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 XXVIII 

RESUMEN 

 

Uno de los procedimientos básicos para iniciar un programa de 

mejoramiento, caracterización o mapeo genético de poblaciones basado en la 

selección asistida por marcadores moleculares (MAS), es la extracción del ADN 

genómico, 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 acuícolas, trucha arco iris y 

preñadilla, y cuantificados por espectrofotometría y comparación de muestras 

coloreadas en geles de agarosa y poliacrilamida. 

 

El protocolo de extracción CTAB 5% modificado presentó la mayor 

concentración media de ADN de muestras de aleta dorsal y caudal  (0.98 μg/μl) y 

sangre (0.53 μg/μl), seguido por el protocolo ReadyAmp™ Genomic DNA 

Purification System modificado con una concentración media de 0.825 μg/μl para 

muestras sanguíneas, cuantificados por espectrofotometría.  

La cuantificación con análisis comparativo de muestras coloreadas  en gel de 

agarosa, demostró la misma tendencia (66.25 ng/μl y 50.83 ng/μl, respectivamente) 

para el protocolo CTAB 5%, pero seguido del protocolo SDS 10% con una 

concentración de 29.17 ng/μl, para muestras de aletas, y 6.67 ng/μl para muestras 

sanguíneas. 

 

Las muestras de aletas dorsal y caudal de trucha arco iris, demostraron 

mayor concentración de ADN que sus similares de preñadilla, al parecer por la 

diferencia en el peso obtenido de las muestras extraídas de cada especie.  Sin 

embargo, muestras de sangre de preñadilla, exhibieron una mayor concentración de 

ADN que aquellas tomadas de trucha arco iris. Así mismo, se encontró una mayor 

concentración de ácidos nucleicos en muestras de aleta caudal en las dos especies, 

cuantificados con análisis comparativo en gel de agarosa y poliacrilamida (60.83 

ng/μl y 19.58 ng/μl, respectivamente), aunque al cuantificar por espectrofotometría, 

los resultados demostraron una mayor concentración en muestras de aleta dorsal 

(0.87 μg/μl). 
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El análisis económico demostró que el protocolo de extracción de ADN CTAB 

5% y cuantificado con análisis comparativo de muestras coloreadas en gel de 

agarosa, presenta el menor costo de producción 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 

análisis comparativo de muestras coloreadas en gel de poliacrilamida, exhibió el 

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

 

 Los protocolos de extracción cuantificados en geles de agarosa presentaron 

un menor costo de producción, 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 preñadilla, 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 µg/µl) and blood 

(0.53 µg/µl), followed by the protocol ReadyAmp™ Genomic DNA Purification 

System modified with a average concentration of 0.825 µg/µl for sanguine samples, 

quantified by espectrophotometry.    

The quantification with comparative analysis of samples colored in agarosa gel, 

showed the same tendency (66.25 ng/µl and 50.83 ng/µl, respectively) for the 

protocol CTAB 5%, but followed by the protocol SDS 10% with a concentration of 

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

   

The fins samples of rainbow trout showed bigger concentration of DNA that 

their similar of preñadilla, apparently for the difference in the weight obteined of the 

samples extracted of each species.  However, sanguineous samples of preñadilla 

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/µl and 19.58 ng/µl, respectively), nevertheless, the 

espectrophotometry results showed a bigger concentration in samples of dorsal fin 

(0.87 µg/µl).   
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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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I. INTRODUCCIÓN 

 

 

La ingeniería genética es actualmente una herramienta indispensable dentro 

del mejoramiento y conservación de especies, en la Acuicultura, también representa 

el camino para lograr incrementos productivos. Es por esto que la biotecnología se 

adentra y aplica a especies como la trucha (Oncorhynchus mykiss) cuya explotación 

es intensiva y su producción  mundial anual es de 300 000 TM aproximadamente 

(Buxadé, 1997).  

 

En Ecuador es la especie acuícola de agua dulce más apreciada, que desde 

1980 se constituyó como una de las actividades pecuarias más productivas y más 

tecnificadas, por estos motivos se presentó una gran demanda de alevines o semilla 

y en 1994 nace el Centro de Investigaciones Acuícolas de Papallacta CENIAC, el 

cual registró una producción de más de tres millones de alevines hasta octubre del 

2004 y con lo cual se produjo aproximadamente 1200 TM de carne/año, con un 

incremento anual del 20%1.  

 

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 algún 

parentesco entre los reproductores y por ende los alevines que son usados como 

semilla.  

 

Corregir esta situación implica seleccionar fenotípica y genéticamente  a los 

individuos utilizados en la reproducción, la identificación y la selección genética se 

lo hace mediante técnicas moleculares para determinar el grado de consanguinidad 

y  los cruzamientos adecuados que deben hacerse en dicha población de 

                                                
1
 Santiestevan, PM.  2004.  Historia del Centro de Investigaciones Acuícolas CENIAC.  (entrevista). 

Papallacta, Ec, Ministerio de Industria, Comercio, Integración y Pesca MICIP 
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reproductores, además se establecen  bases genéticas que proporcionan 

información individual y familiar de cada reproductor, con el objetivo principal de dar 

un diagnóstico de la situación actual del centro, mejorar e incrementar los 

rendimientos de la trucha arco iris producida y distribuida en toda la región 

interandina del Ecuador. 

 

Las técnicas biotecnológicas también se enfocan en la ecología y 

conservación de las especies, es así que la preñadilla (Astroblepus ubidiai), es 

considerada como especie en peligro de extinción en la lista roja de la Unión 

Internacional para la Conservación de la Naturaleza (UICN) (Moreano et al, 2005).  

 

Recientemente  se iniciaron estudios a nivel molecular para obtener 

información sobre su genoma e investigaciones sobre las  poblaciones todavía 

existentes en la zona norte de nuestro país.  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 clasificación taxonómica de las especies de 

preñadillas o del género Astroblepus existentes en el país, la morfología, fisiología, 

además se cuenta con trabajos hechos por Antonio Vélez y Agustín Rueda sobre  

los componentes y calidad del hábitat de la preñadilla, también acerca de la 

ecología y biología de la conservación de esta especie.  

 

En este trabajo de investigación se presenta información citogenética de las 

especies en estudio como es el la confirmación del cariotipo de Oncorhynchus 

mykiss y la realización y publicación del cariotipo de Astroblepus ubidiai, además la 

caracterización poblacional de esta especie, mediante la utilización de marcadores 

moleculares, es así que la obtención de su ADN es vital y para conseguirlo se 

propone la optimización de protocolos de extracción de ADN según las especies en 

estudio y recursos fácilmente asequibles en nuestro medio, además se establece 

técnicas de colección de muestras que permitan mantener vivo a los individuos en 

estudio.   
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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 aplicación de la biotecnología en la carrera 

y en nuestro medio. El laboratorio cuenta con una sección específica para biología 

molecular dotada de los equipos apropiados, así mismo de reactivos y materiales.  

 

La hacienda donde funciona el laboratorio se encuentra ubicada en el cantón 

Rumiñahui, parroquia San Fernando, a una altitud de 2748 msnm, temperatura 

media anual de 13.5ºC y una precipitación media anual  de 1200mm. (Pozo et al., 

2003). 
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II. OBJETIVOS 

 

1. OBJETIVO GENERAL 

 

Optimizar protocolos de extracción de ADN y su cuantificación bajo condiciones 

técnicas del Laboratorio de Agrobiotecnología de la Facultad de Ciencias 

Agropecuarias IASA. 

 

 

2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

Determinar el cariotipo de las especies acuícolas en estudio. 

 

 

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

mykiss y preñadilla Astroblepus ubidiai que permita obtener muestras confiables. 

 

 

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

Oncorhynchus mykiss y preñadilla Astroblepus ubidiai. 

 

 

Evaluar la calidad del producto mediante su cuantificación en geles de agarosa y 

poliacrilamida, tanto para las especies Oncorhynchus mykiss y preñadilla 

Astroblepus ubidiai. 
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III. 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 salmónidos, como la trucha y el salmón, 

son actividades bastantes recientes. Estas especies se criaron por primera vez en 

condiciones artificiales durante el siglo XIX, principalmente para repoblar los ríos 

para los pescadores de caña, siendo los daneses los pioneros en criar la trucha 

arco iris (Oncorhynchus mykiss) para el consumo humano. Posteriormente, llegó a 

ser popular en la mayor parte del mundo, la producción 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 salmón del Atlántico (Salmo salar) en Escocia y Noruega, y el salmón del Pacifico 

(Oncorhynchus sp.) en EE.UU. y Canadá. Otros salmónidos cultivados son la trucha 

común (Salmo trutta) y el salvelino (Salvelinus fontinalis) con fines de repoblación 

(Roberts & Shepherd, 1980; Bastardo & Sofía, 2003; Alvarado, 2004). 

 

Los salmones y truchas ocupan el tercer lugar de producción, con un 

montante total en toneladas, que no llega a ser el 10% de de los ciprínidos (carpas). 

La trucha arco iris (300 000 toneladas aprox.) y el salmón del Atlántico (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). 
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La trucha arco iris procede de la vertiente del O. Pacífico 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 Oregón 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 millón 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 Acuícola, 2007).  

 

La trucha arco iris es la especie mas cultivada dentro de la salmonicultura 

mundial. En la actualidad esta distribuida por completo en el área natural de los 

salmónidos, el hemisferio norte, se ha introducido en numerosas y amplias regiones 

de ambos hemisferios, en Asia, África, América y Oceanía (Buxadé, 1997). 

 

Según Blanco (1995), la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) fue 

introducido en Hispanoamérica a inicios del siglo pasado (1900) y en el transcurso 

de los años se ha adaptado a la climatología, de tal forma, que se encuentra 

ampliamente diseminada, ocupando numerosos ecosistemas acuáticos. En el 

Ecuador, la trucha Arco iris fue introducida en la década de 1930, siendo la principal 

especie acuícola 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 salmón 

común o que la trucha común, y en consecuencia, son las mas frecuentemente 

cultivadas para fines culinarios; mientras que, la trucha común se cría 

exclusivamente para fines de repoblación, y el salmón común se crió, para soltarlo 

en las corrientes de agua con el objetivo de aumentar el numero de adultos 

(Roberts & Shepherd, 1980; Blanco, 1995).  
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Su fácil adaptación, mayor rusticidad y domesticidad; resistencia a las 

temperaturas elevadas, bajo contenido de oxigeno y enfermedades; mejor 

rendimiento con alimentación artificial; desarrollo mas rápido, mayor gregarismo; 

pero, sobre todo, su rápido crecimiento (alcanza el tamaño comercial en 

aproximadamente un año), han sido razones para su cría industrial, no sólo en el 

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

 

1.2. Clasificación Taxonómica 

 

La clasificación de la Trucha Arco iris (Oncorhynchus mykiss), al igual que el 

de otros salmónidos, 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 incubación del 

huevo, especialmente en el periodo embrionario de formación vertebral. El número 

de vértebras decrece cuando aumenta el grado de desarrollo, es decir, 

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

 
Cuadro 3.1. Clasificación Taxonómica de la Trucha Arco iris  

 

   Fuente: Blanco, 1995 
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En la década de los 80, existió cierta controversia entre los investigadores, 

acerca del origen taxonómico de las denominadas truchas del Pacifico Norte, por lo 

que en Octubre de 1988, la American Fisheries Society‟s Comité on Names of 

Fishes, mostró que, las truchas nativas de las cuencas del Pacifico-Norte se 

encuentran genéricamente mas cerca del salmón del Pacifico Oncorhynchus  que 

las especies Salmo del Atlántico y Europa (como el salmón del Atlántico  S. salar  y 

la trucha común europea S. trutta), esto gracias a los trabajos presentados en la 

reunión 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. Características 

 

Los salmónidos se caracterizan por una segunda aleta dorsal adiposa que los 

distingue de otras especies. De todos los salmónidos, la trucha arco iris se 

caracteriza por tener un rápido crecimiento en cautiverio, excelente adaptación al 

alimento artificial y tolerancia a aguas más calientes (Pérez, 1982; Blanco, citado 

por Alvarado, 2004). 

 

La trucha arco iris es un pez teleósteo de aguas frías y de alimentación 

carnívora. Proviene de la costa del Pacifico de Norteamérica, 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 

más o menos distintas, por ejemplo, por el número de escamas de su línea lateral y 

el color, pero han sufrido tal cantidad de hibridaciones en el curso de su cultivo 

artificial que es prácticamente imposible identificarlas y, sobre todo, obtener huevos 

de legítima procedencia, correspondientes a los troncos primitivos (Huet, 1983). 
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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, mandíbulas y vientre color crema; tiene una excelente adaptación a las 

condiciones subtropicales, ya que tolera temperaturas mayores de 20° C. Se 

alimenta de insectos, moluscos, crustáceos y peces. Es una especie muy usada 

para la cría industrial en todo el mundo por su adaptabilidad al manipuleo, 

condiciones de alta densidad y alimentación artificial. Esta especie llega a pesar 

hasta 12 kg  y 65 cm de longitud (Valladares, 2002). 

 

Wegrzyn y Ortubay, citados por López & Cartagena (2002), afirman que su 

dorso es oscuro con reflejos verde oliváceos, con motas negras igual que en los 

flancos. Vientre claro. Una franja purpúrea longitudinal desde el ojo hasta la aleta 

caudal, más notable con los ejemplares maduros, carácter que los distingue de los 

demás salmónidos. 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 está cubierto por numerosas escamas pequeñas. Peces provistos 

de una aleta adiposa por detrás de la aleta dorsal, que junto a la aleta anal, son de 

base corta. Boca grande con dientes cónicos en las quijadas y paladar (Del Valle & 

Núñez, citados por López & Cartagena, 2002). 

 

Según Pérez (1982), su cuerpo es pisciforme típico, algo aplanado 

lateralmente, recubierto de escamas cicloide, grandes y caducas, posee manchitas 

negras y una banda lateral rosada iridiscente, que se hace más vistosa en la época 

de reproducción. La Figura 3.1. muestra las características físicas de una trucha 

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

 

1.4. Condiciones de Cultivo 

 

1.4.1. Agua y Oxígeno 

 

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 límites 

industriales, entre los cuales su crecimiento y desarrollo son los adecuados para 

estos fines, corresponden a 9° C, como límite inferior, y 17° C como límite superior. 

La temperatura más adecuada para la trucha arco iris en producción cárnica, en la 

que sus funciones fisiológicas se realizan de forma óptima es de 15° C (Haskel, 

1955; Kennedy y Mihurs, 1969  citados por Blanco, 1995). 

 

El agua debe ser abundante, fresca, continuamente en renovación y rica en 

oxigeno disuelto en agua (9 mg/l). El mínimo para cultivar salmónidos 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 salmónidos varían según la especie, la 

procedencia y el estado de desarrollo, aunque se puede decir que, en general, son 

especie de aguas frías (Ferron y Davis, 1975; Buxadé, 1997). 

 

 



 11 

Según Huet (1983), el contenido mínimo de oxígeno del agua de 9 mg/l, sólo 

se encuentra generalmente en aguas renovadas cuya temperatura permanece por 

debajo de los 20° C. Según Blanco, citado por Alvarado (2004), aunque son peces 

de aguas frías, aunque el grado de tolerancia a las temperaturas es amplio, que 

puede subsistir en temperaturas mantenidas de 25º C, durante varios días. 

 

1.4.2. pH 

 

Los valores normales de pH para el cultivo de la trucha, varían entre 5 y 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 NH3, producto 

tóxico, con carácter limitante en su forma ionizada (NH3) lo cual, bajo la acción del 

pH ácido se transforma en ión amonio (NH4) forma ionizada, no tóxica, lo que no 

ocurre en condiciones básicas (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 será la concentración del oxígeno (20% menor). Muchos de los cultivos de 

trucha realizados en aguas saladas, han arrojado grandes resultados, mostrando un 

óptimo índice de crecimiento (Blanco, 1995). El cultivo en agua salada se puede 

realizar en estanques de hormigón o en cajas flotantes situadas en zonas 

protegidas del oleaje y del viento. La densidad es de 30 – 40 kg/m3 (Sedgwick, 

Jensen, Edwards citados por Buxadé, 1997).  
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1.4.4. Densidad  

 

La densidad de animales está en función de la posibilidad de renovación del 

medio, es decir, del caudal de agua limpia disponible, y también de la temperatura. 

Los valores normales son de 10 – 20 kg/m3 con renovación de agua cada hora o 

dos horas, aunque es posible alcanzar cargas de 50 - 60 kg/m3 con aireación 

artificial (Buxadé, 1997). 

 

 

1.5. Reproducción 

 

La reproducción de la trucha arco iris es sexual, lo realizan el macho y la 

hembra. Una característica pecualiar, es que sus órganos sexuales presentan, en 

los primeros períodos de la vida, una indiferencia, es decir, no es posible determinar 

microscópicamente si la glándula sexual de un ejemplar es testículo u ovario, este 

fenómeno es denominado gonocorismo indiferenciado que presentan las truchas en 

los primeros meses de vida, de tal forma, que aproximadamente hasta los cuatro 

meses estos órganos no adquieren la estructura histológica funcional típica (Padoa, 

1937; 1939; Robertson, 1953 citados por Blanco, 1995; Buxadé, 1997).  

 

Según Bastardo (1994), los especímenes menores de 5 cm automáticamente 

entran en la categoría de juveniles indeterminados; la maduración en ambos sexos 

se da a partir de 12 cm de longitud estándar. 

 

Además de ser sexual es externa, no teniendo lugar copulación 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 ríos, en un nicho o nido previamente preparado, en donde 

inmediatamente después, el macho deposita el esperma, teniendo lugar en escasos 

segundos la fusión entre el espermatozoide y el óvulo (Blanco, 1995). 
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En la época de reproducción, los sexos se reconocen fácilmente. Las 

hembras, desde antes de la freza, tienen el vientre abultado y el ano prominente, 

redondeado y rojizo, mientras que en los machos es pequeño, alargado y pálido. 

Además, en esté época los colores del macho están muy acentuados. En los 

machos de la trucha común, el vientre es negruzco; en los salvelinos machos, los 

tintes son muy vivos. En los machos viejos de todas las especies, la mandíbula 

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

 

Huss (1988) señala que la mayoría de los peces llegan a su madurez sexual 

cuando han alcanzado cierto tamaño, el cual es característico de las especies y no 

está directamente correlacionado con la edad. Según Blanco (1995), los machos 

son sexualmente maduros cuando la estación climática de maduración 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 acuícolas.  

 

En general, este tamaño crítico es alcanzado primero por los machos, por lo 

que en sus primeras etapas utilizan la energía procedente de los alimentos para 

reproducirse y no para crecer, lo que explica que los machos sean más pequeños 

que las hembras. Por el contrario, las hembras durante el primer año aprovechan la 

energía para crecer y no para reproducirse. Esta característica de las hembras se 

está aprovechando a nivel mundial para obtener poblaciones completamente 

hembras y de esta manera el productor logra la trucha porción en un lapso de 

tiempo más corto (Blanco, 1995). 

 

Desova 1,500 - 2,500 huevecillos por kilogramo de peso vivo, de 3 – 6 mm de 

diámetro. La duración de su incubación es de 300 a 320 grados día, es decir los 

días que se necesitarían para que se incuben los huevecillos a 1° C. Aunque 

factores individuales y genotípicos pueden influir en este parámetro, el factor más 

influyente es la temperatura del agua (Pérez, 1982).  
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Blanco (1995), coincide indicando que necesita una suma acumulativa de 

300º / día para alcanzar la eclosión, observándose variaciones entre 290 – 330º / 

día, dependiendo de varios factores. Según Ortiz (2007)2, en Papallacta se registra 

una incubación de 384º / día a una temperatura de 8º C. 

 

Según 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 años, al 50-60% a los 6-7 años. La cantidad de huevos y lecha 

aumenta con el tamaño de los reproductores; el diámetro de los huevos aumenta 

con el tamaño de la hembra; cuanto mayor es el huevo, mayor y más resistente es 

el alevín. 

 

2. DESCRIPCIÓN DE LA PREÑADILLA (Astroblepus ubidiai) 

 

2.1. Origen y distribución 

 
Según Barriga (1991), a lo largo de la cordillera de los Andes existen 

alrededor de 15 especies de preñadillas, desde el nivel del mar hasta más de 2500 

metros sobre el nivel del mar.  En la provincia de Imbabura, en el Lago San Pablo 

existe aún la única especie de preñadilla endémica de los Andes del Ecuador, 

Astroblepus ubidiai o conocida por los indígenas como chalúa o imba (INSTRUCT, 

PUCE, CEPCU, CODELSPA,  2002). 

 

El Lago San Pablo, llamado por los aborígenes Chicapán y después Imbakucha 

se encuentra en el cantón Otavalo, en la provincia de Imbabura entre las 

coordenadas 78º 15‟ 32‟‟ y 78º 07‟ 44‟‟ de longitud oeste y 0º 07‟ 34‟‟ a 0º 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, Cusín, las estribaciones del Nudo de 

                                                
2 Ortiz, J.  2007.  Manejo de trucha arco iris (Entrevista Personal)  Sangolquí, Ecuador.  Escuela Politécnica del 

Ejército, ESPE 
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Mojanda-Cajas y Reyloma. Tiene una superficie de 148.69 Km2, dividida en 11 

microcuencas (INSTRUCT, PUCE, CEPCU, CODELSPA,  2002). 

 

El Imbakucha es un lago activo, es decir, tiene renovación permanente de 

agua que proviene de manantiales, ríos y riachuelos que son sus afluentes, los 

principales son: las vertientes de Araque, Río Itambi, Riachuelo San Agustín y 

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

 

La preñadilla es la especie símbolo de la Provincia de Imbabura, ya que de 

ella se deriva el nombre; proviene del quichua  imba que significa preñadilla y bura 

que es criadero o sea Criadero de Preñadillas. 

 

Habita en los ríos, acequias, algunos lagos, pero principalmente se conoce 

que las poblaciones actuales de preñadillas habitan en los nacimientos de agua, 

manantiales.El hábitat de este pez se relaciona directamente con la presencia de 

berro (Cardamine nasturtioides) que es una planta acuática y le sirve de refugio, 

además le provee de los invertebrados acuáticos de los que se alimenta la 

preñadilla (Vélez & Rueda, 2002). La preñadilla es un indicador biológico de la  

calidad del agua de las vertientes (INSTRUCT, PUCE, CEPCU, CODELSPA,  

2002). 

 

En el año 2000, se iniciaron varios estudios sobre la preñadilla y en uno de 

ellos se encuentran determinados los lugares donde aún existen poblaciones de 

preñadilla en la provincia de Imbabura: en la Cuenca del Imbakucha en Proaño, 

Quinde, Gallopogyo, en Yanayacu en El Batán, en Chaupiyacu en Pataquí y en 

Tatuando en San Eduardo. (Vélez & Rueda, 2002) 

 

La preñadilla ha estado presente en la historia de la provincia de Imbabura, 

en algunos documentos históricos aparecen datos sobre este pez, el sitio donde la 

población era muy numerosa se consideraba un lugar privilegiado y estaba en 

manos de los caciques y terratenientes, eran muy codiciados en la repartición de 
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herencias, también se cuenta que los indígenas entregaban su tributo anual con 

preñadillas a los encomendadotes españoles y posteriormente a la iglesia en 

Cuaresma.  Desde aquellos tiempos hasta hoy la preñadilla ha constituido parte de 

la alimentación de las familias indígenas imbabureñas, además se cuenta que 

tradicionalmente su consumo servía para estimular la producción y secreción de 

leche materna (Moreano et al, 2005). 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
Fotografía. 3.1. Preñadilla (Astroblepus ubidiai) 

 

2.2. Clasificación taxonómica 

 

Humboldt, en 1805, clasificó a la peñadilla como Pimelodus cyclopum, y 

señalaba que este pez podía vivir en aguas subterráneas.  Tal comportamiento 

nunca fue probado pero se cree que tiene algo de verdad según conclusiones y 

correlaciones de otros estudios actuales. 

 

En 1931, se hizo una reclasificación taxonómica de la preñadilla a cargo del 

científico francés Jacques Pellegrin (INSTRUCT, PUCE, CEPCU, CODELSPA,  

2002), y determinó que la preñadilla pertenece a: Clase: Osteichtyches, Subclase: 

Actinopterygii, Orden: Siluriformes, Familia: Astroblepidae, Género: Astroblepus, 

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

 

Existe una diferenciación sexual clara entre los dos sexos. Los machos 

presentan un órgano reproductor externo, el cual aparece cuando el pez alcanza 

más o menos los 5 centímetros de longitud. El hecho de que exista un órgano 

sexual externo en los machos indica que muy probablemente la fertilización de los 

huevos es interna, o en otras palabras macho y hembra deben copular para fertilizar 

los óvulos. Dependiendo el tamaño 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 

que es interna la fertilización, la hembra deposita los huevos fertilizados en algún 

lugar. Hasta ahora no se ha encontrado una sola hueva de preñadilla en los cientos 

de muestreos que se han hecho. A esta observación se le suma que todos los 

refugios de este pez están cercanos o adjuntos a los manantiales, por lo tanto se 

cree que la hembra deposita los huevos en aguas subterráneas donde las bajas 

concentraciones de oxígeno y la oscuridad son adversas a invertebrados que 

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

 

En cuanto a los órganos reproductivos internos se refiere, se ha observado 

tanto en los machos como en las hembras que los testículos y los ovarios, 

respectivamente, se encuentran ocupando gran parte de la cavidad interna y están 

ubicados longitudinalmente, además la coloración de dichos órganos depende del 

estado de madurez de los mismos. 
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Fotografía 3.2. Preñadilla macho. Papila genital externa (izq.).  Testículos y 

conductos espermáticos (der.) 

 

 

 

 

 

Fotografía 3.3. Preñadilla hembra. Poro urogenital (izq.). Ovarios (der.) 
 

 

 

 

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

Alguna vez Humboldt indicó que la preñadilla vivía también en aguas 

subterráneas. 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 centímetros de longitud y 

alcanza una talla máxima de 13 centímetros. La preñadilla se alimenta de pequeños 

invertebrados, dentro de los cuales los anfípodos son la dieta principal. (Vélez & 

Rueda, 2002). 

 

La preñadilla, 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 bentónica (Vélez & Rueda, 2002). Esta modificación 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 denominación de pez gato, la 

cavidad bucal es pequeña. Además, 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 anatomía y mofología de la boca 

se concluye que no es una especie depredadora. 
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La preñadilla no presenta vejiga natatoria. Tampoco tiene escamas pero el 

cuerpo está recubierto por una película mucosa. Presenta a nivel pélvico un par de 

aletas que están unidas a manera de “V”. Esta  característica, junto con la presencia 

de la ventosa bucal, permite a la preñadilla desplazarse en tierra y trepar en 

posición vertical (Vélez & Rueda, 2002). 

 

 

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

Varias hileras de dientes. 

 

Los resultados preliminares de la investigación muestran que la preñadilla 

mide al primer año de vida entre 4 y 5 centímetros, de 7 a 8 centímetros al segundo 

año, 10 centímetros al tercer año, y un pez mayor de 11 centímetros sobrepasa los 

4 años de edad. Aún no se sabe cuál puede ser la edad máxima que esta especie 

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

 

2.4.1. Factores que afectan el hábitat de la Preñadilla 

 

Existen varias circunstancias que han llevado a la preñadilla ha considerarse 

como una especie en peligro de extinción y a ingresar en la lista roja de la Unión 

Internacional para la Conservación de la Naturaleza (UICN) (Moreano et al., 2005).  

 

Según los estudios realizados en los hábitats de la preñadilla, in situ, se ha 

verificado que: 

 

1. El hábitat de Astroblepus ha sido alterado por la intervención de las 

comunidades cuando realizan mingas y limpian las acequias. 

2. La introducción de la lobina (Micropterus salmonoides) en el Lago San Pablo 

ha provocado la migración de la preñadilla 

3. La obtención de agua potable mediante el entubamiento de las acequias 

disminuye el caudal de los mananatiales en los que se refugia la preñadilla. 

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. Ecología de Astroblepus ubidiai 

 

En la actualidad las poblaciones de preñadillas sobreviven en manantiales o 

nacimientos de agua que desembocan principalmente en el lago. El manantial de El 

Batán es el refugio con mayor ICH (Índice de Calidad de Hábitat), es decir, que este 

lugar reúne las mejores condiciones para que la preñadilla habite  y se reproduzca 

(Vélez & Rueda, 2002). 
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3. COMPONENTE GENÉTICO Y HEMOGRAMA 

 

3.1. Estructura del  ADN 

 

Según Passarge (2004), el descubrimiento de la estructura del ADN de doble 

hélice y el modelo semiconservativo, realizada en 1953 por Watson y Crick, permitió 

explicar procesos celulares como la transcripción y la replicación de la información 

genética, así como la capacidad de mutación, proponiendo y justificando el modelo 

semiconservativo de la formación de una nueva cadena de ADN. 

 

El ADN es un polímero constituido por nucleótidos constituidos por un grupo 

fosfato, una desoxirribosa y por dos grupos de bases nitrogenadas, purínicas 

(adenina(A) y guanina(G)) y pirimidínicas (timina(T) y citosina(C)); formando dos 

cadenas enrolladas, una alrededor de la otra, a lo largo de un eje común. En esta 

estructura las bases se disponen enfrentadas y unidas por medio de enlaces de 

hidrógeno de la siguiente manera: A con T y C con G (Liu, 1998). 

 

 
Figura 3. 2. Relación espacial de las Bases Purídicas y Pirimidínicas. 

Citosina - Guanina y 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 PO4
-3 unido al carbono 5‟, mientras que la otra cadena 

inicia con otro grupo fosfato unido al carbono 3‟ (Figura 3.3.), enfrentadas entre sí, 

ya que las dos cadenas son exactamente complementarias (Stansfield, 1971). 

 

 
 

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 

(codón) para un aminoácido; una secuencia de codones determina una secuencia 

de aminoácidos; estos forman un polipéptido. Para ello, la secuencia de bases es 

transferida (transcripción) desde una cadena de ADN hacia una molécula que 

transporta la información (mARN, ARN mensajero). La secuencia del mARN sirve 

como molde para una secuencia de aminoácidos que se corresponde con el orden 

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

 

http://omega.ilce.edu.mx:3000/sites/ciencia/volumen3/ciencia3/125/htm/sec_5.htm
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La función principal del ADN es mantener a través de un sistema de claves 

(código genético) la información necesaria para que las células hijas sean idénticas 

a las progenitoras (información genética). La información se encuentra en forma de 

genes, que consisten en un fragmento de ADN que tiene alguna función, 

generalmente especificar la secuencia de una proteína, pero sólo el 3 - 5% del 

genoma son secuencias codificantes (exones); el resto del ADN no codificante 

(intrones), tiene funciones en la regulación de la expresión génica, en la estructura 

de los cromosomas y su segregación en la división 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 núcleo, aunque existe también 

en mitocondrias y cloroplastos) (Hillis et al., 1996). Cada organismo tiene un 

genoma diferente, que varía por su contenido total de ADN, nivel de ploidía, número 

de cromosomas, distancia total de recombinación en el genoma, naturaleza y 

número de genes funcionales (Liu, 1998). 

 

El ADN codificante y su correspondiente polipéptido son colineales. Una 

alteración (mutación) de la secuencia de bases del ADN puede dar lugar a un codón 

diferente; la posición de este cambio en la secuencia de aminoácidos corresponde a 

la posición de la mutación. Existen tres tipos de mutaciones que involucran un solo 

nucleótido (mutaciones puntuales): sustitución (intercambio), deleción (pérdida) e 

inserción (adición). Las secuencias que siguen a continuación ya no codifican para 

un producto génico funcional (Passarge, 2004). 
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                       Fuente: Passarge, 2004 

Figura 3.4. B.1. Gen para la proteína triptófano sintetasa A de la bacteria E. 
coli y mutaciones en cuatro posiciones. B2. Es posible que existan diferentes 
mutaciones en una misma posición. Se observa 2 mutaciones diferentes en la 
posición 211: glicina por arginina y glicina por glutamato. B3. En el tipo 
salvaje, el codón 211 es GGA por AGA da lugar a un codón para arginina; B4. 
Una mutación por GAA da lugar a un codón para el glutamato. C. tipos de 
mutaciones. 
 

Las mutaciones pueden ser el resultado de factores químicos o físicos que 

conducen a modificaciones de las bases. Al afectar el patrón de apareamiento de 

las bases, interfieren en la replicación o en la transcripción. Estos factores se 

denominan mutágenos. La oxidación espontánea, la hidrólisis, la metilación 

descontrolada, la alquilación y la irradiación ultravioleta provoca alteraciones que 

modifican las bases nitrogenadas (Stansfield, 1971; Passarge, 2004). 
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3.2. Análisis Cromosómico  

 

3.2.1. Generalidades  

 

El uso de caracteres cariotípicos, tales como número diploide y haploide, la 

estructura y tamaño de los cromosomas, etc., permiten una mejor comprensión de 

la herencia, del flujo genético, de la adaptación y de las mutaciones en relación al 

medio en que se desenvuelven las poblaciones, así como del parentesco 

filogenético entre las especies debido a que son caracteres particularmente estables 

y específicos en cada una de las especies (Sota, 1967). Esta estabilidad del 

cariotipo permite que sea considerado como un rasgo muy confiable en la 

determinación específica (García & Uribe, 1988). 

 

3.2.2. Cromosomas 

 

Es el material microscópico constituido del ADN y de proteínas especiales 

llamadas histonas que se encuentra en el núcleo de las células eucariotas en las 

cuales los cromosomas se ven como una maraña de hilos delgados, llamada 

cromatina. Cuando la célula comienza su proceso de división (cariocinesis), la 

cromatina se condensa y los cromosomas se hacen visibles como entidades 

independientes. La unidad básica de la cromatina son los nucleosomas. Se suelen 

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

 

La palabra cromosoma etimológicamente proviene (del griego chroma, color 

y soma, cuerpo o elemento) y es cada uno de los pequeños cuerpos en forma de 

bastoncillos en que se organiza la cromatina del núcleo celular en la mitosis, cada 

uno de los cuales se divide longitudinalmente, dando origen a dos cadenas gemelas 

(iguales) (Wikipedia, 2001).  

http://es.wikipedia.org/wiki/ADN
http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://es.wikipedia.org/wiki/Histona
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://es.wikipedia.org/wiki/Eucariota
http://es.wikipedia.org/wiki/Cariocinesis
http://es.wikipedia.org/wiki/Nucleosoma
http://es.wikipedia.org/wiki/Idioma_griego
http://es.wikipedia.org/wiki/Cromatina
http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAcleo_celular
http://es.wikipedia.org/wiki/Mitosis
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Su número es constante para una especie determinada; en Oncorhynchus 

mykiss (trucha arco iris), el estudio del componente citogenético reveló un número 

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 (preñadilla) se encontró que su cariotipo se 

compone de un número 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 número diploide de esta especie es de 54 con una 

fórmula cromosómica 8 cromosomas metacéntricos, 6 submetacéntricos, 10 

acrocéntricos y 3 telocéntricos (García & Uribe. 1988). 

 

Usualmente las especies animales y vegetales tienen un número de 

cromosomas constante y determinado que constituyen su cariotipo (ley de la 

constancia numérica de los cromosomas), aunque existen especies con una alta 

variabilidad cariotípica, no sólo en número sino en forma y tamaño de los 

cromosomas.(Solomon et al., 1998). 

 

3.2.3. Forma de los cromosomas 

 

La forma de los cromosomas es para todas las células somáticas constante y 

característica de cada especie. La forma depende fundamentalmente de las 

constricciones que presente el cromosoma y de su localización en la cromátida. 

 

El cromosoma se encuentra constituido básicamente por el centrómero 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. 

 

 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Cariotipo
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Fuente: Wikipedia, 2001 

Figura 3.5. Partes de un cromosoma. 
 

Según la posición del centrómero, los cromosomas se clasifican en: 

Metacéntricos: el centrómero se localiza a mitad del cromosoma y los dos brazos 

presentan igual longitud.  

Submetacéntricos: la longitud de un brazo del cromosoma es algo mayor que la 

del otro.  

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

Telocéntrico: sólo se aprecia un brazo del cromosoma al estar el centrómero en el 

extremo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 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 homólogos es 

distinto al resto, realizando la determinación genética del individuo. A estos 

cromosomas se les llama cromosomas sexuales o heterocromosomas e incluso 

gonosomas, porque determinan el sexo por la proporción de los dos cromosomas 

homólogos (Solomon et al., 1998). 

 

 

3.2.4.1. Sistema de determinación XY 

 

Es propio del ser humano y muchos otros animales. Las hembras, siendo XX, 

darán gametos iguales con cromosoma X, sexo homogamético y los machos, 

siendo XY, darán dos tipos de gametos, uno con el cromosoma X y otro con el 

cromosoma Y. La probabilidad de que en la fecundación, al unirse los gametos, 

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

 

3.2.4.2. Sistema de determinación XX/XY  

 

En el caso de los salmónidos y entre ellos la truchca arco iris, se utiliza este 

sistema de determinación de sexo similar al del ser humano, sin embargo se 

diferencia en muchos detalles según 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 situación (Solomon et al., 1998); cave recalcar que también existe 

influencia del ambiente, de hormonas que pueden alterar el sexo de los peces (Díaz 

& Neira, 2005). 

 

 

 

 

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Gonosoma&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Sexo
http://es.wikipedia.org/wiki/Hembra
http://es.wikipedia.org/wiki/Gameto
http://es.wikipedia.org/wiki/Cromosoma_X
http://es.wikipedia.org/wiki/Cromosoma_Y
http://es.wikipedia.org/wiki/Fecundaci%C3%B3n
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3.2.4.3. Sistema de determinación XO 

 

Otras especies (peces, insectos, anfibios) que no tienen el cromosoma Y, 

determinándose el sexo por el número de cromosomas X, macho XO y hembra X. 

 

3.2.5. Cariotipo 

 

Es la forma, cantidad y tamaño de los cromosomas. Aunque la diferencia 

entre un individuo y otro es la información especificada en los genes de estos 

cromosomas. 

 

3.2.5.1. Cariotipo Clásico 

 

Existen varios métodos para la visualización mediante microscopía óptica de 

los cromosomas. Los procedimientos más clásicos consisten en la tinción con 

sustancias como la mostaza de quinacrina, que permite la observación de las 

bandas Q; giemsa, que permite la observación de las bandas G, R o C 

(dependiendo del tratamiento que se realice con el ADN). Este bandeo 

característico de cada uno de los cromosomas está 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 análisis espectral de los cariotipos (o SKY) se trata de una tecnología de 

citogenética molecular que permite el estudio y visualización de los  pares de 

cromosomas en forma simultánea. Los cromosomas se marcan con diferentes 

colores fluorescentes. El análisis espectral de la señal fluorescente consigue la 

discriminación (Solomon et al., 1998). 

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Microscop%C3%ADa_%C3%B3ptica&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Mostaza_de_quinacrina&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Giemsa&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Eucromatina
http://es.wikipedia.org/wiki/Heterocromatina
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Facultativa&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Heterocromatina_constitutiva&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Heterocromatina_constitutiva&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Heterocromatina_constitutiva&action=edit
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3.2.5.3. Protocolo para la obtención de Células Mitóticas (Martino, 
2004) 

 

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

Preparación de Cromosomas mitóticos 

 

 Inyectar vía intraperitoneal una solución acuosa de colchicina al 0.08% 

en proporción de 1ml/100gr de peso del animal. 

 Dejar en el acuario al pez con oxígeno, por un período de 1 – 1h30 horas; 

sacrificar inmediatamente al animal y retirar los órganos deseados.  

 Lavar rápidamente el fragmento de tejido que se va a utilizar en una 

solución hipotónica de KCl  0.075M. 

 Transferir el material a un tubo de vidrio con 5 - 6 ml de KCl  0.075M. 

 Separar el material con ayuda de pinzas de disección. 

 Resuspender cuidadosamente el material y transferir la suspensión 

celular a un tubo de centrífuga, los pedazos de tejido son descartados.  

 Incubar en una estufa a 37ºC por 30 minutos.  

 Agregar 5 gotas de fijador Carnoy (Metanol: Acido. Acético (3:1)) como 

prefijado 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 refrigeración 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. 

 Teñir las placas en una solución de 30 ml de colorante giemsa  y 90 ml 

de agua destilada por 20 minutos o más. 

 Observar al microscopio los cromosomas metafásicos  

 Armar el cariotipo. 
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3.3. Hemograma 

 

 
Los exámenes hematológicos constituyen actualmente, para la acuicultura, 

una de las herramientas más precisas en la determinación del estado fisiológico, 

nutricional y para el diagnóstico rápido y acertado de enfermedades, sobre todo 

aplicada a especies en confinamiento.  

 

Los métodos más comúnmente empleados son los que miden el nivel de 

hemoglobina, el hematocrito y el recuento eritrocitario, además de estudios 

rutinarios sobre la morfología y distribución 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 relación a las aves y  mamíferos, aunque los mecanismos 

inmunológicos no son diferentes. La producción de anticuerpos depende de la 

temperatura del agua y factores de comportamiento asociados a la densidad de 

población, manejo, iluminación, jerarquía social y en general a los fenómenos de 

estrés. En algunas especies no se detectan anticuerpos por debajo de los 10° C 

(Acosta, 2006). 

 

3.3.1. Hemoglobinometría 

 

Es la determinación del contenido de hemoglobina en la sangre y muy 

importante en el diagnóstico de algunas condiciones patológicas, es también un 

indicador de la condición fisiológica y nutricional del pez. Las técnicas más precisas 

se fundamentan en la determinación del contenido férrico de la sangre. Al ser estas 

técnicas poco prácticas, en las piscifactorías se utiliza el método de 

cianmethemoglobina es una técnica bastante confiable, dado que la 

oxihemoglobina, carboxihemoglobina, methemoglobina y hemoglobina reducidas se 

convierten en cianmethemoglobina, cuya concentración se mide colorimétricamente. 
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Las hemoglobinas se oxidan por la acción de ferricianuro a methemoglobina, 

la cual queda convertida en cianmethemoglobina por la acción de cianuro (FAO, 

1987). 

 

La determinación de la concentración se hace mediante la lectura en un 

espectrofotómetro, 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 patrón artificial que utiliza una solución con 

una concentración 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 espectrofotómetro cada una de las muestras, y se aplica la siguiente 

fórmula matemática: 

 

 

 

Fuente: FAO, 1987 

 

donde la concentración de hemoglobina del patrón está indicada en cada 

envase del producto comercial.  Para determinar la concentración de hemoglobina 

en cada muestra se utiliza el factor de dilución 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 centrifugación 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 hematocrítica, o se hace una 

extrapolación.3 

 

3.3.3. Recuento Eritrocitario 

 

Es determinar el número exacto de hematíes en la sangre.  Hay que tomar en 

cuenta que morfológicamente los eritrocitos de los peces son diferentes a otros 

animales, pues éstos son nucleados. 

 

La técnica dicta que la muestra sanguínea anticoagulada debe estar bien 

mezclada antes de efectuarse el recuento propiamente dicho. Se utiliza una pipeta 

cuenta-glóbulos 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 línea „0,5‟. Se llena la pipeta con suero fisiológico 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 dilución de la sangre, se prepara una cámara 

cuenta-glóbulos de tipo Neubauer.  

Se deshecha las primeras gotas del contenido de la pipeta. Una gota de la dilución 

se agrega a la cámara cuenta-glóbulos, dejándose correr por capilaridad hasta 

llenar la cámara. La cantidad de eritrocitos se cuentan en cinco (5) campos de la 

cámara cuenta-glóbulos (Reina,  2003). 

                                                
3
 Giacometti, J. 2006. Análisis Sanguíneo (entrevista). Sangolquí. Facultad de Ciencias Agropecuarias 

IASA 
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Para calcular el número de eritrocitos/mm3 de sangre total, se utiliza la 

siguiente fórmula, donde N representa el número de eritrocitos/mm3. 

 

 

Esta fórmula se fundamenta en las consideraciones que a continuación se detallan: 

Dilución de la sangre = 1:200 

Profundidad de la cámara cuenta-glóbulos = 0.1 mm 

Cada cuadro pequeño = 1/400 mm2 

Número de cuadros pequeños contados = 80 

 

En la praćtica rutinaria, es suficiente multiplicar × 10 000 el número total de 

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

  La trucha arco iris es la especie más representativa de la producción acuícola 

intensiva por lo que ha sido tan estudiada, se han obtenido datos hematológicos 

importantes. 

 

Valores hematológicos normales de trucha arco iris son los siguientes: 

Hemoglobina:   6-18 Hb/100 mL 

Hematocrito:   36% mínimo 

             Contaje Eritrocitario:   800 000 – 1‟200 000 mm3. 4 

 

                                                
4
 IDROBO, L. 2005. CENIAC (Centro Nacional de Investigaciones Acuícolas). MICIP. Ecuador 

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

hematológicos que se muestran a continuación: 

 

Hemoglobina   7.7 ± 1.3 g/dl 

Hematocrito   28    ±  5.2 % 

Contaje Eritrocitario  522 666.6 ±  102 378.3 eritrocitos/ ml 

 

 

4. MARCADORES MOLECULARES 

 

4.1. Variación Genética y Polimorfismo 

 

Uno de los aspectos que caracterizan a la evolución, es la variación; es decir 

que la selección natural cambiará las frecuencias de los distintos tipos dentro de 

una especie, sólo si hay variantes que seleccionar. Es así como, la variación intra e 

interpoblacional se origina por la existencia de varios alelos en los diferentes loci 

génicos (Fernández et al., 2002).  

 

Según Nussbaum et al. (2004), la secuencia del ADN nuclear es idéntica en 

cerca del 99%, y es esa pequeña fracción diferente entre individuos la responsable 

de la variabilidad genética; mientras algunas diferencias tienen poco o ningún efecto 

sobre el fenotipo, otras son responsables directas de enfermedades.  

 

La mayoría de las variaciones se dan en todas las poblaciones con 

frecuencias similares, mientras que algunas variantes alélicas están 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 población, pudiendo ser alelos causantes de 

enfermedades, así como marcadores genéticos desde el punto de vista de la 

selección, para lo cual el locus marcador debe exhibir experimentalmente una 
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variación detectable en los individuos a prueba, en un test de población  tales como: 

Marcadores Morfológicos, Marcadores en base a proteínas y Marcadores de ácidos 

nucleicos  (Liu, 1998; Nussbaum et al., 2004). 

 

El primer tipo de variación estudiada en las poblaciones humanas, fue el de 

los polimorfismos de genes nucleares codificadores de proteínas. 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 recombinación (Sudbery, 

2004). 

 

Las poblaciones naturales muestran una gran cantidad de variación 

manifestada en diferentes niveles, originando polimorfismos (del griego, poli = 

muchas; morphos = formas), definidos como una variación heredada detectable en 

un locus, los cuales pueden ser morfológicos: afectando el fenotipo de los individuos 

en una misma población (Fernández et al., 2002); un ejemplo representativo lo 

constituye el patrón del color de las vainas de las alas del escarabajo asiático 

(Harmonia axyridis), cuya área de distribución es extensa, y en la que pueden 

distinguirse múltiples variantes, las cuales se deben a distintos alelos del mismo gen 

(Passarge, 2004). 

 

El polimorfismo bioquímico, resultado de las diferencias individuales en las 

secuencias de las bases nitrogenadas del ADN, conducen a cambios en los 

codones, pudiendo incorporarse un aminoácido diferente en el sitio correspondiente 

a la proteína; existen además polimorfismos inmunológicos, basados en las distintas 

especificidades antigénicas determinadas por diversos loci, así como polimorfismos 

cromosómicos, de acuerdo a las distintas constituciones cromosómicas de cada 

individuo en una misma población (Liu, 1998; Fernández et al., 2002; Passarge, 

2004; Ayala citado por Passarge, 2004). 
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Una medida de la variación genética de una población es la proporción de 

loci polimórficos, que son considerados como tales si hay más de una forma alélica 

en dicha población 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 ningún gen (Fernández et al., 2002).   

 

Cabe considerar que, un loci con dos alelos es tan polimórfico como uno que 

presente múltiples alelos, por lo que el estudio y caracterización de todos estos 

polimorfismos dentro y entre las poblaciones es importante, ya que de una forma 

alélica en la población con una frecuencia significativa mayor del 1%, tiene una 

relación directa con el diseño e interpretación de los estudios poblacionales en 

búsqueda de alelos de riesgo (Nussbaum et al., 2004; Sudbery, 2004). 

 

Según 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 análisis de polimorfismos de ADN, es el sistema más eficaz para la 

identificación de individuos, análisis de filiación y proximidad genética y detección 

de genes de interés comercial o causantes de enfermedades, por lo que constituyen 

los más 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 reconstrucción de los árboles filogenéticos y 

determinar un ancestro común (Cejas, 2000).  

 

El uso de enzimas de restricción 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 restricción (Fernández 

et al., 2002).  
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Otros polimorfismos del ADN son los SNP (Single Nucleotide Polymorphism), 

que son variantes alélicas que difieren en un solo nucleótido en una posición 

específica, y que no requieren la realización de una electroforesis en gel, sino que 

pueden visualizarse mediante Southern blot, y son usados para estudios de ligación 

y tratar enfermedades hereditarias (Pasarge, 2004; Brookes citado por Butler, 

2005), y los VNTRs (Variable Number Tandem Repeats), es decir repeticiones en 

tándem en número variable, que incluyen a Minisatélites y Microsatélites, éste 

último también denominado como STR (Short Tandem Repeats), que son variantes 

alélicas que difieren en el número de repeticiones en tándem de secuencias de 

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

 

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

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

 

1. ADN de secuencia única, 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. El ADN restante 

corresponde a intrones o las regiones espaciadoras (secuencias sin aparente 

función que separan los genes). 

2. ADN moderadamente repetitivo, constituido por secuencias repetidas entre 

102 y 105 copias por genoma (45% del total). 

3. ADN altamente repetitivo, formado por secuencias repetidas hasta 106 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 discreción de 

rasgos físicos de acuerdo a la herencia Mendeliana, ya que algunos rasgos 

morfológicos a menudo corresponden con los genes que controlan dichos rasgos 

(Liu, 1998). 
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Un mapa genético describe la posición de genes o marcadores genéticos 

presentes en los cromosomas (Russell, 1992), que pueden ser mapas físicos, que 

describen la posición 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 recombinación que resultan del entrecruzamiento o 

intercambio físico de ADN entre los cromosomas homólogos de los padres durante 

la meiosis (Figura 3.7.) (Russell, 1992; Miesfeld, 1999; Davis & Hetzel, 2000; 

Passarge, 2004). 

 

 

       Fuente: Davis & Hetzel, 2000 
Figura 3.7. Mapeo Genético. A la izquierda se representa el Mapa Físico, al 
centro el Mapa de Ligamiento Genético, y a la derecha el Mapa de Genes y 

QTL’s  

 

 

El mapa genético da la posición relativa de los loci génicos de acuerdo con la 

frecuencia de recombinación, expresada en unidades de recombinación o 

centimorgans (cM), que corresponde a una frecuencia de recombinación del 1% 

(Passarge, 2004).  
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Según Sudbery (2004), un cM se define como la fracción de recombinación 

del 0.01 es decir la aparición de 1 gameto recombinante entre 100, mientras que los 

99 restantes tendrán la configuración parental. Físicamente, 1 cM corresponde a 

una secuencia de ADN de entre 0.7 y 1 Mb, pero no hay una relación fija entre las 

distancias genéticas y físicas. 

 

Según Miesfeld (1999), el mapeo genético por recombinación, es un análisis 

estadístico de los patrones de herencia de los genes y sus variantes (alelos), 

basado en las frecuencias de recombinación 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 genético y poseen un patrón de herencia 

caracterizable (DOE Human Genome Program, 1992). Estas pueden ser proteínas 

(antígenos e isoenzimas) y ADN (genes conocidos o fragmentos de secuencia y 

función desconocida) (Montaldo & Meza-Herrera, 1998; Davis & Hetzel, 2000). 

 

Según Ferreira & Grattapaglia (1998), marcadores moleculares son cualquier 

fenotipo molecular oriundo de la expresión de un gen o de segmentos específicos 

de ADN, que puede ser detectado y su herencia monitoreada. A diferencia de los 

marcadores morfológicos y bioquímicos, no son afectados por el ambiente, no 

varían 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 monomórfico es invariable en todos los organismos 

estudiados, pero cuando presenta diferencias en el peso molecular, actividad 

enzimática, estructura, o sitios de restricción, se dice que es polimórfico (Miesfeld, 

1999).  

 

Estos marcadores se distinguen por ser variaciones genéticas que 

caracterizan poblaciones y subpoblaciones, denominados polimorfismos. Cuando 

varios marcadores se asocian inequívocamente 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, producción, conversión alimenticia y cualquier característica 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; López et al., 2003). 

 

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

 

1. Que sea altamente polimórfico, es decir, que permita claramente diferenciar 

dos individuos; 

2. Que sea codominante, para que permita discriminar un individuo homocigoto 

de un heterocigoto; 

3. Que este distribuido a través del genoma; 

4. Que no presente efecto pleiotrópico, es decir, que un gen no afecte más de 

una característica; 

5. Que sea de fácil y rápida ejecución, con mira a una posible automatización; 

6. Que tenga alta reproducibilidad; 

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

(Roca y Ramírez, 1999) 
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En el Cuadro 3.2., se muestran las principales características, ventajas y 

desventajas que presentan algunos de los más importantes marcadores 

moleculares, y en el Cuadro 3.3.,  se indican las características operativas y 

técnicas de cada una de las técnicas. 

 

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

 

Fuente: Melcher, 2006  

 
Cuadro 3.3. Características operativas y técnicas de algunas técnicas de 

Marcadores Moleculares 
 

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

 

Esta tecnología expresa diferencias en sitios específicos del ADN que fueron 

reconocidos por enzimas de restricción 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 restricción, generalmente debido a un polimorfismo 

en una sola base (Sudbery, 2004). Como resultado, la secuencia de reconocimiento 

de una enzima de restricción puede estar presente en un cromosoma pero no en 

otro. En este caso los tamaños de los fragmentos de restricción difieren en ese sitio 

(Passarge, 2004).  

 

 

Fuente: Passarge, 2004 

Figura 3.8.  RFLPs. Dos segmentos de ADN de 5 kb; en uno hay un sitio de 
restricción en el medio (alelo 1); en el otro (alelo 2) está ausente. Con un 
Southern blot puede determinarse si en esta localización un individuo es 
homocigoto 1-1 (dos alelos 1, ausencia de fragmento de 5 kb), heterocigoto 1-
2 (un alelo de cada uno, 1 y 2), u homocigoto 2-2 (dos alelos 2). Si la mutación 
existe en el cromosoma que lleva el fragmento de 5 kb, la presencia del 
fragmento indica la presencia de la mutación.  
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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 sólido (membrana 

de nylon o nitrocelulosa) en el cual los fragmentos de interés son identificados por 

hibridación con sondas de ADN marcadas con radioisótopos. La visualización se 

realiza por autoradiografía (Beckmann & Soller, 1986). 

 

Según Liu (1998), la detección de los RFLPs se basa en el uso de enzimas 

de restricción, cada una de las cuales, corta una secuencia específica en la cadena 

de ADN. También llamadas como endonucleasas que son de origen bacteriano; 

reconocen y cortan solamente una secuencia específica 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 restricción. 

 

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

Enzima  Microorganismo Sitio de Restricción 

EcoRI Escherichia coli 
5‟ GAA    TTC 3‟ 
3‟ CTT    AAG 5‟ 

EcoRV Escherichia coli 
5‟ GAT    ATC 3‟ 
3‟ CTA    TAG 5‟ 

HindIII 
Haemophilus 
influenzae 

5‟ AAG    CTT 3‟ 
3‟ TTC    GAA 5‟ 

HaeIII 
Haemophilus 
aegyptius 

5‟ GG    CC 3‟ 
3‟ CC    GG 5‟ 

HpaI 
Haemophilus 
parainfluenzae 

5‟ GTT    AAC 3‟ 
3‟ CAA    TTG 5‟ 

HpaII 
Haemophilus 
aphrophilus 

5‟ CC    GG 3‟ 
3‟ GG    CC 5‟ 

BamHI 
Bacillus 
amyloliquifaciens 

5‟ G    GATCC 3‟ 
3‟ CCTAG   G 5‟ 

AluI Arthrobacter luteus 
5‟ AG   CT 3‟ 
3‟ TC   GA 5‟ 

Fuente: Liu, 1998; Puertas, 1999; Valadez & Kahl, 2000; Fernández 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 Múltiples y Arbitrarios de Amplificación 

 

Técnicas que emplean oligonucleótidos 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 versátil que utiliza iniciadores de secuencias arbitrarias que amplifican 

por PCR áreas específicas 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 variarán 

según el polimorfismo de los distintos individuos o grupos de individuos (Dinesh et 

al., 1995). 

 

Esta técnica es cómoda, rápida, requiere poco ADN, no presupone 

conocimientos previos sobre la secuencia. Sin embargo los fragmentos amplificados 

no suelen corresponder a ADN ligado a algún carácter, sino redundante, y su 

repetibilidad puede variar si las condiciones experimentales cambian levemente 

(Benecke, 1998; López et al., 2003). 
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4.3.2.2. (AP-PCR) PCR con oligonucleótidos arbitrarios 

 

Similar a los RAPDs. Los oligonucleótidos han de ser largos (no menos de 20 

pb), y la PCR consta de dos de ciclos de baja astringencia (poco específicos) que 

permiten la polimerización de una batería de fragmentos característicos de cada 

variedad. Esta fase va seguida de ciclos de alta astringencia para amplificar 

(visualizar) específicamente las bandas anteriores. Los fragmentos amplificados se 

pueden migrar en un gel de agarosa para observar las grandes diferencias entre 

especies, o bien se puede marcar radiactivamente y migrar en gel de poliacrilamida 

para obtener resultados mucho más finos y precisos. Existe una variación 

denominada DAF (Huellas dactilares por amplificación de DNA) que utiliza 

oligonucleótidos de 5 a 15 bases, pero a concentraciones altas (3 – 30 µM), 

respecto de otras metodologías (0.3 – 3 µM) (Valadez & Kahl, 2000; Claros Díaz, 

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 

restricción e iniciadores (oligonucleótidos) para PCR, de manera que se obtienen 

marcadores moleculares muy específicos sin necesidad de conocer la secuencia 

con anterioridad (Erazo, 2002). 

 

El ADN es cortado con dos enzimas de restricción, una de corte frecuente y 

otra de corte poco frecuente. A los fragmentos se les ligan oligonucleótidos 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 reacción, por 

esta razón el resultado debe resolverse en geles de electroforesis de poliacrilamida, 

capaces de detectar los pequeños fragmentos (Figura 3.9.) (Savelkoul et al., 1999). 
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Fuente: Erazo, 2002 
 

Figura 3.9. Descripción de la técnica AFLP 

 

Esta técnica necesita de ADN de alta calidad para su desarrollo, para lo cual 

el método de extracción de CTAB es uno de los más recomendados (Stewart & Via, 

1993). Para la visualización de los fragmentos se han desarrollado métodos como la 

tinción de plata (Briard et al., 2000; Mano et al., 2001) y la tinción con bromuro de 

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

resolución. 

 

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 obtención rutinaria de “fingerprintings” (huellas 

dactilares) de un genotipo en particular (Claros Díaz, 2002). 
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4.3.4. (VNTR) Repeticiones en Tándem en Número Variable 

 

Regiones de ADN altamente repetitivo que consiste en unas cortas 

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

 

4.3.4.1. Minisatélites 

 

Consisten en secuencias de entre 10 y 100 pb de longitud, repetidas en 

tándem en un número 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 telómeros. Pueden utilizarse como marcadores 

en la construcción de mapas genéticos a pesar de su tendencia a localizarse cerca 

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

 

Algunos minisatélites son hipervariables. Su hipervariabilidad es debida a la 

diversidad en el número de reiteraciones de determinadas secuencias de 

nucleótidos las cuales para estos loci, oscilan entre 7 y unos 100 nucleótidos 

(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 determinación de paternidad (Yunis 

&Yunis, 2002). 

 

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

Microsatélites) 

 

Es una técnica que utiliza secuencias polimórficas y abundantes en los 

genomas, denominadas "microsatélites", que consisten en mono-, di-, tri- y 

tetranucleótidos repetidos en tándem a lo largo del ADN (Weber & May, 1989; 

Passarge, 2004), por ejemplo (CA)n o (CCA)n, donde n puede variar de 10 a más de 

30 (Williams et al., 1993).  
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Estos microsatélites son clonados y secuenciados para generar iniciadores 

que por medio de PCR amplifiquen fragmentos específicos en un genoma 

determinado. Al ser separados en geles de electroforesis conforman marcadores de 

tipo codominante con patrón de herencia mendeliana (Senior et al., 1998). 

 

 
Fuente: Yáñez, 2002 

 

Figura 3.10. Principio del análisis con Amplificación de Microsatélites  

 

Se encuentran en todas las partes del genoma, incluso dentro de las 

regiones codificantes de proteína. Los microsatélites son muy polimórficos y buenos 

marcadores genéticos. Su uso ha sido más difundido que los minisatélites debido a 

que su distribución es más uniforme a través del genoma. El microsatélite más 

utilizado en este sentido ha sido el (CA)n. Los STR tetraméricos son la base del 

método de perfil genético en los casos forenses (Yunis & Yunis, 2002; Sudbery, 

2004). 

 



 51 

La razón principal del incremento del uso de los microsatélites como una 

herramienta molecular, es que proveen la más alta incidencia de polimorfismo o PIC 

(Polymorphic Information Content) en comparación con otras técnicas (Powell et al. 

citado por Yánez, 2002).  

 

Según Roca y Ramírez (1999) y Yánez (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 pequeñas cantidades de ADN. 

 Analíticamente simples: datos producidos son confiables y altamente 

reproducibles. 

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

 Ampliamente aplicables: los loci son frecuentemente conservados entre 

especies relacionadas y algunas veces entre géneros, y; 

 Fácil intercambio de datos: la información puede ser comunicada por la 

simple secuencia de los iniciadores, sin la necesidad de la transferencia física 

de los mismos. 

 

Existen variantes de la técnica mediante Microsatélites: AMP-PCR (PCR 

Iniciada con Microsatélites Anclados), RAMPO (Amplificación Aleatoria del 

Polimorfismo de Microsatélites), RAMP (Amplificación del Polimorfismo del 

Microsatélite), STMS (Polimorfismo de Marcadores de Secuencias Específicas 

Vecinas a microsatélites.  
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5. EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN  

 

 

En la Biología Molecular, específicamente en el análisis del genoma se 

aplican diferentes técnicas las cuales parten y dependen de la obtención de ADN 

puro, que tenga un alto rendimiento y sea de muy buena calidad. Para lograr este 

fin se utilizan diferentes métodos de extracción dependiendo del tipo de tejido que 

se emplee. 

 

Parte importante en la extracción de ADN es la utilización del método 

apropiado para el tejido, es decir si el tejido es fresco o 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 etílico absoluto. El propósito de la 

colección 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 

que ser destruidas mediante un método mecánico como la maceración y contenidas 

en un medio tampón de extracción; el cual está compuesto por detergentes y 

soluciones de baja o alta fuerza iónica, ya que, los iones salinos son atraídos hacia 

las cargas negativas del ADN para disolverse y poder extraerlos. 

 

El ADN debe ser protegido de la acción enzimática de las nucleasas por lo 

que se utiliza  EDTA (ácido etilen-diamintetraacético)  que es un agente quelante 

que une iones de magnesio y es considerado un cofactor necesario para las 

nucleasas. Posterior a la incubación inicial, las proteínas denaturadas y 

carbohidratos son separados al emulsicar  la mezcla tampón-tejido con fenol o 
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cloroformo (Rogers & Bendich. 1988). Para asegurar la remoción de proteínas se 

puede repetir la emulsificación con cloroformo; quedando el ADN atrapado en la 

fase acuosa de la solución. 

 

Después, se debe precipitar el ADN en etanol puro o isopropanol, el cual es 

específico 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 solución 

tampón (TE pH: 8.0) o en agua ultrapura (Ferreira & Grattapaglia, 1996).  El ARN 

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

 

Se debe tener en cuenta, en este proceso, que algunos polisacáridos no van 

a ser removidos por completo durante la extracción y afectan significativamente a la 

pureza del ADN; éstos inhiben la actividad de algunas enzimas como: polimerasas, 

ligasas y endonucleasas de restricción, lo cual puede producir la digestión parcial 

del ADN (Taylor, 1993).   

 

La contaminación puede ser evitada tomando en cuenta que la separación de 

los polisacáridos de los ácidos nucleicos dada por su diferencial de solubilidad en 

presencia de detergentes catiónicos como CTAB (Hexadecil trimetil bromuro de 

amonio), que se lo utiliza también en la solución tampón de extracción 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). 



 54 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. 3.11. Diagrama General de Extracción de ADN.  
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Figura. 3.12.  Diagrama de extracción de ADN con los protocolos CTAB y SDS. 
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Cuadro 3.5. Reactivos utilizados en la Extracción de ADN 

 

REACTIVO CARACTERÍSTICA FUNCIÓN 

Acetato de Potasio Sal 
Precipita proteínas al 
aumentar el poder iónico de 
la solución 

Acetato de Sodio Sal 
Precipita ADN al aumentar el 
poder iónico de la solución 

Cloroformo Solvente orgánico 

 Remueve lípidos 

 Desnaturaliza y evita la 
precipitación de  proteínas  

 Solubiliza y elimina al fenol 
de la solución 

CTAB (Hexadecil 
trimetil bromuro de 
amonio) 

Detergente 
Catiónico 
fácilmente 
removible por 
dilución. 

 Solubiliza polisacáridos 
 

EDTA(Ácido Etilen 

diamino tetra 
acético) 

Agente quelante 

 Atrapa iones de Ca++ y 
Mg++. 

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

Etanol/Isopropanol Alcoholes 
 Precipita ácidos nucleicos 
(a bajas temperaturas) 

Fenol Solvente orgánico 
 Desnaturaliza proteínas 

 Purifica ácidos nucleicos 

NaCl (cloruro de 
sodio) 

Sal  Equilibra fuerzas iónicas 

SDS (Dodecil 

sulfato de  
sodio) 

Detergente 
Aniónico 

 Solubiliza proteínas, tejidos 
y membranas 

TRIS (Hidroximetil  
amino metano) 

Tampón biológico 
 Mantiene estable el pH de 
la solución 

 (pH: 7.0 – 8.0) 

β - Mercaptoetanol Antioxidante 

 Evita colores pardos de las 
muestras 

 Escinde enlaces disulfuro 
en forma reversible 

Fuente: Rogers & Bendich (1988). 
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6. PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) 

 

6.1. Introducción 

 

La Reacción en Cadena de la Polimerasa o también llamada PCR (en inglés, 

Polymerase Chain Reaction), es una técnica de amplificación 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 manipulación de ciclos de 

elevación y disminución de la temperatura de esta reacción in Vitro, en las que se 

desnaturaliza y sintetiza la cadena copia deseada; así como la adición de moléculas 

necesarias para el flanqueo del segmento requerido (Primers, cebadores u 

oligonucléotidos), la elongación de la cadena (Taq polimerasa y dNTP‟s), así como 

de cofactores y catalizadores, que brindan las condiciones óptimas para que se dé 

la reacción de amplificación (MgCl2, 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). 

 

Según Yunis & Yunis (2002); Fernández (2002); Stryer et al. (2003) y Butler 

(2005), en 1958, Arthur Kornberg y sus colaboradores aislaron enzimas conocidas 

como ADN polimerasas, que promueven la formación de los enlaces entre unidades 

del eje del ADN. Posteriormente, la técnica de la amplificación del ADN, fue 

desarrollada por Kary Mullis, quien recibió el premio Nobel de Química en 1993, y 

miembros del Grupo de Genética Humana de la Corporación CETUS (hoy conocida 

como Roche Molecular Systems) en 1983.  

 

La técnica accede a obtener copias en forma exponencial de una región de la 

molécula de ADN, funcionando a manera de “fotocopiadora” de ácidos nucleicos, en 

donde al final del primer ciclo se tendrán 2n copias; en el segundo ciclo, 2n+1 copias 

(4), en el tercer ciclo, 2n+2 (8), en el cuarto ciclo 16 copias, luego 32, 64, 128, etc, 

como se observa en la Figura 3.13., lográndose al cabo de 30 ciclos 
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aproximadamente un billón de copias de la región de ADN copiada (Williams et al., 

1995; Valadez & Kahl, 2000 y Yunis & Yunis, 2002). 

 

 

Fuente: www.anbg.gov.au 
 
Figura 3.13. Amplificación 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 número "n" de veces y suponiendo que el número de copias de 
ADN se duplica en cada ciclo, se obtiene una cantidad de ADN de 2n, por lo 
que la amplificación se realiza en forma de progresión 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 baños maría, resultando tedioso, impreciso y extendiendo los tiempos 

correctos de cada etapa, por lo que se desarrolló un equipo que automatiza ésta 

técnica denominado Termociclador, el cual posee una extensa variedad de ciclos 

térmicos, pudiendo variar el número de muestras manejadas al mismo tiempo, el 

tamaño del tubo de la muestra y el volumen de los reactivos utilizados, así como la 

velocidad de cambio de temperatura.    

 

       

http://www.anbg.gov.au/


 59 

6.2. El Ciclo  

 

El principio de la técnica de PCR se basa en el proceso biológico de la 

Autoduplicación de la molécula de ADN, denominada también como Replicación, 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 división celular denominada 

mitosis.  

 

6.2.1. Desnaturalización 

 

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 hidrógeno (enlaces no covalentes), responsables de la 

unión entre los pares de bases nitrogenadas. Así mismo, las cadenas pueden 

separarse por acción de reactivos relativamente suaves como álcalis, formamida o 

urea, o por una brusca elevación de la temperatura; ésta última alternativa es la 

utilizada en el proceso de amplificación PCR, en el que se alcanza temperaturas de 

90° C aproximadamente, alcanzando el punto de fusión de la molécula de ADN (en 

inglés, “meeting temperature”), temperatura en la cual se deshace la mitad de la 

estructura helicoidal, formándose dos cadenas, las cuales servirán como molde 

para la síntesis 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 Desnaturalización, en el que la doble cadena de ADN es 

desnaturalizada por un minuto a 94° C para producir cadenas sencillas. Según 

Butler (2005), la temperatura de incubación 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 desnaturalización muy cortas, podrían dañar 

completamente la disociación molecular del ADN genómico. 

 

Es importante mencionar que, aunque la actividad de la enzima polimerasa 

decrece rápidamente a partir de los 95° C, por lo que es aconsejable disminuir el 

tiempo de incubación. 

 

Paso 1: 

Desnaturalización 

del ADN 

(92º C – 95º C)  

Fuente: http://www2.carthage.edu 

Figura 3.14. Desnaturalización del ADN. 

 

Por medio de la aplicación de calor a 94°C, se produce la separación de las 

dos cadenas de la molécula de DNA que se quiere amplificar. Al romperse los 

enlaces de hidrógeno, cada cadena actúa como molde para fabricar su 

complementaria. 

 

6.2.2. Hibridación 

 

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 más crítica, ya que existen muchos factores que pueden interferir la perfecta 

alineación del primer con la secuencia blanco. Así pues, los iniciadores pueden 

alinearse inespecíficamente a la cadena líder a temperatura ambiente, mientras las 

reacciones de la PCR están siendo preparadas, dando productos inespecíficos; esto 

también es posible al utilizar bajas temperaturas durante la alineación de los 

primers, creando productos llamados dímeros (Butler, 2005). 
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Según Williams et al. (1993); Hillis et al. (1996); Glover y Hames (2002) y 

Butler (2005), la alineación de los primers con el segmento de la cadena molde, es 

un proceso al azar, que depende de la concentración de los primers, la 

disponibilidad de sitios de alineación, la temperatura de alineación, peso molecular 

de los cebadores (iniciadores de bajo peso molecular tienen más posibilidades de 

alinearse adecuadamente), así 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 oligonucleótidos 

pueden hibridar con secuencias de la cadena molde con algún grado de homología 

a la secuencia designada. Para evitar estos problemas, es muy útil disminuir la 

concentración de otros cofactores, tales como la temperatura y la concentración de 

Magnesio. 

 

Paso 2: 

Hibridación con 

iniciadores 

(45ºC - 65ºC) 
 

Fuente: http://www2.carthage.edu 

Figura 3.15. Hibridación con cebadores 

 

La temperatura se disminuye rápidamente 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 sí y deben corresponder a los extremos del fragmento del 

DNA que se quiere amplificar.  

 

En la práctica, 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. Replicación 

 

Denominada también como fase de elongación, en la cual se sintetiza la 

nueva cadena, mediante la utilización de la enzima ADN polimerasa, la cual cataliza 

la adición de unidades de desoxinucleótidos fosfato (dNTPs) al molde de ADN 

preexistente (Primer), extendiendo y sintetizando el segmento objetivo de ADN. La 

polimerización de la cadena sencilla se realiza en dirección 5‟ – 3‟ (Figura 3.16.). 

 

Paso 3: Extensión 

con Taq polimerasa 

(65ºC – 75ºC)  

 Después de 

completar 

 el 2º ciclo tendremos 

 cuatro copias.  

 

Fuente: http://www2.carthage.edu 
 

Figura 3.16. Extensión con Taq polimerasa 
 

Para esta etapa, la temperatura se eleva a 72° C, con lo que la Taq 

polimerasa agrega los diferentes nucleótidos complementarios siguiendo el orden 

de la cadena que sirve de molde. 

 

En el núcleo celular, la replicación del ADN es bidireccional, y ya que las 

polimerasas son unidireccionales, la replicación de la doble cadena de ADN es 

distinta para cada eje: mientras el eje 5‟ – 3‟ se replica en forma continua  (cadena 

líder), la hebra 3‟ – 5‟ lo hace en forma discontinua (cadena rezagada), utilizando 

bloques denominados Fragmentos de Okazaki, que son segmentos pequeños de 

1,000 – 2,000 bases (Stryer et al., 2003; Passarge, 2004). 
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Fuente: Piqueras et al., 2002 
 

Figura  3.17. Proteínas implicadas en el mecanismo de replicación del ADN 

 

Según 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 extensión de todos los iniciadores en la mezcla de reacción, es de 72° C. 

De acuerdo con Butler (2005), las temperaturas y tiempos utilizados para la 

replicación por dos protocolos de amplificación de Applied Biosystems y Promega, 

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

 

La enzima ADN polimerasa más 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 más 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 existía una polimerasa termoestable, por 

lo que la técnica era lenta, ya que las polimerasas se desnaturalizaban y había que 

agregar nuevas enzimas en cada ciclo (Mullis & Faloona, 1987). Actualmente, se 

emplean un sinnúmero de ADN polimerasas termoestables, extraídas de 

microorganismos adaptados a estas temperaturas restrictivas.  

Cuadro 3.6. Enzimas ADN polimerasas comúnmente utilizadas para la 
reacción de polimerización en cadena (PCR). 

 

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

 

Cabe recalcar que, aunque la Taq polimerasa sea resistente a temperaturas 

de desnaturalización de 94° C, no es inmune a ésta, y un excesivo tiempo de 

desnaturalización reduciría su actividad enzimática.  
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Según Hillis et al. (1996) y Rodríguez et al.(2000), la enzima sufre el efecto 

meseta, es decir que después de un número determinado de ciclos de 

amplificación, llega a una fase estacionaria, así 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 específica de PCR en la que el producto 

de una amplificación es utilizado como molde para realizar una segunda 

amplificación 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 reacción de PCR en secciones histológicas o células, donde  

los productos generados pueden visualizarse en el sitio de amplificación. Se realiza 

primero amplificación de ADN blanco y luego detección mediante hibridación in situ 

convencional con sondas ADN/ARN. De esta manera pueden detectarse cantidades 

pequeñísimas de genoma viral (Ramírez et al., 2003). 
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6.3.3. PCR múltiplex  

 

Denominada también como PCR multiplexing, que amplifica más de una 

secuencia en una misma reacción, solamente adicionando más de un juego de 

primers (Edwards & Gibas, 1994). Para este tipo de reacción, es necesario que los 

pares de primers sean compatibles; en otras palabras, la temperatura de hibridación 

de los primers deberá ser similar y deberá evitarse regiones excesivamente 

complementarias para prevenir la formación de iniciadores dímeros que provocará 

que 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 conversión del ARN a un tipo de ADN llamado ADNc 

(ADN complementario). 

 

6.3.5. PCR en tiempo real 

 

Esta técnica fue descrita por primera vez por Higuchi y colaboradores de la 

Corporación CETUS en 1990. Permite cuantificar, la cantidad de ADN o ARN 

amplificado en cada momento. Para la detección de la cantidad de ADN específico 

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 está 

intacta, presentan una transferencia energética de fluorescencia por resonancia 

(FRET) (Higuchi et al., 1992; Higuchi et al.1993). 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Transcriptasa_inversa
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN_complementario
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Fluorocromo&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=FRET&action=edit
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7. CUANTIFICACION DE ADN  

 

7.1. Electroforesis 

 

La palabra electroforesis proviene del griego electron (carga) y del latín phore 

(soporte). La electroforesis consiste en el movimiento de moléculas cargadas en un 

campo eléctrico de corriente. 

 

La electroforesis es una técnica analítica de separación 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 relación carga/masa. Los ácidos nucleicos son macromoléculas 

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

 

La naturaleza del enlace fosfodiéster de las cadenas polinucleotídicas 

condiciona la carga de un ácido nucleico, que es aproximadamente igual al número 

de grupos fosfato. Bajo la influencia de un campo eléctrico, las moléculas del ADN 

migrarán desde el electrodo negativo, conocido como cátodo, hacia el electrodo 

positivo, denominado ánodo; bajo un campo eléctrico de corriente continua de alto 

voltaje, creado por una fuente de poder, el ADN se moverá rápidamente (Puertas, 

1999; Butler, 2005). 

 

La técnica fue desarrollada inicialmente por Arne Tisellius en 1930 para la 

separación de proteínas serícas (Erazo, 2006). Para aminoácidos, 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 proteínas, se usa gel de 

poliacrilamida con enlaces cruzados. Para oligómeros de nucleótidos 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 solución con  ácidos nucleicos en pocillos en el gel, permitiéndoles migrar 

hacia el terminal positivo a través de los poros del gel, que actúan como cedazo de 

las moléculas, por lo que la migración de las moléculas depende de su tamaño o 

peso molecular, y ya que la mayoría de las moléculas de ADN emigrará a la misma 

velocidad en el sistema acuoso de electroforesis (gel y solución tampón), formando 

una banda la cual incrementa su anchura durante la electroforesis debido al efecto 

de difusión. Cuanto más pequeña sea la molécula más deprisa podrá migrar a 

través del gel (Puertas, 1999).  

 

El número de pares de bases (pb) de ADN (tamaño), pueden ser 

determinadas mediante la corrida electroforética de ADN de tamaño conocido 

(comercial), paralelamente a las muestras de ADN problema;  se realiza la 

comparación entre la posición del ADN estándar con las otras muestras, y se puede 

calcular el número de pb, ya que la movilidad de un fragmento de ADN es 

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

 

Dos tipos de geles han sido utilizados para lograr la separación y 

cuantificación de ADN: geles de Agarosa, usados para separar y cuantificar 

moléculas y fragmentos de ADN de gran tamaño (600 bp – 23,000 bp), en análisis 

de RFLPs; y  geles de Poliacrilamida, que permiten analizar fragmentos de bajo 

peso molecular de ADN (100 bp – 400 bp) y secuencias nucleotídicas simples, ya 

que se obtiene una mejor separación y resolución (Hillis et al., 1996; Butler, 2005). 
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Fuente: Butler, 2005 

Figura 3.18. Ilustración que muestra la cuantificación de ADN humano. Una 
dilución consecutiva de ADN humano, es corrida en una membrana para hacer 
comparaciones. La cantidad de cada una de las muestras es estimada por 
comparación visual con respecto a la muestra patrón estandarizado. Por 
ejemplo, la muestra señalada con la flecha, aparentemente tiene 2.5 ng de 
ADN. 

 

7.1.1. Geles de Agarosa (AGE) 

 

La Agarosa es extraída de  un alga marina, cuyos poros tienen un diámetro 

de 2,000 angstroms (200nm) (Butler, 2005), y su preparación, al igual  que los geles 

de almidón es muy sencilla, ya que el ágar se disuelve agregando un adecuado 

buffer y elevando la temperatura de la disolución, 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 ágar tienen una 

gran concentración de grupos ácidos (carboxílicos y sulfatos), resultando en una 

gran electroendósmosis y ocasional adsorción de proteínas, lo que se puede 

superar con el uso de agarosa purificada (Harris  & Hopkinson, 1976). 
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Según Erazo (2006), la agarosa se compone de D-galactosa  y 3,6 anhidro L-

galactosa, cuya polimerización debida al calor, forma una malla entrelazada.  

Las concentraciones de agarosa utilizadas para cuantificación y separación 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 solución 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 visualización de la misma. El voltaje utilizado en geles de agarosa de 10 

– 40 cm de longitud, es de 100-600 Volts (Fotografía 3.6) (Yánez, 2002; Butler, 

2005). 

 

 

Fotografía 3.6. Procedimiento para la utilización 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 fenólicos y 

polisacáridos, forman un barrido a lo largo del carril. Esto es visible mediante la 

inclusión  de compuestos fluorescentes, como el Bromuro de Etidio (Valadez & 

Kahl, 2000). 
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Para la visualización de los fragmentos de ADN en agarosa, se puede 

incorporar nucleótidos radioactivos, aunque debido a su costo, esfuerzo, cantidad, 

han sido reemplazados por colorantes fluorescentes a la luz ultravioleta; sustancias 

altamente tóxicas, como el Bromuro de Etidio u otros compuestos comerciales, que 

se intercalan entre las bases de los ácidos nucleicos, permitiendo las bandas o 

fragmentos de ADN, y así conocer el tamaño de los mismos en pares de bases o su 

concentración (ng/ml), de acuerdo a la distancia emigrada o por la intensidad de la 

banda ((Dinesh et al., 1995;  Hillis et al, 1996).  

 

La  visualización se realiza mediante el uso de luz ultravioleta, en equipos 

denominados  Transiluminadores; el uso de cámaras digitales permiten registrar 

dichos análisis (Figura 3.19.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      Fuente: www.invitrogen.com 

Figura 3.19. Visualización de fragmentos de ADN en geles de agarosa 
de diferente concentración 

 

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 están altamente 

contaminadas con otras sustancias que son absorbidas por el espectro ultravioleta y 

esto puede impedir el certero análisis de las mismas. 
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La técnica se basa en la estimación de la cantidad de ADN en cada muestra 

mediante la fluorescencia emitida por el Bromuro de ethidio que está intercalado en 

las moléculas del ácido nucleico. Esto se debe a que la cantidad de fluorescencia es 

proporcional a la cantidad total de masa de ADN; la cuantificación de ADN en la 

muestra puede ser estimada por comparación de la fluorescencia de la muestra con 

la de una serie de estándares. Por este método pueden ser detectadas cantidades 

de ADN como desde 1 o 5 ng (Sambrook & Russell, 1989) 

 

El bromuro de etidio es un potente agente mutagénico y cancerígeno por lo 

que siempre se lo debe manipular con guantes y mascarilla, así como aislar todos 

aquellos materiales que hayan tenido contacto con esta solución (Valadez & Kahl, 

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 migrarán poco a diferencia de ácidos 

nucleicos de bajo peso  molecular, que migrarán mucho más rápido; mientras que 

las formas circulares de ADN migran más lento que las formas de ADNs lineares de 

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

 

 

 

 

 

 

Fuente: www.invitrogen.com 
 

Figura 3.20. Tres bandas de ADN plásmido (bandas de la izquierda – 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 definición (Hillis et al., 1996; Valadez & 

Kahl, 2000). A diferencia de los geles de agarosa, la poliacrilamida se corre en 

forma vertical únicamente, y puede ser transferido para hacer una hibridación 

(Church & Gilbert, 1984; Kreitman & Aguade, 1986). 

 

Según 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 reacción de polimerización de los 

monómeros en largas cadenas; la presencia de la bisacrilamida, permite el 

entrecruzamiento de los monómeros entre sí, creando poros con un diámetro de 

100-200 À. 

 

El tamaño de los poros aumenta o disminuye de acuerdo a la concentración 

de poliacrilamida con respecto a la cantidad de agua agregada, y también por la 

relación 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 µl de 

TEMED. 
 

 
Fuente: Cedeño et al. (2005) 
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Los geles de poliacrilamida no denaturados o nativos se utilizan para la 

separación 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 composición 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  o más 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 solución buffer para la  electroforesis.  

 

Para  la visualización de los fragmentos de ADN en geles de poliacrilamida, 

se utiliza la técnica de tinción 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 reacción, estas moléculas quedan reducidas y la plata se deposita en los 

sitios de reducción, facilitando la visualización de los ácidos nucleicos (Hillis et al., 

1996; Savelkoul et al., 1999; Valadez & Kahl, 2000). 
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7.2. Análisis óptico por absorción de luz   

 

Existen varias técnicas para la cuantificación de ADN como son la 

espectrofotometría y fluorescencia del Bromuro de Ethidio.  Estos métodos son de 

análisis óptico, y la aplicación de cada uno depende del objetivo de la investigación. 

7.2.1. Espectrofotometría 

 

Es un método de análisis óptico que básicamente se refiere a la medida de 

cantidades relativas de luz absorbida por una muestra, en función de la longitud de 

onda. Cada componente de la solución tiene su patrón de absorción de luz 

característico. Comparando la longitud de onda y la intensidad del máximo de 

absorción de luz de una muestra versus soluciones estándard, es posible 

determinar la identidad y la concentración de componentes disueltos en la muestra 

(solución incógnita) (Skoog et al., 2001). 

 

La cuantificación de ADN se realiza en el rango espectral de radiación 

ultravioleta que comprende desde 15 nm hasta 400 nm.  Específicamente 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 permitirá el cálculo 

de la concentración del ácido nucleico en la muestra. 

 

Una Densidad Óptica (DO) = 1 corresponde aproximadamente a 50 μg/ml de 

ADN de doble cadena, 40 μg/ml  de ADN de cadena sencilla y 20 μg/ml de  

oligonucleótidos de cadena sencilla.  

 

 La pureza estimada de los ácidos nucleicos se calcula mediante la relación 

DO 260/280nm. Muestras puras de ADN y ARN darán 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 contaminación con proteínas o fenol que no 

fueron removidos totalmente durante el proceso de extracción. (Sambrook & 

Russell, 1989). 
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 También es necesario hacer otra medición a 230 nm ya que puede 

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

 

1. A 230 nm se localiza la absorbancia mínima de ácidos nucleicos y 

nucleótidos, se localiza la absorbancia máxima de enlaces peptídicos, 

además de que cualquier absorción a 230 nm es indicativo de contaminación 

por proteínas. 

2. La absorbancia a 230 nm puede indicar la presencia de componentes 

orgánicos como solventes y antibióicos.  

3. La absorbancia a  230 nm también puede indicar contaminación con 

amortiguadores, ya que el Tris y EDTA, así como otras sales, absorben esta 

longitud de onda.(Valadez & Kahl, 2000) 

 

7.2.1.1. Espectrofotómetro 

 

Es un instrumento que permite comparar la radiación absorbida o transmitida 

por una solución que contiene una cantidad desconocida de soluto, y una que 

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

 

Los componentes básicos de un espectrofotómetro son: 

 Fuente estable de energía radiante 

 Monocromador para desdoblar la radiación en las longitudes de onda que la 

forman celdas transparentes  para receptar la muestra 

 Detector de la radiación con un sistema acoplado de lectura. 

 

Figura 3.21. Diagrama en bloques de un espectrofotómetro. (Pecsok & Donald,  

1990) 

Fuente de 

radiación 

Monocromador Celda de 

absorción 

Detector Medidor 

http://es.wikipedia.org/wiki/Espectrofot%C3%B3metro
http://es.wikipedia.org/wiki/Radiaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Soluto
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7.2.1.2. Protocolo de Cuantificación de ADN por Espectrofotometría 

 

 Agregar 20 μl de la muestra patrón de ADN a un tubo que contenga 1980 μl de 

amortiguador TE o agua bidestilada estéril, mezclar perfectamente y leer la 

absorbencia (DO) en el espectrofotómetro a 260 y 280nm. 

 Calcular la concentración de ADN en la solución de acuerdo a la siguiente 

fórmula: 

 

Figura 3.22.  Fórmula de cuantificación de la concentración de ADN mediante 
espectrofotometría. Las unidades de concentración están dadas en 
microgramos por micro litro. Do 260 es el valor obtenido en el 
espectrofotómetro a una longitud de onda de 260 nm.  100 es el factor de 
dilución.  50 μg/ml es el valor equivalente a una  absorbancia.  1000 es el valor 
por el que se divide para transformar mL en μl. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Do 260 * 100 (factor de dilución) * 50 μg/ml    / 1000 μg/μl  = ADN 
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IV. MATERIALES Y METODOS 

 

1. UBICACION GEOGRAFICA 

 

1.1. Localización 

 

La presente investigación 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 ubicación 

geográfica se detalla: 

 

 Cantón:  Rumiñahui 

 Parroquia: San Fernando 

 Latitud:  0º 23‟ 20” (S) 

 Longitud: 78º 24‟ 44” 

 Altitud:  2748 msnm  

    (Según Pozo et al., 2003) 

 

1.2. Características Agroclimáticas 

 

Temperatura media anual: 13.5° C 

Precipitación media anual: 1200 mm 
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2. MATERIALES 

 

2.1. Cariotipo 

2.1.1. Materiales 

 

 Preñadillas 

 Truchas 

 Acuarios 

 Baldes de plástico 

 Cajas petri 

 Equipo de disección 

 

 

 

 Jeringuillas 1 - 3 ml 

 Mechero 

 Medidor morfométrico 

 Pipetas pasteur 

 Placas portaobjetos 

 Tubos de ensayo de 

vidrio 

2.1.2. Equipos 

 

 Balanza 

 Centrífuga 

 Incubadora 

 Microscopio 

 Oxigenadores 

 Refrigeradora 

 

2.1.3. Reactivos  

 

 Alcohol etílico absoluto (conservación de muestras) 

 Cloruro de Potasio 0.075 M   (solución Hipotónica) 

 Colchicina 0.08%     (estimulante de división mitótica) 

 Esencia de clavo de olor   (Anestésico) 

 Fijador Carnoy  (Metanol + Acido acético 3:1) 

 Metanol 

 Solución Giemsa    (tinción de cromosomas) 
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2.2. Hemograma 

 

2.2.1. Materiales 

 

 Preñadillas 

 Truchas 

 Acuarios 

 Baldes de plástico 

 Cámara de Neubauer 

 Jeringuillas de 1 - 3 ml 

 Lector de Hematocrito 

para tubos capilares 

 Medidor morfométrico 

 Pipetas hematocríticas 

 Tubos capilares  

 

2.2.2. Equipos 

 

 Centrífuga 

 Microscopio 

 Oxigenadores 

 

2.2.3. Reactivos  

 

 Agua destilada 

 Cloruro de Sodio 85%   

 Colorante Wright 

 EDTA      (Anticoagulante) 

 Esencia de clavo de olor  (Anestésico) 

 Heparina sódica    (Anticoagulante) 

 

 

 

 

 



 81 

 

 

 

 

 

Fotografía 4.1. Materiales y reactivos utilizados en el Hemograma 

2.3. Recolección de Muestras para Extracción de ADN 

 

2.3.1. Materiales 

 Tijeras 

 Balde 

 Red 

 Jeringuillas 

 Tubos eppendorf 

 Cooler 

 

2.3.2. Reactivos 

 Alcohol Etílico 

 Aceite de Clavo 

 EDTA anticogulante o      

Heparina sódica 

 TE (Tris – EDTA) 

 ß mercapto etanol 

2.4. Extracción de ADN 

 

2.4.1. Materiales 

 Tubos eppendorf 1.5 ml 

 Micropipetas 

 Puntas 1000 µl y 200 µl 

 Flotadores 

2.4.2. Equipos 

 Incubadora baño maría 

 Microcentrífuga 

 Vortex 

 Balanza Analítica 
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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) 

 ß mercapto etanol 

 Cloroformo 

 Alcohol Isoamílico 

 Alcohol Etílico Anhidro 

 Alcohol Isopropílico 

 Cloruro de Sodio 

 Hidróxido de Sodio 

 Acido Clorhídrico 

 Proteinasa K 

 Acetato de Amonio 

 Agua MiliQ 

 ReadyAmp™ Genomic  

DNA Purification 

System 

2.5. Visualización de ADN 

 

2.5.1. Materiales 

 Matraces Erlenmeyer  

 Vasos de Precipitación  

 Probetas  

 Micropipetas 

 Puntas 10 µl 

2.5.2. Reactivos 

 Agarosa Ultra Pura 

 TAE (Tris-Acetato-EDTA) 

 TBE (Tris-Borato-EDTA) 

 Low DNA Mass Ladder 

 Loading Dye 10X 

 Acrilamida 

 Bisacrilamida 

 Amonio persulfato 

 TEMED  

 Nitrato de plata 

 Hidróxido de sodio 

 Formaldehído 

 Acido Acético 
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2.5.3. Equipos 

 Cámaras de Electroforesis (Horizontal y Vertical)  

 Fuente de poder 

 Transiluminador de rayos UV 

 Fuente de luz blanca 

 

2.6. Espectrofotometría  

  

2.6.1. Materiales 

 Celdas de plástico o cuarzo  3 ml   

2.6.2. Equipos  

 

 Espectrofotómetro  

2.6.3. Reactivos  

 Muestras de ADN disueltas en TE 

 TE 1X   (medio de dilución de ADN y blanco) 

 

Fotografía. 4.2. Materiales, reactivos y equipo para cuantificación de 

ADN por espectrofotometría 
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3. METODOS 

 
 

3.1. Material Experimental 

 

Se muestreó 9 individuos de la especie Oncorhynchus mykiss en las 

instalaciones del Proyecto Acuícola de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, a los 

cuales se les extrajo pequeños pedazos (50 – 100 mg) de aleta dorsal, caudal por 

medio de tijeras de disección, y 3 ml de sangre aproximadamente.  

El origen de estos individuos es el Centro de Investigaciones Acuícolas 

(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 sanguíneas para 

el Protocolo CTAB 5%; 

- 3 cortes de aleta dorsal, 3 de aleta caudal y 3 extracciones sanguíneas para 

el Protocolo SDS 10%; 

- 3 cortes de aleta dorsal, 3 cortes de aleta caudal y 3 extracciones 

sanguíneas para el Kit de Extracción ReadyAmp™ Genomic DNA Purification 

System. 

 

Al mismo tiempo, fueron muestreados 9 individuos de la especie Astroblepus 

ubidiai en las instalaciones del Proyecto Acuícola de la Facultad de Ciencias 

Agropecuarias, a los cuales se les extrajo pequeños pedazos (10 – 50 mg) de aleta 

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

 

El origen de estos individuos es la Cuenca Hidrográfica del lago San Pablo, 

provincia de Imbabura. 
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Este muestreo permitió obtener: 

- 3 cortes de aleta dorsal, 3 de aleta caudal y 3 extracciones sanguíneas para 

el Protocolo CTAB 5%; 

- 3 cortes de aleta dorsal, 3 de aleta caudal y 3 extracciones sanguíneas para 

el Protocolo SDS 10%; 

- 3 cortes de aleta dorsal, 3 cortes de aleta caudal y 3 extracciones 

sanguíneas para el Kit de Extracción ReadyAmp™ Genomic DNA Purification 

System. 

 

En la determinación del componente genético de trucha y preñadilla se 

utilizaron 8 individuos de cada especie, de los cuales se extrajeron órganos como: 

branquias, hígado, riñon y médula espinal. 

 

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

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

de sangre, respectivamente. 

 

3.2. Metodología Experimental 

  

3.2.1. Ubicación 

 

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

de Ciencias Agropecuarias IASA, de la Escuela Politécnica del Ejército ESPE. 

 

En la preparación del cariotipo, tanto en trucha como en preñadilla se utilizó 

el protocolo para la obtención de Células Mitóticas modificado por Martino Giuseppe 

y optimizado en la Facultad de Ciencias Agropecuarias IASA. 

 

 

 



 86 

3.2.2. Protocolo para la obtención de Cariotipo 

 

 

1. Se anestesió a los animales con una solución de clavo de olor  20 ppm por 5 

minutos. 

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

3. La colección de tejidos fue principalmente de zonas como: riñones, hígado, 

branquias, médula espinal, macerando o raspando los tejidos para obtener 

una muestra celular más pura. 

4. La solución hipotónica que se utilizó fue KCl 0.075M, se puso gota a gota la 

solución hasta tener contacto con las células y luego hasta completar 10 ml.  

El tiempo de contacto de KCl y la solución celular fue 6 minutos y máximo 15 

minutos. 

5. Se colocó el fijador Carnoy, después de eliminar el KCl; se centrifugó y repitió 

este paso 3 veces, se dejó en refrigeración 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 solución, se fijó en un mechero. 

7. La tinción se hizo con una solución de colorante Giemsa y agua destilada en 

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

 

 

3.2.2.1. Protocolo de preparación de cariotipos para trucha 

 

 

Disminución de la excitación nerviosa: Se empleó una solución sedante 

de esencia de clavo de olor de 20 ppm y agua. Para truchas se utilizaron 4 ml de la 

solución anestésica en 10 litros de agua, se sumergieron a los individuos durante 2 

minutos en acuarios con oxigenadores.   
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Inhibidor mitótico: Los animales fueron inyectados por vía intraperitoneal e 

intramuscular con colchicina con una concentración del 0.08%. La cantidad a 

inyectarse está en función 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 recuperación.   

 

Colección de tejidos: Al transcurrir 2 horas para verificar el efecto del 

inhibidor mitótico se sumergieron nuevamente en la solución sedante a los 

animales. Después se procedió a extraer el epitelio branquial, riñón, médula ósea e 

hígado con pinzas de disección y colectarlos en una caja petri, trocear los tejidos en 

fragmentos más pequeños para separar las células y suspenderlas. 

 

Solución  Hipotónica: Se utilizó una solución de cloruro de potasio a una 

concentración del 0.4%.  El tejido fue colectado en tubos de ensayo y gota a gota se 

colocó la solución hipotónica hasta 10 ml.  Se dejo a temperatura ambiente por 6 

minutos y cómo máximo 15 minutos. Se hicieron algunas pruebas previas de 

hipotonía alternando  tiempo y temperatura en una incubadora, de las cuales se 

obtuvieron observaciones como que la trucha es más sensible al efecto del KCl por 

lo que necesita menor tiempo y temperatura ambiente.  

 

Adición del fijador Carnoy: Después de la incubación, se retiró el 

sobrenadante con la solución hipotónica de cada muestra depositada en los tubos 

de ensayo y se adicionaron, en las soluciones  de células suspendidas, 10 ml del 

fijador Carnoy  que está compuesto por 3 partes de metanol absoluto y 1 parte de 

ácido acético glacial.  Con agitaciones vigorosas para lavar las células. Este 

procedimiento se repitió 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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Preparación de la placa: Las placas portaobjetos estuvieron previamente 

refrigeradas y sumergidas en alcohol etílico.  Se tomó con las pipetas alícuotas de 

las soluciones celulares y a una altura de 60 cm aproximadamente se goteó sobre 

la superficie de cada placa, para obtener un efecto de dispersión uniforme y ligero. 

Se etiquetaron y llevaron las placas al mechero para fijar cada muestra, luego se 

procedió a la tinción. 

 

Preparación del colorante Giemsa: Fue preparada una solución madre: en 

un vaso de precipitación se mezclaron 33 ml de glicerina con 0.5 g de Giemsa y se 

dejó a baño maría a 55º C durante 24 horas.  Luego se añadió 33 ml de alcohol 

metílico y se dejó reposar por 24 horas.  Se filtró, se guardó en un frasco oscuro y 

en refrigeración. 

 

Tinción con Giemsa: Se preparó una solución con 30 ml de Giemsa en 90 

ml de agua destilada y se sumergieron las placas durante 20 minutos para su 

tinción. Al cabo de este tiempo se retiraron las placas, se lavaron ligeramente con 

agua y se dejaron secar. 

 

Observación en microscopio: Se procedió 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 procedió a imprimir y recortar los 

cromosomas.  Al obtener los  juegos cromosómicos, se ordenaron de acuerdo a su 

tamaño y forma, luego se formaron los pares cromosómicos finalmente se contaron 

el número de pares de cada especie para determinar el número cromosómico y 

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

3.2.2.2.  Protocolo de preparación de cariotipo de preñadilla 

 

Disminución de la excitación nerviosa: Se empleó una solución sedante 

de esencia de clavo de olor de 20 ppm y agua. En el caso de preñadillas se 

utilizaron 4 ml de la solución anestésica en 2 litros de agua, los animales 

permanecieron durante 7 minutos en acuarios con oxigenadores hasta que 

disminuya su actividad nerviosa. 

 

Inhibidor mitótico: Los animales fueron inyectados por vía intramuscular 

con colchicina con una concentración del 0.08%. La cantidad a inyectarse está en 

función 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 recuperación.   

 

Colección de tejidos: Al transcurrir 2 horas para verificar el efecto del 

inhibidor mitótico se sumergieron nuevamente en la solución sedante a los 

animales. Después se procedió a extraer el epitelio branquial con pinzas de 

disección y colectarlos en una solución hipotónica en tubos de ensayo de vidrio de 

15 ml.  El tejido fue troceado en fragmentos más pequeños para separar las células 

y suspenderlas. 
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Solución  Hipotónica: Se utilizó una solución de cloruro de potasio a una 

concentración del 0.4%.  El tejido fue colectado en tubos de ensayo con alícuotas 

de 10 ml de la solución hipotónica.  Se agitó constantemente con pipetas de 

transferencia de vidrio durante 2 minutos cada muestra. El tiempo de contacto debe 

ser mínimo 6 minutos y máximo 15 minutos y a temperatura ambiente, ésto según 

las pruebas previas.  

 

Adición del fijador Carnoy: Después de eliminar la solución hipotónica se 

retiró el sobrenadante con la solución hipotónica de cada muestra depositada en los 

tubos de ensayo y se adicionaron, en las soluciones  de células suspendidas, 10 ml 

del fijador Carnoy  que está compuesto por 3 partes de metanol absoluto y 1 parte 

de ácido acético glacial.  Con agitaciones vigorosas para lavar las células este 

procedimiento se repitió 3 veces.  Las suspensiones celulares fueron centrifugadas 

durante 10 minutos a 1000 rpm.  Después se refrigeraron las muestras durante 12 

horas. 

 

Preparación de la placa: Las placas portaobjetos estuvieron previamente 

refrigeradas y sumergidas en alcohol etílico.  Se tomó con las pipetas alicotas de las 

soluciones celulares y a una altura de 60 cm aproximadamente se goteó sobre la 

superficie de cada placa, para obtener un efecto de dispersión uniforme y ligero. Se 

etiquetaron y llevaron las placas al mechero para fijar cada muestra, luego se 

procedió a la tinción. 

 

Preparación del colorante Giemsa: Fue preparada una solución madre: en 

un vaso de precipitación se mezclaron 33 ml de glicerina con 0.5 g de Giemsa y se 

dejó a baño maría a 55º C durante 24 horas.  Luego se añadió 33 ml de alcohol 

metílico y se dejó reposar por 24 horas.  Se filtró, se guardó en un frasco oscuro y 

en refrigeración. 
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Tinción con Giemsa: Se preparó una solución con 30 ml de Giemsa en 90 

ml de agua destilada y se sumergieron las placas durante 20 minutos para su 

tinción. Al cabo de este tiempo se retiraron las placas, se lavaron ligeramente con 

agua y se dejaron secar. 

 

Observación en microscopio: Se procedió 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 procedió a imprimir y recortar los 

cromosomas.  Al obtener los  juegos cromosómicos, se ordenaron de acuerdo a su 

tamaño y forma, luego se formaron los pares cromosómicos finalmente se contaron 

el número de pares de cada especie para determinar el número cromosómico y 

determinar el sexo del individuo que se tomó como muestra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fotografía 4.4. Cromosomas de Preñadilla. 

 Vista en microscopio 
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3.2.3. Metodología para Hemograma de Trucha 

 

1. Como primer paso los individuos fueron sedados. Se empleó una solución 

sedante de esencia de clavo de olor de 20 ppm y agua. Para truchas se 

utilizaron 4 ml de la solución 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 

que disminuya su actividad nerviosa. 

 

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

longitud. 

 

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

punciones se realizaron en la región caudal, a nivel de la línea media, en 

trucha  

 

 

Figura 4.1. Puntos de extracción de sangre en Trucha 

 

4. 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 realizó el hematocrito, que consiste en la comparación y 

medición del producto centrifugado (división del plasma y elementos 

figurados de la sangre) con una tabla hemotocrítica de resultados que 

determina en porcentaje el contenido de elementos figurados en esa 

muestra. 
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5. Para el conteo de glóbulos rojos se tomó una muestra de sangre en la 

pipeta hematológica y se aforó con cloruro de sodio al 0.85%, se agitó y 

eliminando las primeras 5 gotas se colocó en la cámara de Neubauer para 

llevar la placa al microscopio y contar los eritrocitos. Se cuentan 5 campos 

de la cámara para glóbulos rojos y 4 campos para glóbulos blancos. En el 

caso de eritrocitos el número de glóbulos rojos contados se multiplica por 

10 000. 

Para calcular el número de eritrocitos/mm3 de sangre total, se utiliza la 

siguiente fórmula, donde N representa el número de eritrocitos/mm3. 

 

 

Esta fórmula se fundamenta en las consideraciones que a continuación se detallan: 

Dilución de la sangre = 1:200 

Profundidad de la cámara cuenta-glóbulos = 0.1 mm 

Cada cuadro pequeño = 1/400 mm2 

Número de cuadros pequeños contados = 80 

 

En la praćtica rutinaria, es suficiente multiplicar × 10 000 el número total de 

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

 

 

 

 

 

 

 

Fotografía 4.5. Eritrocitos nucleados, glóbulos blancos de trucha (izq). 
 Conteo de eritrocitos en la cámara de Neubauer (der.) 
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3.2.4. Metodología para Hemograma de Preñadilla 

 

1. Inicialmente los individuos fueron sedados. Se empleó una solución sedante 

de esencia de clavo de olor de 20 ppm y agua. En el caso de preñadillas se 

utilizaron 4 ml de la solución anestésica en 2 litros de agua, los animales 

permanecieron durante 7 minutos en acuarios oxigenados hasta que 

disminuya su actividad nerviosa. 

 

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

 

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

punciones se realizaron en la parte superior central, a la altura del corazón, 

en las preñadillas. 

 

 

Figura 4.2. Punto de extracción de sangre en preñadilla 

 

4. 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 realizó el hematocrito, que consiste en la comparación del 

producto centrifugado (división 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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5.  Para el conteo de glóbulos rojos se tomó una muestra de sangre en la pipeta 

hematológica y se aforó con cloruro de sodio al 0.85%, se agitó y eliminando 

las primeras 5 gotas se colocó en la cámara de Neubauer para llevar la placa 

al microscopio y contar los eritrocitos. Se cuentan 5 campos de la cámara 

para glóbulos rojos y 4 campos para glóbulos 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 metodología indicada para truchas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fotografía 4. 6. Eritrocitos nucleados y teñidos de preñadilla. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

con sangre centrifugada de trucha (der.) sobre una tabla hematocrítica 
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3.2.5. Recolección de Muestras para extracción 

 

Para la recolección de las muestras en fresco, se procedió a preparar una 

solución de agua, alcohol etílico y esencia de aceite de clavo de olor en un balde en 

la siguiente proporción (20 l : 0.4 ml : 0.4 ml) para obtener una concentración de 20 

ppm. Esta solución debe tener una provisión de oxígeno, para lo cual se mantiene 

un oxigenador en el líquido. Se sumergen los peces en la disolución 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 porción 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 línea 

media longitudinal del pez o 100µl de sangre de la preñadilla con una jeringuilla de 

insulina, clavando la aguja en la parte ventral a la altura del corazón; previamente 

las jeringuillas fueron preparadas con EDTA anticoagulante o Heparina sódica. 

 

Las muestras de aleta se conservan en tubos eppendorf de 1.5 ml que 

contengan 500 µl de TE 1X + 10 µl  ß mercapto etanol (Arctander, 1988). Los tubos 

deben ser marcados con marcador permanente, indicando especie, zona corporal y 

número (iniciales) (Remsen, 1977; Herman, 1980). Las muestras de sangre son 

conservadas en las jeringuillas. Las muestras deberán transportarse por medio de 

un cooler, al lugar de extracción, o serán 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. Extracción de ADN 

 

 

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

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

modificados. 

 

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

modificado 

 

1. En un tubo eppendorf dispensar: 5 µl proteinasa K, 500 µl CTAB 5%, 10 µl 

ßmercapto etanol a una temperatura de 60° C. 

2. Colocar la muestra de aleta o sangre; macerar con pistilos plásticos las 

muestras de aleta o vortexear las muestras con sangre hasta homogenizar 

las muestras. 

3. Incubar a baño maría por 1 hora a 70° C, revolviendo las muestras c/ 10 

minutos.  

4. Centrifugar las muestras a 14 000 RPM por 10 minutos. 

5. Recuperar el sobrenadante en un tubo nuevo. 

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

7. Agitar y centrifugar a 14 000 RPM por 5 minutos. 

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

9. Recuperar el sobrenadante en un nuevo tubo. 

10. Añadir 500 µl 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. Añadir 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 µl TE 1X e incubar a 37° C por 30 minutos. 
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3.2.6.2. Protocolo de Extracción SDS 10% (Shagui – Moroof, 1994) 

modificado 

 

1. En un tubo eppendorf dispensar: 5 µl proteinasa K, 500 µl SDS 10%, 10 µl ß  

mercapto etanol a una temperatura de 60° C. 

2. Colocar la muestra de aleta o sangre; macerar con pistilos plásticos las 

muestras de aleta o vortexear las muestras con sangre hasta homogenizar 

las muestras. 

3. Incubar por 1 hora a 70° C, revolviendo las muestras cada 10 minutos.  

4. Centrifugar las muestras a 14 000 RPM por 10 minutos. 

5. Recuperar el sobrenadante en un tubo nuevo. 

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

7. Agitar y centrifugar a 14 000 RPM por 5 minutos. 

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

aprox.). 

9. Recuperar el sobrenadante en un nuevo tubo. 

10. Añadir 500 µl 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. Añadir 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 µl NH4Ac 0.2 M. 

17. Centrifugar a 7 000 RPM por 3 minutos. 

18. Eliminar el NH4Ac 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 µl TE 1X e incubar a 37° C por 30 minutos. 
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3.2.6.3. Protocolo de Extracción ReadyAmp™ Genomic DNA 

Purification System modificado  

 

1. Precalentar dos equipos de baño maría: uno a 70° C, y el segundo a 100° C. 

2. Transferir 1 ml de Agua Libre de Nucleasa, 10 µl  ß mercapto etanol y 5 µl de 

proteinasa K a un tubo eppendorf de 1.5 ml. 

3. Agregar 1 – 400 µl 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.  

5. Incubar las muestras de aleta a 70° C por 10-15 minutos y macerar con 

pistilos plásticos hasta homogenizar la muestra. 

6. Centrifugar las muestras a 15 000 RPM por 2 minutos. 

7. Descartar el sobrenadante y conservar el pellet. 

8. Agitar vigorosa y continuamente la Resina resuspendida con un agitador 

magnético y dispensar 200 µl en cada tubo. 

9. 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 centrifugación del paso 14 antes de 

usar. 
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3.2.7. Cuantificación  

 

La técnica empleada fue el análisis 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 tinción de plata. Se utilizó la solución patrón (Low DNA Mass 

Ladder).  La Fotografía. 4.8. muestra el bandeado de esta solución patrón (4 µl/ 

pocillo )  con su respectivas equivalencias en ng y bp. 

 

 

   Fuente: www.invitrogen.com 
 
Fotografía 4.8. Corrida electroforética de la solución patron Low DNA Mass 
Ladder para estimar la masa desconocida de muestras de AND por tinción con 
bromuro de etidio en gel de agarosa 2%, y en presencia de luz ultravioleta. 
Esta solución patrón es preparada a partir de ADN  plásmido. La escala 
consiste de una mezcla equimolar de 6 fragmentos de 100 a 2 000 bp. 

 

 
 
 
 

http://www.invitrogen.com/
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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 solución patrón utilizado. 
 

 
   Fuente: www.invitrogen.com 

 

3.2.8. Cuantificación con geles de agarosa 2%  

 

3.2.8.1. Preparación del Gel de Agarosa 2% 

 

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

2. Llevar al microondas y disolver la solución. 

3. Agregar 30 µl de Bromuro de Etidio a la solución. 

4. Verter el contenido en el molde acrílico de la cámara electroforética. 

5. Colocar la peineta y dejar enfriar. 

6. Retirar la peineta y llenar la cámara con buffer TAE 1X. 

 

3.2.8.2. Carga de muestras y corrida del gel 

 

1. En papel encerado dispensar pequeñas gotas de 2 µl de Loading dye. 

2. Agitar las muestras de ADN diluidas y dispensar 3 µl de solución. 

3. Mezclar con las gotas de loading dye y cargar en los pocillos del gel. 

4. Cargar el Low DNA Mass Ladder (2 µl) en el primer pocillo.  

5. Cerrar la cámara y conectar los cables a la fuente de poder. 
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6. Correr las muestras a 75 V por 1 hora. 

7. Desconectar la fuente de poder y dejar enfriar. 

8. Visualizar el gel en el transiluminador. 

9. Tomar la fotografía y analizar las muestras. 

 

 

Fotografía 4.9. Cuantificación Visual Comparativa de muestras de ADN y 
solución patrón Low DNA Mass Ladder (primer pocillo de la izquierda) (a 
continuación 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. Cuantificación con geles de poliacrilamida 5% 

 

3.2.9.1. Geles de Poliacrilamida 5% 

 

MONTAJE DE PLACAS  

1. Limpiar placas con etanol y papel toalla. 

2. Aplicar 500 µl solución antiadherente y esparcir  

3. Aplicar 120 µl solución pegante en los bordes de la placa y esparcir. 

4. Colocar espaciadores en filos verticales y colocar la tapa. 

5. Asegurar con pinzas los bordes. Asegurar los bordes con cinta adherente. 

 

 

2,000 bp 

1,200 bp 

800 bp 

 

 

400 bp 

200 bp 

 

100 bp 

ADN 
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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 µl TEMED 

- 350 µl APS 10% 

- Verter solución 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 polimerización. 

- Retirar el peine con agua desionizada o TBE 1X. Retirar los bordes de gel. 

- Colocar las placas en la cámara electroforética vertical. 

- Correr el gel a 50 V por 15 minutos. 

 

CARGA DE MUESTRAS Y CORRIDA DEL GEL 

- En papel encerado dispensar pequeñas gotas de 2 µl de Loading dye. 

- Agitar las muestras de ADN diluidas y dispensar 3 µl de solución. 

- Mezclar con las gotas de loading dye y cargar en los pocillos del gel 

- Cargar con Low DNA Mass Ladder (2 µl) en el primer pocillo izquierdo. 

- Cerrar la cámara 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 solución de fijación por 20 minutos; en la solución de 

impregnación por 20 minutos; en la solución de lavado (agua destilada) por 1 

minuto; y, en la solución de revelado por 10 – 15 minutos. 

- Llevar a una fuente de luz blanca. Visualizar y tomar fotografía. 

 



 104 

 

 

 

Fotografía 4.10. Cuantificación de ADN en gel de poliacrilamida 5%, mediante 
análisis comparativo con Low DNA Mass Ladder. A la izquierda se observa el 
bandeado de la solución patrón. Arriba en los pocillos se observa el ADN.  

 

 

3.2.10. Metodología para cuantificación de ADN por Espectrofotometría 

 

 

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

TE, agitadas y llevadas al espectrofotómetro para su lectura. 

 

 

2.- El espectrofotómetro  debe estar calibrado para medir una longitud de onda de 

espectro ultravioleta, se midió la absorbencia de cada muestra para el posterior 

cálculo de la concentración mediante una fórmula matemática. 

 

 

 

 

 

 

Low 

Mass  

Ladder 

Muestras CTAB 5% Muestras 

SDS 10% 
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V. RESULTADOS  

 

1. ANÁLISIS DEL COMPONENTE CROMOSÓMICO 

 

En el estudio del componente cromosómico de las especies Oncorhynchus 

mykiss y Astroblepus ubidiai se determinó el número cromosómico diploide y 

clasificación de los cromosomas en grupos según su morfología y tamaño.  

 

1.1. Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) 

 

El cariotipo, número diploide y haploide de esta especie de salmónido ya ha 

sido determinada, sin embargo, hay que tomar en cuenta las especies utilizadas 

para los cruces, origen, las hibridaciones, poliploidías o la manipulación 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 determinación del sexo de la trucha arco iris se utiliza el sistema de 

determinación de sexo XX/XY (Morán et al, 1995). 

Obtenidas las fotografías de las metafases, su clasificación según tamaño y forma 

de los cromosomas se encontraron en la trucha arco iris 4 grupos de cromosomas 

más 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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Cariotipo de Trucha Arco Iris
2n= 60 cromosomas

Macho

A

B

C

D

PAR SEXUAL

 
Figura 5.1. Cariotipo de trucha arcoiris 

 

 

 

 

1.2. Preñadilla (Astroblepus ubidiai) 

 

 

Hasta el momento no existen o no han sido publicados estudios citogenéticos 

acerca de la preñadilla, lo que dificulta la discusión, sin embargo se pueden 

comparar y relacionar rasgos característicos del orden, en este caso siluriformes y 

las  familias más cercanas a Astroblepidae como Loricariidae y Ariidae5. 

 

                                                
5 Barriga, R. 2007.  Astroblepus ubidiai (entrevista). Quito. Escuela Politécnica 
Nacional 
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La preñadilla presenta en su cariotipo 52 cromosomas que fueron ubicados 

en 6 grupos más el par sexual XX para macho o XY para hembra. Los resultados 

muestran la siguiente distribución y ordenación cromosómica: 1 par de cromosomas 

submetacéntricos grandes, 7 pares submetacéntricos medianos, 3 metacéntricos 

grandes, 3 pares de telocéntricos grandes, 8 pares metacéntricos medianos, 3 

telocéntricos pequeños y dos cromosomas metacéntricos sexuales, definiendo al 

individuo en estudio como hembra con los cromosomas sexuales XX.    

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 5.2. Cariotipo de preñadilla 
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2. ANÁLISIS ESTADISTICO   

 

2.1. Tamaño 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 continuación se presentan los pesos y volúmenes de las muestras.   

 

Cuadro 5.1. Pesos de aletas (dorsal y caudal) y volúmenes de sangre 
utilizados como muestras para la extracción de ADN en trucha y preñadilla. 
 
 

TAMAÑO DE LA MUESTRA ( mg – μl) 

   

TRUCHA  

Zona de 
extracción 

PROTOCOLO 

CTAB 
5% 

SDS 
10% 

R.A. 
KIT 

dorsal 60 mg 60 mg  60 mg  

caudal 70 mg  70 mg 70 mg 

sangre 500 μl 500 μl 500 μl  

   

PREÑADILLA  

Zona de 
extracción  

PROTOCOLO 

CTAB 
5% 

SDS 
10% 

R.A. 
KIT 

dorsal 10 mg  10 mg 10 mg 

caudal 15 mg  15 mg 15 mg 

sangre 5 μl  5 μl 5 μl 

 
  

 



 109 

2.2. Concentración Media de ADN  

 

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

obtenidas para cada tejido extraído o zona de extracción (aleta caudal, dorsal y 

sangre), para cada protocolo utilizado (CTAB 5%, SDS 10% y R.A. Kit) en las 

especies trucha arco iris y preñadilla, cuantificadas mediante las técnicas de 

espectrofotometría y análisis comparativo de muestras coloreadas con tinción de 

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

de poliacrilamida (5%). 

 

Cuadro 5.2. Concentración media de ADN cuantificado por espectrofotometría 
y análisis comparativo en geles de agarosa y poliacrilamida, para cada 
protocolo de extracción (CTAB 5%, SDS 10% y Kit) en las tres zonas 
corporales de extracción (aletas dorsal, caudal y sangre) en trucha arco iris y 
preñadilla. 
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Previa a la realización de la prueba F del análisis de varianza usual, se procedió 

a comprobar con los supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia 

de los errores que fundamentan dicho análisis; comprobándose que estos no 

cumplían con lo supuestos de normalidad, por lo que se consideró necesario utilizar 

la prueba de Kruskal – Wallis, método no paramétrico en el análisis de varianza que 

no depende de esta suposición; para el efecto se utilizó el programa 

InfoStat/Profesional  versión 2007.  

 

Se compararon los valores medios de: concentración de ADN según protocolos 

de extracción 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 

espectrofotometría y con análisis comparativo de muestras coloreadas en agarosa y 

poliacrilamida.  

 

 

2.3. Cuantificación de concentración de ADN (μg/µl) por Espectrofotometria 

 

2.3.1. Cuantificación de concentración de ADN (μg/µl) de dos protocolos 

(CTAB 5%, SDS 10%) en dos zonas corporales (aletas caudal, dorsal) en 

las especies trucha arco iris y preñadilla. 

 

En el Cuadro 5.3., se presenta la prueba de Kruskal – Wallis para la 

cuantificación de la concentración de ADN mediante la utilización de la técnica por 

espectrofotometría, para dos protocolos de extracción 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 extracción 
(CTAB 5%, SDS 10%) en dos zonas corporales (aletas dorsal y caudal), en las 
especies trucha arco iris y preñadilla.  
 

 
 
 

Para el criterio de selección especie, se determinó que los tratamientos 

presentaron diferencias altamente significativas (p = 0.0079) entre las especies 

trucha arco iris y preñadilla,  teniendo concentraciones medias de 1.18 y 0.39 µg/µl, 

respectivamente. 

 

Para los criterios de selección: protocolos y lugares de extracción, se 

estableció que las técnicas no presentaron diferencias estadísticas al 5% (p = 

0.7288 y  p = 0.5634, respectivamente).  

 

 En el Gráfico 5.1., se aprecia como la concentración media de ADN 

para el criterio de selección: especie,  presentan diferencias significativas entre sí, 

presentando los valores correspondientes para trucha arco iris y preñadilla. 
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Gráfico 5.1. Cuantificación de ADN (μg/μl) por espectrofotometría, de dos 

protocolos de extracción (CTAB 5% y SDS 10%) de muestras de aletas dorsal 
y caudal  en las especies (trucha arco iris y preñadilla)  

(Criterio de selección = Especie). 
 

 

2.3.2. Cuantificación de concentración de ADN (μg/µl) de dos protocolos 

(CTAB 5%, SDS 10%) de muestras de sangre en las especies trucha 

arco iris y preñadilla. 

 

En el Cuadro 5.4., se presenta la prueba de Kruskal – Wallis para la 

cuantificación de la concentración de ADN mediante la utilización de la técnica por 

espectrofotometría, para dos protocolos de extracción de ADN (CTAB 5%, SDS 

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

 

                                

 

Para el criterio de selección especie, se determinó que los tratamientos no 

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

preñadilla. 

 

Para los criterios de selección: protocolos, se determinó que las técnicas 

manifestaron diferencias altamente significativas (p = 0.0346) entre las extracciones 

CTAB 5% y SDS 10%, con valores de concentración media de 0.53 y 0.04  µg/µl, 

respectivamente.   

 

Objetivamente las diferencias de concentración media entre los protocolos 

CTAB 5% y SDS 10% son presentadas  en el Gráfico 5.2.  
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Gráfico 5.2. Cuantificación de ADN (μg/μl) por espectrofotometría con 

respecto a los protocolos de extracción (CTAB 5% y SDS 10%) en las especies 
trucha arco iris y preñadilla para muestras de sangre  

(criterio de selección = protocolos). 
 

 

2.3.3. Cuantificación de concentración de ADN (μg/µl) del protocolo de 

extracción ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System de tejido 

sanguíneo  en las especies trucha arco iris y preñadilla  

 

En el Cuadro 5.5., se presenta la prueba de Kruskal – Wallis para la 

cuantificación de la concentración de ADN mediante la utilización de la técnica de 

espectrofotometría para el protocolo de extracción  ReadyAmp™ Genomic DNA, 

con 3 muestras de sangre para cada especie (3 muestras de preñadilla y 3 de 

trucha). 
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Cuadro 5.5. Prueba de Kruskal – Wallis de dos protocolos de extracción 
(CTAB 5%, SDS 10%) de muestras sanguíneas con el protocolo de extracción 
ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System en las especies trucha arco 
iris y preñadilla. 
 

 

 

Para el criterio de selección especie, se determinó que los tratamientos no 

presentaron diferencias estadísticas (p = 0.7) entre las especies trucha arco iris y 

preñadilla. 

 

 

2.4. Cuantificación de concentración de ADN (ng/μl) con análisis 

comparativo de muestras coloreadas en geles.  

 

La cuantificación de ADN con Análisis Comparativo de muestras coloreadas 

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

gel de poliacrilamida (5%) mediante la utilización de los tres protocolos de 

extracción (CTAB 5%, SDS 10% y Kit), mostró valores que fueron obtenidos por 

comparación visual con respecto a la corrida de la solución patrón 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. Cuantificación de concentración de ADN (ng/μl) con análisis 

comparativo de muestras coloreadas con bromuro de etidio (10 mg/ml) 

en geles de agarosa (2%).  

 

2.4.1.1. Cuantificación de concentración de ADN (ng/µl) de dos 

protocolos (CTAB 5%, SDS 10%) en dos zonas corporales (Aletas 

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

 

La prueba de Kruskal – Wallis para la cuantificación de la concentración de 

ADN mediante la utilización de la técnica con análisis comparativo de muestras 

coloreadas con bromuro de etidio en gel de agarosa, para dos protocolos de 

extracción 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 extracción 
(CTAB 5%, SDS 10%) en dos zonas corporales (aletas dorsal y caudal), en las 
especies trucha arco iris y preñadilla.  
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Para el criterio de selección especie, se determinó que los tratamientos 

presentan diferencias altamente significativas (p = 0.017) entre las especies trucha 

arco iris y preñadilla,  teniendo concentraciones medias de 74.17 y 21.25 ng/µl, 

respectivamente.  

 

Para el criterio de selección protocolos de extracción, se estableció 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/µl, 

respectivamente.  

 

Para el criterio de selección: lugares de extracción, se determinó que los 

tratamientos no presentaron diferencias estadísticas (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, existió mucha 

variabilidad. 

En el Gráfico 5.3., se aprecia como los protocolos de extracción, CTAB 5% y 

SDS 10%, presentan diferencias significativas entre sí. 
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Grafico 5.3. Cuantificación de ADN (ng/µl) con análisis comparativo de 
muestras coloreadas con bromuro de etidio (10 mg/ml) en gel de agarosa (2%) 
con dos protocolos de extracción para muestras de aleta dorsal y caudal en 
trucha y preñadilla (criterio de selección = protocolos). 
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En el Gráfico 5.4., se aprecia como las especies, trucha arco iris y preñadilla, 

presentan diferencias significativas entre sí. 
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Grafico 5.4. Cuantificación de ADN (ng/µl) con análisis comparativo de 
muestras coloreadas con bromuro de etidio (10 mg/ml) en gel de agarosa (2%) 
con dos protocolos de extracción para muestras de aleta dorsal y caudal en 
trucha y preñadilla (criterio de selección = especies). 

 

2.4.1.2. Cuantificación de concentración de ADN (ng/µl) de dos 

protocolos (CTAB 5%, SDS 10%) en muestras sanguíneas en las 

especies trucha arco iris y preñadilla  

 

En el Cuadro 5.7., se presenta la prueba de Kruskal – Wallis para la 

cuantificación de la concentración de ADN mediante la utilización de la técnica con 

análisis comparativo de muestras coloreadas con bromuro de etidio en gel de 

agarosa en muestras sanguíneas en las especies trucha arco iris y preñadilla con 6 

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

 

 

 

 

Para los criterios de selección: especie y protocolos de extracción  se 

comprobó que los tratamientos no presentan diferencias significativas (p = 0.3074) y 

(p = 0.1948), respectivamente.  

 

 

2.4.1.3. Cuantificación de concentración de ADN (ng/µl) del protocolo 

de extracción ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System de 

tejido sanguíneo  en las especies trucha arco iris y preñadilla  

 

En el Cuadro 5.8., se presenta la prueba de Kruskal – Wallis para la 

cuantificación de la concentración de ADN mediante la utilización de la técnica de 

espectrofotometría para el protocolo de extracción  ReadyAmp™ Genomic DNA, 

con 3 muestras de sangre para cada especie (3 muestras de preñadilla y 3 de 

trucha). 
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Cuadro 5.8. Prueba de Kruskal – Wallis con el protocolo de extracción 
ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System en las especies trucha arco 
iris y preñadilla  
 

 

 

 

Para el criterio de selección: especie se corroboró que entre trucha y 

preñadilla, 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. Cuantificación de concentración de ADN (ng/μl) con análisis 

comparativo de muestras coloreadas con tinción de plata en geles de 

poliacrilamida (5%).   

 

2.4.2.1. Cuantificación de concentración de ADN (ng/µl) de dos 

protocolos (CTAB 5%, SDS 10%) en dos zonas corporales (Aletas 

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

 

En el Cuadro 5.9., se observa la prueba de Kruskal – Wallis para la 

cuantificación de la concentración de ADN mediante la utilización de la técnica con 

análisis comparativo de muestras coloreadas con tinción de plata en gel de 

poliacrilamida, para dos protocolos de extracción 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 extracción 
(CTAB 5%, SDS 10%) en dos zonas corporales (aletas dorsal y caudal), en las 
especies trucha arco iris y preñadilla.  
 

 

 

Para los criterios de selección: especie, protocolos y  zonas de extracción  se 

determinó que los tratamientos no presentaron diferencias significativas (p = 

0.9279), (p = 0.0616) y  (p = 0.9759), respectivamente. Sin embargo, se encontraron 

diferencias estadísticas a nivel del 10% para el criterio protocolos de extracción.   

 

 

2.4.2.2. Cuantificación de concentración de ADN (ng/µl) de dos 

protocolos (CTAB 5%, SDS 10%) en muestras sanguíneas en las 

especies trucha arco iris y preñadilla.  

 

En el Cuadro 5.10., se presenta la prueba de Kruskal – Wallis para la 

cuantificación de la concentración de ADN mediante la utilización de la técnica con 

análisis comparativo de muestras coloreadas con tinción de plata en gel de 

poliacrilamida de  muestras sanguíneas en las especies trucha arco iris y preñadilla 

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

 
 

 

 Para el criterio de selección especie no se encontraron diferencias 

significativas (p = 0.3398).  

 

 Existieron diferencias altamente significativas entre protocolos de extracción, 

con un valor p = 0.0108, con concentraciones medias de 21.67 ng/µl para la técnica 

CTAB 5%  y 6.67 ng/µl para SDS 10%.  

 

 

En el Gráfico 5.5., se aprecian las diferencias de concentración media de 

ADN entre los dos protocolos de extracción: CTAB 5% y SDS 10%. 
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Grafico 5.5. Cuantificación de ADN (ng/µl) con análisis comparativo de 
muestras coloreadas con tinción de plata en gel de poliacrilamida (5%) con 
dos protocolos de extracción de muestra de sangre en las especies trucha 
arco iris y preñadilla (criterio de selección = protocolos).  
 
 

 

2.4.2.3. Cuantificación de concentración de ADN (ng/µl) del protocolo 

de extracción ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System de 

tejido sanguíneo  en las especies trucha arco iris y preñadilla  

 

 

La prueba de Kruskal – Wallis para la cuantificación de la concentración de 

ADN mediante la utilización de la técnica con análisis comparativo de muestras 

coloreadas con tinción de plata en gel de poliacrilamida de  muestras sanguíneas en 

las especies trucha arco iris y preñadilla con 3 muestras para cada especie se 

detallan a continuación en el Cuadro 5.11.  
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Cuadro 5.11. Prueba de Kruskal – Wallis con el protocolo de extracción 
ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System en las especies trucha arco 
iris y preñadilla.  
 
 

 
 

 

  

Según el criterio de selección especie, no existieron diferencias significativas entre 

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

 

 

 

3. Análisis Económico 

 

 

Para el análisis económico, 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 extracción de ADN, así como la cuantificación 

de las muestras en geles de agarosa y poliacrilamida. Se detalla a continuación las 

unidades, concepto  y valor (US$), de acuerdo a su función (equipos, reactivos y 

materiales) y metodología: 
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Cuadro 5.12. Reactivos utilizados en el protocolo de extracción CTAB 5% y su 
cuantificación en geles de agarosa 2% y poliacrilamida 5%. Algunos reactivos 
son usados en los tres protocolos, y otros son exclusivos de un protocolo. 
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Cuadro 5.13. Reactivos utilizados en el protocolo de extracción SDS 10% y su 
cuantificación en geles de agarosa 2% y poliacrilamida 5%. Algunos reactivos 
son usados en los tres protocolos, y otros son exclusivos de un protocolo. 
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Cuadro 5.14. Reactivos utilizados en el protocolo de extracción DNA Ready 
Amp™) y su cuantificación en geles de agarosa 2% y poliacrilamida 5%. 
Algunos reactivos son usados en los tres protocolos, y otros son exclusivos 
de un protocolo. 

 
 

 
 
 
 
 
 
Cuadro 5.15. Reactivos utilizados para la Cuantificación de ADN en geles de 
Agarosa 2%. 
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Cuadro 5.16. Reactivos utilizados para la Cuantificación de ADN en geles de 
Poliacrilamida 5%.  
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Cuadro 5.17. Detalle de costo de equipos necesarios para desarrollar las 
técnicas de extracción de ADN (Protocolos CTAB 5%, SDS 10%, ADN Ready 
Amp™) y su cuantificación en geles de Agarosa 2% y poliacrilamida 5%. 
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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 
Cuantificación con geles de Agarosa 2% y Poliacrilamida 5%.  

 
 

 
 
 

Contando con los precios referenciales (precios sujetos a cambio), es 

necesario determinar el valor en dólares de cada una de las soluciones Stock, 

necesarias para la realización de cada uno de los Protocolos de Extracción, así 

como la Cuantificación del ADN extraÍdo, en geles de Agarosa 2% y Poliacrilamida 

5%.  

 

Una vez determinado el precio de las soluciones stock, se determinó el 

número de muestras mínimo en cada uno de los protocolos de extracción de ADN, 

así como su posterior cuantificación. El valor asignado fue de 100, puesto que, es la 

mínima cantidad de muestras que deberán ser analizadas para optimizar la 

utilización de los reactivos, en especial de los utilizados durante la cuantificación de 

ADN en geles, debido a que tanto las placas con gel de poliacrilamida, como los 

moldes con gel de agarosa, poseen en la mayoría de los casos un determindo 

número de pocillos, en los cuales serán depositadas las muestras de ADN, que 

serán corridas y analizadas. Por ello se decidió analizar cámaras electroforéticas 

(vertical y horizontal) que permitían disponer de un número similar de pocillos.  
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Cabe mencionar que, en laboratorios especializados en el desarrollo de estas 

técnicas moleculares, el número de muestras analizadas es, en la mayoría de los 

casos 5 o 10 veces mayor al mínimo asignado en este estudio. Pero el análisis del 

mismo no cambia significativamente, ya que los valores propuestos solamente 

deberán ser multiplicados de acuerdo al número de muestras analizadas o en base 

al número de geles utilizados para su cuantificación, respectivamente. 

 

 

El valor por los equipos involucrados en el desarrollo de estas técnicas, fue 

depreciado a 10 años. Posteriormente, el valor de esta depreciación fue calculado 

en horas (valor/hora). Se determinó el costo del uso de todos los equipos 

inmiscuidos en estos procesos por hora de trabajo ($ 0.66). Se asignó un precio 

referencial por el uso de Servicios Básicos (energía eléctrica y agua potable), así 

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 dólar ($ 0.97). 

 

 

Con estos valores (número de muestras mínimo, costo / hora), así 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 determinó el costo de producción, para la extracción de ADN y su posterior 

cuantificación, para cada uno de los protocolos de extracción (CTAB 5%, SDS 10% 

y ADN Ready Amp™) y para cada uno de los protocolos de cuantificación en gel de 

agarosa 2% y en gel de poliacrilamida 5%.  

Los costos se detallan a continuación: 
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Cuadro 5.19. Costo de Extracción de ADN de 100 muestras con Protocolo 
CTAB 5% y su Cuantificación con Gel de Agarosa 2%  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Cuadro 5.20. Costo de Extracción de ADN de 100 muestras con Protocolo 
CTAB 5% y su Cuantificación con Gel de Poliacrilamida 5%. 
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Cuadro 5.21. Costo de Extracción de ADN de 100 muestras con Protocolo SDS 

10% y su Cuantificación con Gel de Agarosa 2%. 

 

 

 

 

 

 

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

10% y su Cuantificación con Gel de Poliacrilamida 5%.  
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Cuadro 5.23. Costo de Extracción de ADN de 100 muestras con Protocolo ADN 

Ready Amp™ y su Cuantificación con Gel de Agarosa 2%.  

 

 

 

 

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

Ready Amp™ y su Cuantificación con Gel de Poliacrilamida 5%.  
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Como se puede observar, los costos de producción 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 extraídas; por lo que el valor económico no sería el principal factor de 

decisión 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 

extracción DNA Ready AmpTM, 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 análisis comparativo de costos por unidad, de los tres tipos de extracción 

de ADN (CTAB 5%, SDS 10% y DNA Ready AmpTM) cuantificados con análisis 

comparativo de muestras coloreadas, con bromuro de etidio (10 mg/ml) en gel de 

agarosa, y con tinción de plata en gel de poliacrilamida, se muestra en el Cuadro 

5.25.  

 

Cuadro 5.25. Análisis Comparativo de costos de los tres protocolos de 
extracción y cuantificados en geles de agarosa (2%)  y poliacrilamida (5%). 
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VI. DISCUSION  

 

  

 Se desarrollaron dos estudios citogenéticos en las especies analizadas, 

preñadilla y trucha arco iris. Se pudo determinar que trucha arco iris poseía un 

número cromosómico de 2n = 60; el resultado presentado en esta tesis es 

corroborado por el trabajo presentado por Pineda et al., (2007), en el cual se 

estableció que Oncorhynchus mykiss tenía un número diploide de 2n= 58-63 

cromosomas (37, 12), lo que significa que para esta especie un organismo haploide 

tendría un número n= 29-32. Así mismo, Thorgaard (1977) y Colihueque et al, 

(2001), presenta igual número cromosómico en organismos diploides de trucha arco 

iris.  

 

Sin embargo, hay que tomar en cuenta los antecedentes de los individuos 

como cruces, origen, las hibridaciones, poliploidías o la manipulación genética u 

hormonal que pudieron sufrir éstos para posteriormente determinar su cariotipo ya 

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

 

Para la determinación del sexo de la trucha arco iris se utiliza el sistema de 

determinación de sexo XX/XY (Morán et al., 1995) 

 

El número cromosómico somático 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 líneas clonales de truchas de tres orígenes 

diferentes, mediante la técnica de fluorescencia in situ  (FISH) de las cuales 2 líneas 

Swanson y Clearwater originarias  de Alaska y Idaho, respectivamente, presentan 

2n=58 y  OSU originaria de California presenta 2n= 60. Lo que sugiere que las 

truchas que tienen el mismo número cromosómico somático tienen también un 

origen común. En este estudio se utilizaron truchas que presentan el mismo número 

cromosómico que las truchas de la línea clonal OSU, originarias de California. 
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El número cromosómico somático de las muestras analizadas en Astroblepus 

fue de 2n = 52 cromosomas. 

 

Según las muestras analizadas en Astroblepus el número cromosómico 

somático es 2n = 52 cromosomas, esto concuerda con los estudios hechos por 

LeGrande et al. citados por García & Uribe (1988) en el cual aseveran que todas las 

familias pertenecientes al orden Siluriformes  con especies estudiadas 

citogenéticamente presentan números diploides promedios entre 40 y 60.  Así 

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(García & 

Uribe, 1988) y con un número diploide de 56 – 58 cromosomas para  Ictalurus 

punctatus, según resultados de estudios hechos por Catasonob & Gomelski, citados 

por Ortiz et al.,  2006. 

La preñadilla presenta en su cariotipo 52 cromosomas que fueron ubicados 

en 6 grupos más el par sexual XX para macho o XY para hembra. Los resultados 

muestran la siguiente distribución y ordenación cromosómica: 1 par de cromosomas 

submetacéntricos grandes, 7 pares submetacéntricos medianos, 3 metacéntricos 

grandes, 3 pares de telocéntricos grandes, 8 pares metacéntricos medianos, 3 

telocéntricos pequeños y dos cromosomas metacéntricos sexuales, definiendo al 

individuo en estudio como hembra con los cromosomas sexuales XX.    

El cariotipo de Harttia carvalhoi está compuesto por: 9 pares de cromosomas 

metacéntricos, 9 pares de cromosomas submetacéntricos, 4 pares de cromosomas 

subtelocéntricos, 4 pares de cromosomas acrocéntricos, incluyendo el par de 

cromosomas sexuales pero el número cromosómico 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/XY1Y2 siendo X el cromosoma 

extra y Y1  y Y2 dos cromosomas acrocéntricos medianos, el cariotipo del macho se 

compone de 1 cromosoma metacéntrico grande, 8 pares de cromosomas 

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

acrocéntricos medianos (Centofante et al., 2006).   

Estos resultados difieren con la composición cariotípica de Astroblepus 

ubidiai, mas no el número cromosómico somático, además cabe resaltar que no han 

sido observados cromosomas acrocéntricos en la preñadilla.  Por otra parte, Arius 

felis presenta la siguiente  fórmula cariotípica: 8 pares de cromosomas 

metacéntricos, 6 pares de cromosomas submetacéntricos, 10 pares de cromosomas 

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

Estos resultados son similares en morfología cromosómica a la de 

Astroblepus, pero es diferente el número y la distribución cromosómica. 

El estudio principal realizado para la presente tesis, presentó tres protocolos 

de extracción de ADN, que fueron optimizados e implementados bajo las 

condiciones de la Hda. El Prado, en las especies Oncorhynchus mykiss y 

Astroblepus ubidiai.  

 

Las técnicas de estos protocolos se fundamentan en dos tipos de procesos 

metodológicos; por un lado los protocolos CTAB 5% y SDS 10%, cuyo principio  es 

la precitación y purificación de ácidos nucleicos a través del método del fenol-

cloroformo, que consiste en repetidas incorporaciones de solventes orgánicos 

(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 metodología es muy similar a la usada por protocolos que utilizan la 

resina Chelex, en la que repetidas centrifugaciones y remoción del sobrenadante, 

son la base metodológica del mismo, obteniéndose al final un sobrenadante en el 

que se encuentran ácidos 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 adición de 

proteinasa K, para la lisis de proteínas, y ß 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 preñadilla, fueron 

extirpadas de las aletas dorsales y caudales, y la extracción sanguínea de las 

mismas. Se utilizó la metodología de conservación de muestras de tejido animal 

presentado por Winnepenninckx et al. (1993) a partir de tejido fresco y/o conservado 

en etanol de 95º. Dicha metodología para nuestro propósito no fue adecuada; 

ocurrió una inadecuada corrida electroforética de las muestras, por lo que se 

implementó la metodología desarrollada por Arctander, 1988, que consite en la 

conservación del tejido en 500 µl  de TE 1X; se añadió 10 µl de ß mercapto etanol a 

dicha solución para mejorar la conservación de la misma. Todas las muestras 

fueron conservadas en congelación (- 25º C). 

 

 Las muestras sanguíneas fueron conservadas de acuerdo a la metodología 

esgrimida por Sotelo et al., 2002. Dichas muestras fueron conservadas en las 

jeringuillas usadas para su extracción conteniendo 0.1 ml de E.D.T.A. al 5%. Al 

contrario de las muestras de tejido, la sangre fue refrigerada a 4º C y utilizadas 

máximo 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 metodología es muy similar a la observada en los estudios realizados 

por Pérez et al., 2004, para la extracción de músculo de especimenes de Diplodus, 

con una porción 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 cm2, procedente del tegumento existente 

entre la 3ª y 4ª espina de la aleta dorsal. 
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 El manual del Kit AmpFSTR recomienda muestras de sangre de 3 μl o 

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

 

Posterior a la utilización de los tres protocolos de extracción de ADN, se 

procedió a la cuantificación de las muestras de ADN procedentes de cada una de 

las partes corporales de las especies trucha arco iris y preñadilla, a través de dos 

técnicas de cuantificación: espectrofotometría y electroforesis en gel de agarosa y 

poliacrilamida.  

 

 El análisis de Kruskal – Wallis permitió determinar la variabilidad presentada 

en los resultados de la cuantificación de las muestras de ADN, debido a que los 

datos no se ajustaban a una distribución normal. Según este análisis de la 

concentración de ADN por espectrofotometría, se encontraron diferencias 

estadísticas entre los dos protocolos de extracción (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 μg/µl, y para preñadilla de 0.39 μg/µl. Estos datos pueden ser 

comparados con los obtenidos por Erazo (2002), en su estudio de mapeo genético 

en camarón blanco, en el que obtuvo una concentración de ADN de 40 ng/µl (0.04 

μg/µl) determinado por espectrofotometría con un equipo Gene Quant, 

PHARMACIA®, utilizando una dilución de 1/20 para la lectura; los estudios de 

cuantificación con espectrofluorímetro con la adición a la solución de ADN de 9-

anthracenecarboxylic acid (ACA) y cetyl trimethyl-ammonium bromide (CTAB), 

cuyos resultados presentaron una concentración de 1 µg/μl de muestras de 

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

 

 

Según Fraga et al. (2004), para las extracciones de ADN aisladas de patas 

de Triatomíneos mediante el método de fenol cloroformo y CTAB, se obtuvo 

concentraciones de 0.1305 µg/µl y 0.1650 µg/µl siendo su protocolo de 

calentamiento el que más concentración de ADN demostró obtener (0.5785 µg/µl). 
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Por otro lado se hallaron diferencias significativas en este mismo tipo de 

cuantificación para las extracciones hechas para estos dos mismos protocolos, pero 

en muestras sanguíneas de las dos especies en estudio, presentando diferencias a 

nivel del factor protocolos, con valores medios de 0.53 μg/µl para CTAB 5%, y 0.04 

μg/µl 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 μg/µl ADN).  

  

Así mismo, los resultados presentados pueden ser cotejados frente a los 

datos presentados por Zhu et al. (2004), usando un espectrofluorómetro para medir 

la intensidad de luz  esparcida (RLS), con concentraciones de 0.2 - 6.0 µg/µl, de 

muestras de timo de terneros.  

 

 Las citas presentadas pueden ser comparadas con las concentraciones 

medias de ADN cuantificadas en espectrofotómetro de extracciones de sangre de 

estas dos especies, realizadas con el protocolo de extracción ReadyAmp™ 

Genomic DNA Purification System, cuyas medias fueron de 0.9 y 0.75 µg/µl, para 

trucha y preñadilla, respectivamente. 

 

 Los resultados obtenidos de la cuantificación de las muestras de ADN  con 

análisis comparativo de muestras coloreadas con bromuro de etidio en gel de 

agarosa (2%), presentó valores de concentración media de ADN de 66.25 ng/µl 

para el protocolo CTAB 5%, 29.17 ng/µl para SDS 10%, en muestras de aleta dorsal 

y caudal; y para análisis comparativo de muestras coloreadas con tinción de plata 

en gel de poliacrilamida se mostró valores de concentración de 29.17 ng/µl para el 

protocolo CTAB 5% y  5.83 ng/µl para SDS 10%; con estos mismos métodos, pero 

con muestras sanguíneas, los valores fueron de 50.83 ng/µl  para CTAB 5% y 6.67 

ng/µl  para SDS 10% en geles de agarosa; y de 21.67 ng/µl para CTAB 5%, y 6.67 

ng/µl para SDS 10%, para cuantificación con poliacrilamida.  
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La visualización y cuantificación de ADN a través de la utilización de 

muestras coloreadas con bromuro de etidio, permite cuantificar cantidades de ADN 

tan pequeñas 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 análisis comparativo (agarosa o poliacrilamida); 

la tendencia es la misma, aunque los resultados sean diferentes. Cabe resaltar que, 

la visualización de las bandas en gel de poliacrilamida sin la utilización de 

oligonucleótidos y PCR, dificulta la precisión de los resultados. 

 

De acuerdo a las cantidades comunes presentadas por Lee & Ladd citados 

por Butler (2005), estos resultados se ajustan a los estándares de extracción 

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/μl – 0.02 µg/µl), manchas de sangre, de 250 – 500 ng/cm3  y en 

tejidos, rangos entre 50 – 500 ng/mg (0.05 – 0.5 µg/mg). 

 

 De acuerdo a nuestro estudio, el protocolo Ready Amp™ demostró una 

menor concentración de ADN con respecto al protocolo CTAB 5% al cuantificar con 

análisis comparativo en geles, aunque al cuantificar por espectrofotometría, 

presentó una mayor concentración. Cabe indicar que dicho protocolo comercial se 

presenta como ideal para extracciones rápidas de muestras sanguíneas 

procedentes de individuos humanos. Este protocolo fue modificado para extraer 

ADN de muestras sanguíneas de peces.  

 

 Las extracciones de ADN procedentes de muestras sanguíneas en los dos 

protocolos (CTAB 5% - 50.83 ng/µl y SDS 10% - 6.67 ng/ µl), cuantificadas por 

análisis comparativo en gel de agarosa, mostraron una menor concentración de 

ADN, que las extracciones de muestras de aletas.  
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Según Hillis et al. (1996), 10 µl de sangre (aprox. una gota), contiene de 

70000 – 80000 glóbulos blancos y 500 ng de ADN genómico; esta cantidad puede 

variar de acuerdo al número de leucocitos en la muestra y la eficiencia del proceso 

de extracción de ADN. La concentración y pureza del ADN extraído está 

directamente relacionado con la técnica de extracción, la cual es escogida de 

acuerdo al objetivo del análisis molecular; así por ejemplo, la adición de un exceso 

de sangre, en el caso de la extracción con Chelex, puede inhibir la reacción de 

PCR. 

 

La determinación de la cantidad de ADN en una muestra es esencial para 

ensayos para PCR. Por ejemplo, los kits, Applied Biosystems Profiler Plus™ y 

COfiler™ multiplex STR, especifican la adición de entre 1 - 2.5 ng de ADN molde 

para óptimos resultados (Applied Biosystems, 1998). El kit de Promega STR trabaja 

con un rango similar (Krenke et al., 2002).  

 

 Últimamente, el uso de Chelex® Resin 100 ha sido discutida, debido 

probablemente que se considera un precursor cancerígeno. Por ello su adquisición 

no pudo ser realizada para dicha investigación. 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 rápido, fácil y económico de el uso de esta resina. 

Según 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 extracción de ADN mediante el protocolo SDS 10% presentó resultados 

que lo ajustaban por debajo de la concentración obtenida por el protocolo CTAB 

5%. Así por ejemplo, para la cuantificación en gel de agarosa, se observa una 

media de 21.67 ng/µl, y para la cuantificación en gel de poliacrilamida una media de 

11.39 ng/µl.  
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Comparando el protocolo propuesto en esta investigación, versus el 

desarrollado por Winnepenninckx et al. (1993) en moluscos, y el propuesto por 

wang y Xia (2002) en sangre extraída de peces, en los  que la concentración de 

SDS es del 0.5%, es posible que la eficiencia se pueda deber a esta variable, ya 

que la solución final con ADN de muestras extraídas con SDS 10%, presentaba una 

presencia residual de burbujas. Esto a pesar que se siguió con la propuesta 

desarrollada por Winnepenninckx, quién citó el trabajo de Sambrook et al. (1989), 

para la purificación de la muestra mediante la técnica fenol cloroformo, y el uso de 

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

 

Según Hillis et al. (1996), el método de extracción básico, mediante el uso de 

SDS 10%, proteinasa K y sucesivas limpiezas con fenol-cloroformo, requiere aprox. 

100 mg de tejido pulverizado, de preferencia con nitrógeno líquido. 

 

Según el protocolo de extracción CTAB descrito por Lo et al. (1996), una 

adecuada concentración de ADN, para una posterior amplificación con AFLPs, sería 

de un valor de 100 ng/µl; 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 ácidos nucleicos, las cantidades de ADN son pequeñas y no 

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

 

 

Cabe indicar que se presentaron dificultades al momento de cuantificar ADN 

mediante análisis comparativo de muestras coloreadas con tinción de plata en gel 

de poliacrilamida (5%), ya que las bandas de ADN no corrían una adecuada 

distancia de medición, debido al parecer porque dicho gel es mucho más 

concentrado que el de agarosa, y requería de un mayor tiempo para extenderse 

adecuadamente.  
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Es valioso mencionar que la cuantificación en gel de poliacrilamida fue 

planteada debido a que, el protocolo comercial Ready Amp ™ perfilaba la 

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 cuantificación con la ayuda de marcadores moleculares, se procedió a 

hacerlo únicamente con las muestras de ADN y las soluciones de comparación 

(Low DNA Mass Ladder). Debido a esta razón, todos los protocolos debían ser 

analizados mediante los dos métodos de electroforesis con gel de agarosa y 

poliacrilamida. 

 

La mayoría de trabajos plantean el uso de marcadores para la cuantificación 

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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VII. CONCLUSIONES 

 

 

 El estudio citogenético de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) presentó 

para esta especie un número diploide de 60 cromosomas incluyendo el par 

sexual XY, que diferencia a los machos de las hembras (XX). 

 

 En el estudio citogenético de preñadilla (Astroblepus ubidiai) se registróun 

número diploide de 52 cromosomas incluyendo el par sexual XX, que 

diferencia a las hembras de los machos (XY). 

 

 El tiempo óptimo de hipotonía celular en solución de cloruro de potasio, fue 

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

 

 Para el protocolo de extracción de ADN, CTAB 5% modificado, se halló una 

mayor concentración media de ADN en  muestras de aletas dorsal, caudal  y 

sangre, cuantificadas por espectrofotometría; seguido del protocolo 

ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System modificado para muestras 

sanguíneas.   

 

 La menor concentración de ADN cuantificado por espectrofotometría en 

muestras de aletas y sangre en trucha y preñadilla fue la del protocolo de 

SDS 10% modificado,  

 

 La cuantificación de ADN con análisis comparativo de muestras coloreadas 

con bromuro de etidio en gel de agarosa, demostró que la mayor 

concentración 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 extracción cuantificada con análisis 

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 extracción  cuantificado con análisis comparativo de muestras 

coloreadas con tinción de plata en gel de poliacrilamida que presentó la 

mayor concentración de ADN, fue CTAB 5% modificado, para muestras de 

aletas y sangre, seguido del protocolo ReadyAmp™ Genomic DNA 

Purification System modificado para muestras sanguíneas. 

 

 El protocolo con menor concentración media de ADN cuantificado con 

análisis comparativo de muestras coloreadas con tinción 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 

concentración de ADN (μg/μl y ng/μl), versus las muestras de aletas de 

preñadilla, cuantificadas mediante las tres técnicas de cuantificación.  

 

 Los resultados de los protocolos que usaron sangre de preñadilla para 

extraer ADN, demostraron concentraciones medias superiores a las 

encontradas en trucha arco iris; no obstante, no hubo diferencias estadísticas 

entre los dos tipos, por lo que son iguales estadísticamente. 

 

 Las muestras provenientes de aletas, demostraron tener una mayor 

concentración de ADN que las muestras sanguíneas, al ser cuantificadas con 

análisis comparativo en geles de agarosa y poliacrilamida. 
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 La cuantificación por espectrofotometría exhibió que existía una mayor 

concentración de ADN de muestras de aleta caudal que de muestras de aleta 

dorsal, aunque las concentraciones de ambos tipos de aletas son 

estadísticamente iguales y no presentaron diferencias estadísticas 

significativas.   

 

 Las muestras de sangre extraídas con el protocolo ReadyAmp™ Genomic 

DNA Purification System modificado y cuantificadas por espectrofotometría, 

ostentaron una mayor concentración de ADN. 

 

 El protocolo de extracción CTAB 5% es la técnica de aislamiento de ADN 

más económica ($ 1.43/ unidad), seguido del protocolo SDS 10% 

($1.46/unidad). 

 

 La técnica de extracción de ADN más costosa en este estudio ($1.92/unidad) 

fue el protocolo ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System. 

 

 Las muestras de ADN cuantificadas con análisis comparativo de muestras 

coloreadas con bromuro de etidio en geles de agarosa (2%), presentaron 

menor costo  económico que aquellas muestras cuantificadas con análisis 

comparativo de muestras coloreadas con tinción de plata en gel de 

poliacrilamida (5%) en cada uno de los protocolos de extracción realizados 

(CTAB 5%, SDS 10% y ReadyAmp™ Genomic DNA Purification System), ya 

para esta última técnica se requiere mayor cantidad de reactivos y equipos.    
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VIII. RECOMENDACIONES 

 

 Se recomienda utilizar células somáticas extraídas de las branquias de los 

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

 

 Utilizar como máximo tiempo de exposición de las células en solución 

hipotónica 15 minutos, para impedir una explosión celular y diseminación de 

los cromosomas. 

 

 Para cuantificaciones de extracciones de ADN, utilizar geles de agarosa, ya 

que es una técnica más económica, rápida y los resultados son muy 

confiables.  

 

 Se sugiere para cuantificar ADN en geles de poliacrilamida, la utilización de 

primers probados, que permitan mediante su amplificación, desarrollar una 

mejor corrida electroforética. 

 

 Desarrollar estudios de cuantificación de muestras de ADN con análisis 

óptico por absorbancia de luz por medio de la técnica de fluorimetría, que es 

exclusiva para análisis de ácidos nucléicos, para evitar lecturas erróneas 

debido a contaminantes como ARN, proteínas y restos de detergente, que se 

presentan en análisis por espectrofotometría y geles.  

 

 Realizar proyectos de investigación complementaria en estas especies 

mediante el uso de Técnicas MAS tales como microsatélites, minisatélites, 

AFLPs y otros. 

 

 Ejecutar  líneas de investigación enfocadas al uso de Técnicas MAS 

(Selección 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 taxonómicas actual de las truchas de la vertiente 
del Pacífico de América del Norte 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Denominación 
Taxonómica actual 

Denominación  
taxonómica 

anterior 

Denominación 
común  

de las truchas 

Oncorhynchus mykis Salmo gairdneri 
Arco iris 

 

Oncorhynchus clarki Salmo clarki 
Garganta cortada 

 

Oncorhynchus 
aguabonita 

Salmo 
aguabonita 

Aguabonita 
 

Oncorhynchus apache Salmo apache 
Apache 

 

Oncorhynchus gilae Salmo gilae 
Gila 

 

Oncorhynchus 
chysogaster 

Salmo 
chysogaster 

Mexican goleen 
trout 
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ANEXO 2. CONDICIONES DE CULTIVO DE LA TRUCHA ARCO IRIS 

(Oncorhynchus mykiss) EN SUS DIFERENTES ETAPAS 
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ANEXO 3. SOLUCIONES STOCK 

 

Soluciones de Buffer de Extracción 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 Extracción CTAB 5% (50 ml) 

 20 ml CTAB 5% 

 14 ml NaCl  5 M 

 2 ml EDTA 0.5 M pH 8 

 5 ml TRIS 1 M pH 8 

 9 ml agua miliQ 

 Almacenar a 4° C. 

Contenido de solución de extracción 

 SDS 10%: 5 g en 50 ml agua miliQ 

 STE: 1 M NaCl; 0.1 M TRIS HCl pH 7.5; 0.05 M EDTA 

Solución de Extracción 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 hidróxido de sodio  

TAE 50X 

 242 g Tris Base 

 57.1 ml Acido Glacial Acético 

 100 ml 0.5 M EDTA, pH 8 
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TE 10X 

 M Tris HCl, pH 7.5 

 M EDTA. Autoclavar. 

ACRILAMIDA 30% 

 50 ml agua destilada 

 29 g Acrilamida 

 1 g Bisacrilamida 

 Aforar a 100 ml con agua destilada 

TBE 5X 

 100 ml agua destilada 

 g Acido Bórico 

 10.8 g Tris Base  

 0.744 g EDTA  

 Aforar a 200 ml con agua destilada (pH 8) 

AMONIO PERSULFATO 10% (APS 10%) 

 5 g Amonio Persulfato 

 30 ml agua destilada 

 Aforar a 50 ml  

SOLUCION DE FIJACION 

 150 ml Etanol 10%  

 ml Acido Acético 0.5% 

 Aforar con agua destilada a 1.5 lt. 

SOLUCION DE IMPREGNACION 

 2.8 g Nitrato de Plata  

 Aforar con agua destilada a 1.5 lt. 

SOLUCION DE REVELADO 

 45 g Hidróxido de Sodio 

 10.5 ml Formaldehído 

 Aforar con agua destilada a 1.5 lt. 
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PREPARACIÓN DE COLORANTE GIEMSA 

 

 Mezclar 33 ml de glicerina con 0,5 g de giemsa 

 Incubar a 55º C por 24 horas. 

 Añadir 33 ml de alcohol metílico  

 Dejar en reposo por 24 horas, filtrar y guardar en un frasco oscuro. 

 

TINCIÓN DE PLACAS 

 

 Mezclar 90 ml de agua destilada con 30 ml de solución giemsa. 

 Se deja teñir las placas por lo menos 30 minutos. 
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ANEXO 4. RESULTADOS DE LA COMPARACIÓN ENTRE 5 MÉTODOS PARA 

LA EXTRACCIÓN DE ADN DE TRIATOMÍNEOS: SU UTILIZACIÓN EN LA 

TÉCNICA DE ADN POLIMÓRFICO 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 extracción de ADN por cada uno de los métodos.  

Comparación del tiempo de procesamiento, concentración, rendimiento y pureza 
entre las muestras de ADN extraídas por los diferentes métodos 

 

 

 

a: valor medio del material de partida para la extracción de ADN por lo diferentes métodos, con la 
desviación estándar entre paréntesis (n= 10); b: valor medio de la concentración de ADN obtenida 
con la desviación estándar entre paréntesis(n= 10); c: valor medio del rendimiento con la desviación 
estándar entre paréntesis (n= 10); d: valor medio de la razón DO 260 nm/ DO 280 nm (n= 10). 
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ANEXO 5. Glosario de Términos 

 
 

Acido desoxirribonucléico (ADN).- Polímero nucleotídico que lleva la información 

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 están enrolladas 

una alrededor de la otra en orientación opuesta antiparalela 5‟ – 3‟ con respecto a 3‟ 

– 5‟ para formar una doble hélice. Las dos cadenas se mantienen unidas por 

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

 

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

 

ADN altamente repetitivo.- Secuencias simples repetidas hasta 106 veces en un 

genoma. 

 

ADN de secuencia única.- Secuencia de ADN que no está repetida en el genoma. 

 

ADN medianamente repetitivo.- Secuencias repetidas entre 100 y 105 veces por 

genoma. 

 

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

5‟ – metilcitosina en dinucleótidos CpG. 

 

ADN polimerasa.- Enzima proveniente de algunas especies de bacterias, que 

polimerizan desoxirribonucleótidos, muy termoestables (70 – 75ºC) y que permiten 

la amplifuicación selectiva en la PCR de cualquier ADN clonado con lata actividad y 

fidelidad de alrededor de 10 millones de veces.  

 

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

abundantes en el ADN genómico de eucariontes. La función de este tipo de ADN es 
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desconocida y podría calificarse como “ADN no funcional”, pero podría 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 restricción e iniciadores (oligonucleótidos) para PCR, de manera que se obtienen 

marcadores moleculares muy específicos sin necesidad de conocer la secuencia 

con anterioridad. El ADN es cortado con dos enzimas de restricción, una de corte 

frecuente y otra de corte poco frecuente. A los fragmentos se les ligan 

oligonucleótidos de extremos compatibles con las enzimas usadas y se amplifican 

los fragmentos resultantes por PCR. 

 

Agarosa.- Polisacárido de galactán sulfatado lineal y neutral con B-D-

galactopiranosa y 3,6-anhidro-B-Lgalactopiranosa ligado por enlaces glicosídicos 

(1,3-1,4) en forma alterna. Componente principal de las algas marinas (ágar). Es 

soluble en solución acuosa caliente y solidifica cuando enfría. 

 

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 solución 

viscosa de glicerol, sacarosa, uasada para incrementar la densidad de las muestras 

de ADN, ARN o proteínas antes de colocarlas en los pocillos; sirve también para 

ubicar el desplazamiento de fragmentos de ADN de cierto peso molecular durante la 

electroforesis.  

 

Análisis Genómico.- Estudio de genomas o la identificación particular de defectos 

genéticos, usando diferentes técnicas para el análisis y detección de ADN, por 

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

 

Base.- Molécula que contiene nitrógeno heterocíclico constituyente del ADN o del 

ARN. Son cinco las bases más comunes: adenina y guanina (bases  púricas) y 

citosina, timina y uracilo (bases pirimidínicas). 

 

Bromuro de etidio (3,8-diamino-6-ethyl-5-phenylphenantridium bromide).- 

Colorante cancerígeno fluorescente que se intercala entre los pares de bases de 

ADN y ARN. El complejo ácido nucleíco-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 ácido nucleico de doble cadena en geles de 

agarosa o poliacrilamida por emisión de fluorescencia a 590 nm. 

 

Cariotipo.- Lo constituye el número, tamaño y forma  de los cromosomas de una 

célula somática. 

 

Cátodo.- Electrodo negativo en un campo eléctrico. 

 

Cebadores.- Oligonucleótidos que hibridan al molde de ADN para cebar la síntesis 

mediada por la ADN polimerasa. También se denominan Iniciadores, Primers, 

Oligonucleótidos. 

 

Centrómero.- Región constreñida especializada de una cromátide. En las células 

en profase y metafase, las cromátides hermanas se unen en sus centrómeros.  

 

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

 

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

cromosomas metafásicos. 
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cM.- Unidad de mapeo genético equivalente a la distancia entre pares de genes que 

han tenido 1% eventos de recombinación. Llamada centiMorgan en honor a su 

descubridor Thomas Morgan. 

 

Colchicina.- Alcaloide que evita la separación de las cromátides durante la mitosis, 

su efecto citológico en mitosis es la división celular sin la formación del huso 

mitótico. 

 

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

eucarióticos. 

 

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

y que contienen los genes. 

 

CTAB.- En inglés (Cetyl-Trimetyl-Ammonium Bromide), detergente catiónico 

altamente caotrópico, 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 proteínas y los polisacáridos 

neutrales se mantienen en solución. Además, el CTAB se usa para eliminar 

proteínas y precipitar al ADN. Después de su precipitación, el ADN puede 

intercambiarse del complejo ADN-CTAB con altas concentraciones de sal (1M 

NaCl). 

 

Deleción.- Cualquier mutación generada por la remoción de uno o más pares de 

bases de un genoma particular. 

 

Desnaturalización.- Pérdida de la configuración original de una macromolécula 

(ADN, ARN, Proteína) inducida por temperaturas elevadas, cambios extremos de 

pH, sustancias químicas. En las proteínas, la desnaturalización es acompañada de  

una pérdida en su actividad biológica. 
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dNTPs dinucleotic triphosphate.-  Abreviatura que se refiere a cualquiera de los 

2‟-desoxinucleósido-5‟-trifosfatos (dATP, dCTP, dGTP y dTTP). 

 

DO.- Densidad Óptica 

 

EDTA (ethylen diamine tetraacetic acid).- Acido etilen diamino tetracético en 

español. Compuesto que quela cationes divalentes como Ca+2 y Mg+2. Se usa para 

remover cationes divalentes de soluciones de ADN y así 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 tamaño de la 

molécula.  

 

Endonucleasas de restricción.- Cualquier enzima bacteriana que reconoce 

secuencias nucleotídicas blanco específicas (sitio de reconocimiento) en ADn de 

doble cadena, cataliza el rompimiento de enlaces internos entre nucleótidos 

específicos en esos sitios o 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. 

 

Exón.- Parte de un gen que se transcribe y permanece en el mRNA después del 

recorte y empalme. Principalmente consiste en regiones codificantes de proteínas, 

pero también incluye regiones no traducidas en 5‟ y 3‟ del mRNA. 

 

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

 

Fragmento de Restricción.- Cualquier oligo o polinucleótido que se libera a partir 

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

endonucleasa de restricción. 
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Frecuencia Alélica.- La frecuencia de cada alelo en un locus polimórfico en una 

población. 

 

Gen.- Secuencia de ADN que contiene información en su secuencia que contribuye 

al fenotipo de la célula. Normalmente, se refiere a una secuencia que codifica para 

proteínas junto a las secuencias necesarias para su expresión. 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.- Solución de Eosinatos de Azul y Azures de metileno en Metanol-Glicerina, 

preparadas a base de colorantes de acentuado poder policromatófilo y 

metacromático. Colorante específico para la identificación de cromosomas. 

 

Hematocrito.- Es el volumen ocupado por los elementos celulares en 100 ml de 

sangre total. 

 

Hemoglobinometría.- cuantificación del contenido de hemoglobina presente en la 

sangre de un individuo. 

 

Heparina Sódica.- Anticoagulante utilizado en la extracción de sangre. 

 

Heredabilidad.- Proporción de la variabilidad de una población que puede ser 

atribuida a la variabilidad genética. 

 

Heterocigoto.- Cuando los dos alelos de un locus específico son diferentes. 

 

Hibridación.- Formación de una molécula híbrida de ADN mediante la 

complementariedad de bases en cadenas de origen distinto. 

 

Histonas.- Proteínas pequeñas con carga positiva (básicas) presentes en el núcleo 

y que se unen al ADN con carga negativa. 
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Homocigoto.- Presencia de dos alelos idénticos en un determinado locus. 

 

Homólogos.- Genes similares por descendencia de un ancestro común. 

 

Huella genética.- Proceso que identifica de manera inequívoca un individuo de 

acuerdo a ciertos componentes de su genoma. 

 

Interacción aditiva.- Cuando el efecto de múltiples alelos en el fenotipo es la suma 

de sus efectos individuales. 

 

Intrón.- 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.- Región cromosómica única que corresponde a un gen o a una secuencia 

de ADN. 

 

Mapa Físico.- Mapa genómico basado en la localización de las secuencias de ADN. 

 

Mapa Genético.- Mapa genómico basado en el orden y las distancias entre genes y 

marcadores genéticos mediadas por frecuencia de recombinación. 
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Marcador.- Cualquier molécula de proteína, ARN o ADN de tamaño o peso 

molecular conocido que sirve para monitorear o calibrar la separación de las 

mismas utilizando electroforesis o cromatografía; marcador molecular estándar, 

escalera de fragmentos de diferente peso molecular. 

 

Metacéntrico.- Cromosoma cuyo centrómero se localiza en la mitad y los dos 

brazos presentan igual longitud.  

 

Microsatélites.- Repeticiones en tándem de secuencias muy pequeñas, de 2-4 

nucleótidos 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 tándem y que varía en tamaño entre 0.5 

y 40 kb. Suelen localizarse cerca de los telómeros aunque puede estar en cualquier 

sitio. También se les conoce como repeticiones en número variable (VNTRs). 

 

Morfométrico.- Parámetros que cuantifican las dimensiones de un individuo, 

relacionándolas entre sí.  

 

PAGE.- Electroforesis en gel de poliacrilamida. 

 

Polimórfico.- Locus heterocigoto en una frecuencia significativa en una población. 

 

Polimorfismo.- Cambio localizado en una secuencia específica 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 específico.  

 

Proteinasa K.- Enzima obtenida del hongo Tritirachium album que cataliza el 

rompimiento de enlaces peptídicos en proteínas con una débil preferencia para 
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aminoácidos alifáticos, aromáticos u otros hidrofóbicos. La autolisis de esta enzima 

es mínima y puede prevenirse por la adición de Ca+2. 

 

Rpm.- Revoluciones por minuto 

 

SDS (sodium dodecil sulfate).- Dodecil sulfato de sodio. Detergente aniónico cuya 

fórmula de CH3 (CH3)11 OSO3 Na que se utiliza para la solubilización y electroforesis 

de proteínas. El SDS se pega en relación de 1.4 g de SDS/gr de proteína, lo que 

confiere una carga negativa neta; sin embargo, su separación electroforética 

después de la unión con el detergente, depende en gran mediada de su tamaño. 

Segregación.- transmisión de alelos a través de un árbol genealógico familiar de 

manera que siguen los principios mendelianos de la herencia. 

 

Selección.- 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 nucleótido. 

 

STE.- Solución buffer de cloruro de sodio 0.1 M, Tris HCl 0.05 M, pH 7.5 y EDTA 

0.001 M. 

 

STR (Short Tándem Repeats).- Pequeñas repeticiones en tándem. 

 

Submetacéntrico.- Cromosoma en el que la longitud de un brazo es algo mayor 

que la del otro. 

 

TAE.- Solución buffer de Tris, Acido Glacial Acético y EDTA. 

 

TBE.- Solución buffer de Tris, Acido Bórico y EDTA. 

 

TE.- Solución 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 centrómero en 

el extremo. 

 

TEMED.- N,N,N‟,N‟-Tetramethylethylenediamine. 

 

TRIS.- Tris (hidroximetil) aminometano 

 

VNTR (Variable Number Tándem Repeats).- Repeticiones en tandem en Número 

Variable. 

 

Wrigth.- Colorante que permite identificar específicamente glóbulos rojos. 

 

β- Mercaptoetanol.- Antioxidante utilizado en la extracción de ADN. Su función es 

escindir los enlances disulfuro de forma reversible. 
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ANEXO 6. ABREVIATURAS Y SÍMBOLOS 

 

ADN  Acido Desoxirribonucleico 

 

AFLP En inglés (Amplified Fragment Length Polymorphism) o Polimorfismo 

de la Longitud de los Fragmentos Amplificados  

 

AGE  Electroforesis en Gel de Agarosa. 

 

ARN Acido Ribonucleico 

 

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

 

cM  Centi Morgan 

 

CTAB  En inglés (Cetyl-Trimetyl-Ammonium Bromide) 

 

dNTPs  Dinucleotic triphosphate o trifosfato dinucleótido 

 

DO  Densidad Óptica 

 

EDTA  Ethylen diamine tetraacetic acid o Acido etilen diamino tetracético  

 

DGGE  (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, en inglés) Electroforesis en 

Gel de Gradiente Denaturada 

 

Kb  Kilobase 

 

M Molar 

 

mL Mililitro 
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ng Nanogramo  

 

nm Nanómetro 

 

PAGE  Electroforesis en gel de poliacrilamida. 

 

PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis, en inglés), Electroforesis en Gel de 

Campo Pulsado. 

 

QTL  Locus de rasgo cuantitativo  

 

Rpm  Revoluciones por minuto 

 

SDS   Sodium dodecil sulfate o Dodecil sulfato de sodio. 

 

SNP  Single Nucleotide Polimorphism o Polimorfismo de un solo nucleótido. 

 

STE Solución buffer de cloruro de sodio 0.1 M, Tris HCl 0.05 M, pH 7.5 y 

EDTA 0.001 M. 

 

STR   Short Tándem Repeats o Pequeñas repeticiones en tándem. 

 

TAE  Solución buffer de Tris, Acido Glacial Acético y EDTA. 

 

TBE  Solución buffer de Tris, Acido Bórico y EDTA. 

 

TE  Solución buffer de Tris 10mM y EDTA 0.1 mM. 

 

TEMED N,N,N‟,N‟-Tetramethylethylenediamine. 

 

TRIS  Tris (hidroximetil) aminometano 
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UV Ultravioleta 

 

VNTR  Variable Number Tándem Repeats o Repeticiones en tandem en 

número Variable. 

 

V Voltios 

 

μg Microgramo 

 

μl Microlitro 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 


