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. Las modificaciones al protocolo de extraccion de ADN
El uso de marcadores moleculares es grandemente utilizado Muestras bioligicas previamente informado por Lopera-Barrero y colaboradores
hoy dia, sin embargo esta herramienta depende de contar Para el ensayo de las modificaciones al protocolo de extraccion previamente informado por Lopera-Barrero y colaboradores (2008), se (2008), consistieron en afiadir el NaCl 5M al sobrenadante,
con una muestra adecuada de ADN. A pesar de que los utilizaron 20 mg de tejido proveniente de gongolies. El método optimizado se utilizo para extraer ADN de muestras de carne de pollo después en lugar de antes de centrifugar el tejido lisado; y
protocolos de extraccion con fenol-cloroformo son muy fresco y pollo enlatado. en utilizar el doble en lugar de la mitad, de volumen de
utilizados para extraer ADN genomico, la extraccion con etanol absoluto que de muestra para precipitar el ADN.
cloruro de sodio es una alternativa simple, facil y no Aislamiento de ADN Segln se observa en la Figura 1, todas las muestras
contaminante. Este estudio ensayd la metodologia de Este procedimiento es una modificacion del previamente informado por Lopera-Barrero y colaboradores (2008). Se trabajaron las ensayadas, excepto la #7 y #8, muestran un ADN integro,
extraccion de ADN con NaCl con algunas modificaciones al muestras en triplicado, cada una con 20 mg de carne de pechuga de pollo fresca y de pechuga de pollo enlatada, respectivamente. El independiente de si el protocolo utilizado para su extraccion
metodo previamente informado por Lopera-Barrero vy tejido se coloco en microtubos con 550 ul de solucion amortiguadora de lisis (50 mM de Tris HCI, 50 mM EDTA ph 8, 1% SDS y 50 era el original o el modificado. Sin embargo, en la Tabla 1
colaboradores (2008) y la utilizo para comparar el ADN mM de NaCl). Se agrego6 a cada microtubo 7 ul de proteinasa K (200 ug/ml). Se incubo a 55°C toda la noche. Se centrifué a 14,000 podemos ver que las muestras de ADN mas puras, con un
extraido de carne de pollo fresca y enlatada. Los resultados rom por 15 minutos. Se transfirieron 500 pl del sobrenadante a un tubo limpio. Se agrego 300ul de NaCl 5M, se mezclo bien y se A260/280 mas cerca de 2.0 son las #6 y #9, ambas
obtenidos revelaron que la calidad, cantidad e integridad del centrifugd a 14,000 rpm por 15 minutos. Se transfirieron 600 pl del sobrenadante a un tubo limpio y se le afiadié el doble del volumen obtenidas con las modificaciones al protocolo original.
ADN extraido de muestras de carne de pollo fresco es de etanol absoluto. Se mezclo bien y se coloco a -20°C toda la noche. Se centrifugd a 14,000 rpm por 15 minutos. Se descarto todo el
superior al ADN extraido de muestras de carne de pollo sobrenadante. El pellet de ADN se guardo con 750l de etanol al 70% hasta resuspenderse en 50 ul de solucion amortiguadora TE El protocolo modificado se utilizd para comparar el ADN
enlatado, esto debido quizas al tratamiento fisico y quimico (10mTris pH 8.0 y 1mM EDTA). EI ADN obtenido se guardo a -20°C. extraido a partir de muestras de carne de pollo fresca y
que recibe esta carne en su procesamiento. enlatada en términos de la cantidad y calidad del material
Luantiticacidn de AUN gendmico obtenido. Los resultados obtenidos muestran que
La cantidad y calidad del ADN obtenido se determind mediante espectrofotometria midiendo la absorbancia de las muestras a 260 y la calidad y cantidad del ADN extraido a partir de carne de
280 nm. pollo enlatado es menor que la del ADN extraido de carne de
pollo fresca. Ver Tabla 2. En cuanto a la integridad del ADN,
Integriaad del AUV en la foto 2 (carriles E1, E2 y E3), se observa claramente un
La integridad del ADN se verifico por electroforesis horizontal utilizando un gel de agarosa al 1% en solucion amortiguadora TBE 1X. ADN degradado, de pequefio tamafio.

» Se cargd 1 pg de ADN de cada muestra. La electroforesis se realizo a 115 V. Posteriormente se trato la gel con una solucion de
Introduccion h de etidio (0.1%) durante 15 minut | N | | .
romuro de etidio (0.1%) durante 15 minutos. Considerando que se partio de la misma cantidad de tejido,
tanto fresco como enlatado, y que se utilizd el mismo

Los marcadores moleculares son la principal herramienta Resultad otocolo d raceion. los resultad btenid drian
utilizada hoy en dia para la identificacion de genotipos, el eSUagos P olgcoo ° eX atC).C'O ’ O? A?)Sl\? da b(')ds 0 le Itoi PO !(a
analisis de la diversidad genetica, la seleccion asistida y el SXPICArSe por campios N © eoIdo @ 105 TalamICiios

aislamiento y caracterizacion de genes especificos para usar Muestra | Abs260/Abs280 | ug ADN/mi realizados a la materia prima, tales como calentamiento y/o

en mejoramiento genético por transgenia. Sin embargo, esta e | 2], | — = = ':1d|0|;)tn dde dlverrszs glusrtan0|as|. 5 erszlte;dos zmllares: ftu ero?]
herramienta depende de contar con una cantidad y calidad : [BEl32 |8 = . Y rﬁpo t&r] Oz P?[,n guilar 'y colaboradores (2011), esto e
suficiente de ADN extraido de pequefias muestras de tejido. SRS S ikl
shs2|ss |38 12 .3 45678 F1 1.90 664.6 Conclusiones

Los protocolos de extraccion con fenol-cloroformo han sido BEzElEE B2 . 2 50 2272 ] dificaci das al al protocolo de extraccic

, f rm c|E85ei3e |55 |8 |5 | = T 5116 as modificaciones ensayadas al al protocolo de extraccion
metodos muy utilizados para obtener ADN genomico por sus S|3s5ElEf |55 (|8 |2 EHHI- i,‘ de ADN previamente informado por Lopera-Barrero vy

' A x | 2 §|z5 |22 oo |« = Tabla 2 Lecturade la pureza y concentracion de ADN , :
buenos  resultados. Sin embargo, es un metodo lento, , s e - FonGmico extraido a partir de came de pollo fresca (F)y colaboradores (2008), mostraron ser mas efectivas en la
laboriosos Yy contaminante (1) La extraccion de ADN usando _f, v :/’ 2-‘5"2 Zi enlatada (E) extraccion de ADN gen()mico 3 partir de teJ|do animal.
el protocolo con sal comun (NaCl) es una alternativa simple, - —— —— "
facil, rapida y no contaminante. : : N EE L BE P La calidad, cantidad e integridad del ADN extraido de
E1E2E3 F1 F2 F3 .
o | , ; (L v L for la2 M O bue muestras de carne de pollo fresco es superior al ADN

El proposito de este estudio fue ensayar la metodologia de 9 V T extraido de muestras de carne de pollo enlatado, esto debido
extraccion de ADN con NaCl con algunaS modificaciones al 10 | Vv Vo072 [17.2 Fotol Electroforesis del ADN obtenido a partir de tejido quizés al tratamiento fisico Y quimico que recibe esta carne

, . . \' \' 0 . animal ensayando varias modificaciones al protocolo. La
metOdO preV|amente InfOI'madO pOr LOpera-BarrerO y a :ubo e identificaciéryllde las muestras correspondenpa I:\s dela en su procesarr"ento
colaboradores (2008) y utilizarlo para comparar el ADN e et
extraido a partir de muestras de carne de pollo fresca y . B i Bibliogratfia

, . . . . =l v 120 | 234 Aguilar, Amarys, Alonso, G y Barrero, M. (2011). Estandarizacion del método de

enlatada en terminos de la cantidad y calidad del material B M L extraccion de acidos nucleicos en muestras comerciales enlatadas de attn Thunnus sp.
gen(’)m|CO Obten|d0 Tabla 1 Lectura de pureza y concentracién de muestras de ADN genémico Revista Venezolana de Ciencia Yy Tecnologl'a de Alimentos 2 (1) 061-072.

de tejido animal ensayando varias modificaciones al protocolo

Falcon, L. y Valera, A. (2007) Extraccion de acidos nucleicos (Cap. 16). En Las

Foto2 Electroforesis del ADN obtenido a partir de herramientas moleculares.(pp 499-516). Mexico, D.F., Mexico.

carne de pollo enlatada (E) y carne de pollo fresca (F)

Lopera-Barrero, N., Povh, J, Ribeiro, R., Gomes, P., Jacometo, c. y da Silva, T. (2008).
Comparacion de protocolos de extraccion de ADN con muestras de aleta y larva de
peces: extraccion modificada con cloruro de sodio. Ciencia e Investigacion Agraria 35
(1) 77-86.




