar la separacion de las
mismas utilizando electroforesis o cromatografia; marcador molecular estandar,

escalera de fragmentos de diferente peso molecular.

Metacéntrico.- Cromosoma cuyo centrémero se localiza en la mitad y los dos

brazos presentan igual longitud.

Microsatélites.- Repeticiones en tandem de secuencias muy pequefias, de 2-4

nucleétidos y que se encuentran en diferentes localizaciones del genoma.

Minisatélites.- Tipo de ADN altamente repetitivo consistente en secuencias de
entre 10 y 100 pb de longitud repetidas en tandem y que varia en tamafo entre 0.5
y 40 kb. Suelen localizarse cerca de los telomeros aunque puede estar en cualquier

sitio. También se les conoce como repeticiones en numero variable (VNTRS).

Morfométrico.- Parametros que cuantifican las dimensiones de un individuo,

relacionandolas entre si.

PAGE.- Electroforesis en gel de poliacrilamida.

Polimorfico.- Locus heterocigoto en una frecuencia significativa en una poblacion.
Polimorfismo.- Cambio localizado en una secuencia especifica de ADN dentro de
un genoma que ocurre generalmente por deleciones, inversiones, inserciones o
rearreglos. Estas mutaciones permiten la existencia de diferentes alelos para un

locus especifico.

Proteinasa K.- Enzima obtenida del hongo Tritirachium album que cataliza el

rompimiento de enlaces peptidicos en proteinas con una débil preferencia para
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aminoacidos alifaticos, aromaticos u otros hidrofobicos. La autolisis de esta enzima

es minima y puede prevenirse por la adicién de Ca*%

Rpm.- Revoluciones por minuto

SDS (sodium dodecil sulfate).- Dodecil sulfato de sodio. Detergente aniénico cuya
férmula de CH3 (CHgs)1; OSO3 Na que se utiliza para la solubilizacion y electroforesis
de proteinas. El SDS se pega en relacion de 1.4 g de SDS/gr de proteina, lo que
confiere una carga negativa neta; sin embargo, su separacion electroforética
después de la unién con el detergente, depende en gran mediada de su tamafio.
Segregacion.- transmision de alelos a través de un arbol genealdgico familiar de

manera que siguen los principios mendelianos de la herencia.

Seleccion.- Proceso que lleva a incrementar la frecuencia de un alelo favorable y

disminuye la de los alelos deletéreos.

SNP (Single Nucleotide Polimorphism).- Polimorfismo de un solo nucledtido.

STE.- Solucion buffer de cloruro de sodio 0.1 M, Tris HCI 0.05 M, pH 7.5 y EDTA
0.001 M.

STR (Short Tandem Repeats).- Pequefias repeticiones en tandem.

Submetacéntrico.- Cromosoma en el que la longitud de un brazo es algo mayor

gue la del otro.

TAE.- Solucién buffer de Tris, Acido Glacial Acéticoy EDTA.

TBE.- Solucién buffer de Tris, Acido Bérico y EDTA.

TE.- Solucién buffer de Tris 10mM y EDTA 0.1 mM.
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Telocéntrico.- Cromosoma en el que se aprecia un brazo al estar el centromero en

el extremo.

TEMED.- N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine.

TRIS.- Tris (hidroximetil) aminometano

VNTR (Variable Number Tandem Repeats).- Repeticiones en tandem en NUumero
Variable.

Wrigth.- Colorante que permite identificar especificamente globulos rojos.

B- Mercaptoetanol.- Antioxidante utilizado en la extraccion de ADN. Su funcidn es

escindir los enlances disulfuro de forma reversible.
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ADN

AFLP

AGE

ARN

CIA

cM

CTAB

dNTPs

DO

EDTA

DGGE

Kb

mL

ANEXO 6. ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Acido Desoxirribonucleico

En inglés (Amplified Fragment Length Polymorphism) o Polimorfismo

de la Longitud de los Fragmentos Amplificados

Electroforesis en Gel de Agarosa.

Acido Ribonucleico

Mezcla de 24 partes de cloroformo con 1 parte de alcohol isoamil.

Centi Morgan

En inglés (Cetyl-Trimetyl-Ammonium Bromide)

Dinucleotic triphosphate o trifosfato dinucleétido

Densidad Optica

Ethylen diamine tetraacetic acid o Acido etilen diamino tetracético

(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, en inglés) Electroforesis en

Gel de Gradiente Denaturada

Kilobase

Molar

Mililitro
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ng

nm

PAGE

PFGE

QTL

Rpm

SDS

SNP

STE

STR

TAE

TBE

TE

TEMED

TRIS

Nanogramo

Nandémetro

Electroforesis en gel de poliacrilamida.

(Pulsed Field Gel Electrophoresis, en inglés), Electroforesis en Gel de

Campo Pulsado.

Locus de rasgo cuantitativo

Revoluciones por minuto

Sodium dodecil sulfate o Dodecil sulfato de sodio.

Single Nucleotide Polimorphism o Polimorfismo de un solo nucleétido.

Solucion buffer de cloruro de sodio 0.1 M, Tris HCI 0.05 M, pH 7.5y
EDTA 0.001 M.

Short Tandem Repeats o Pequefias repeticiones en tandem.

Solucion buffer de Tris, Acido Glacial Acéticoy EDTA.

Solucion buffer de Tris, Acido Bérico y EDTA.

Solucion buffer de Tris 10mM y EDTA 0.1 mM.

N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine.

Tris (hidroximetil) aminometano
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uv Ultravioleta

VNTR Variable Number Tandem Repeats o0 Repeticiones en tandem en

numero Variable.

Vv Voltios
Mg Microgramo
1] Microlitro
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