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Notacientifica

Modificacion de un protocolo estandar de extraccion de ADN
para flebotominos pequeios (Phlebotominae: Lutzomyia)

Modification of a standard protocol for DNA extraction from smaller sandflies (Phlebotominae: Lutzomyia)

GABRIEL GOLCZER™y JAZZMINARRIVILLAGA®?

Resumen: Seevalud e rendimiento de un protocol o de acetato de potasio con modificaciones menores paralaextraccion
del ADN genémico. Los resultados evidencian que empleando e protocolo modificado se obtuvo un ADN de mayor
rendimiento (0,61, concentracion de 37,34 ng/uL ) respecto a protocolo original . Laamplificacion del ADN viaPCR para
regiones mitocondriales evidenciasu calidad altaADN para estudios poblacionales anivel molecular, en el menor tiempo
y costo, sin €l uso de reactivos altamente toxicos.
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Abstract: We evaluated the yield of apotassium acetate protocol with minor modificationsfor the extraction of genomic
DNA. Theresults showed that using the modified protocol gave ahigher DNA yield (0.61, and concentration 37.34 ng/pL)
was obtained with respect to the original protocol. The amplification of DNA by PCR for mitochondria regions
demonstrated the high quality of this DNA for molecular population studies, in less time and cost, without the use of
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highly toxic reagents.
Key words: PCR. DNA extraction. Sandflies.

I ntroduccion

Enlaextraccion deADN de muestras de flebotomineos se han
utilizado métodos basados en el uso de sales como acetato de
potasio, en su forma convencional combinado con el deter-
gente SDS, sodio lauril-sulfato (Ready et al. 1991; Parvizi y
Amirkhami 2008), o en su forma modificada combinada con
proteinasaK (Hodgkinson et al. 2003; Torgerson et al. 2003),
€l uso de laproteinasa K combinada con €l método clorofor-
mo-fenol (Michalsky et al. 2002; Kato et al. 2005); paquetes
comercialesdeextraccion deADN, DNeasy tissuekit de Qiagen
(Beati et al. 2004), y el uso delaresinaChelex-100 (Cabreraet
al. 2003; Jorqueraet al. 2005).

Sin embargo, la talla corporal de los flebotomineos, que
representa la disponibilidad de tejido por muestra, apriori es
una limitante, y en especial en estudios de variabilidad y
genética poblacional espacio-temporal, en donde la cantidad
de ADN aislado por muestra identificada es importante, en
contraste con la cantidad extraida desde otros grupos de in-
sectos, en especia vectores deimportanciamédicacomo mos-
quitos 0 triatominos (Nordase et al. 2004; De Armas et al.
2005). La extracciéon de ADN de flebotomineos individuales
resulta en bajo rendimiento, efectividad, y en algunas ocasio-
nes con baja pureza cuando se hacen extracciones extensivas,
lo querequiere el uso de protocol os que mejoren el rendimien-
todeADN, como &l empleo de paquetes comerciales.

Para los paises latinoamericanos | os estudios de genética
molecular anivel poblacional, implican unainversién muy ata,
por los costos de importacién de pagquetes comerciales de ex-
traccion y purificacion de ADN vy reactivos (sobre todo los
reactivostoxicos que necesitan fletes deimportacion especial)
lo quelimitasu uso, y obligaaconsiderar los protocol ostradi-

cionales. Por otro lado, los protocolos necesitan cumplir hoy
endiacon las normativas de seguridad laboral y ambiental por
lo que apuntar a uso de reactivos no toxicosy no contaminan-
tesesideal. En este sentido, el protocol o basado en precipita
cién con sales en su forma convencional esidoneo y hasido
empleado en estudios poblacionales, con distintas modifica-
ciones desde | os protocolos originales de I sh-Horowizh et al.
(1982), Bender et al. (1983) y Collinset al. (1987) paralaextrac-
cién deADN de especiesdel Viejo Mundo, Phlebotomus spp.
y Sergentomyia spp. (Ready et al. 1991; Esseghir et al. 1997;
Aransay et al. 1999; Parvizi y Amirkhami 2008), como en espe-
cies del nuevo mundo Lutzomyia longipalpis (Lutz y Neiva
1912), L. pseudolongipalpis Arrivillagay Feliciangeli, 2001, L.
intermedia (Lutz y Neiva, 1912), L. withmani (Antunesy
Coutinho, 1939) (Esseghir et al. 1997, Arrivillagaet al. 2003;
Souza et al. 2007) con un alto rendimiento desde muestras
preservadas en etanol 70% y secas.

Sin embargo, utilizando el método de sales, desde mues-
tras de flebotomineos con talla pequefia como, Lutzomyia
youngi (Feliciangeli y Murillo 1987), L. evansi (Nufiez-Tovar,
1934), L. nunez tovari (Ortiz, 1954), L. spinicrassa Morales,
Osorno de Osornoy Hoyos, 1970, L. trinidadensis (Newstead,
1922), L. cayenensis (Floch and Abonnenc, 1941), selograla
extraccion de ADN (Testa et al. 2002; Vivero et al. 2007),
pero la efectividad en las extracciones extensivas es del 10%
(muestras preservadas en etanol) y 20% (muestras frescas),
con rendimientos menores a 0,1, lo cual limita los estudios
poblacionales. En la presente nota se sefialaunamaodificacion
del protocolo deArrivillagaet al. (2003) en varios pasosconla
finalidad de proporcionar un método ajustado a muestras de
flebotomineos de pequefia talla corporal para estudios
poblacionales.
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Materialesy M é&odos

M uestrasbiolégicas. Seutilizaron en el estudio dosgruposde
flebotomineos para un total de 162 ejemplares de Lutzomyia
youngi, recolectados en la localidad tipo, Las Calderas
(09°22'N, 70°26' W), Estado de Trujillo, Venezuela. L os adultos
fueron pesados individua mente (peso promedio de hembras
80,92 ugy en machosde 50,65 pg) y medidalalongitud del ala
derecha (promedio en hembrasde 2,1 mmy en machosde 1,7
mm) para correlacionar la cantidad de tejido (peso o tamafio)
enrelacidén alacantidad deADN y al grado de pureza(relacion
de DO 260/280). Luego seredliz6 ladiseccion delosgemplares
(hembras = montgje de cabezasy genitalia, machos= montaje
de genitalia), las piezas fueron montadas en medio Berlese,
para su fijacion e identificacion, utilizando la clave Young y
Duncan (1994).

Extraccion deADN. Untotal de 34 ejemplaresfueron usados
paralaextraccion individual de ADN siguiendo €l protocolo
deArrivillagaet al. 2003. Mientras, € resto de los jemplares
(n = 128) fueron homogenizados siguiendo como base este
mismo protocolo con tres modificaciones menores que mejo-
raron € rendimiento y pureza del ADN (Tabla 1). Los gjem-
plares fueron homogenei zados con un triturador manual mar-
caKontex en 50 pL detampoén delisis(NaCl 0,1 M; sacarosa
0,2 M; EDTA 50 mM; trissHCl 100 mM pH 8,25; SDS 0,05
%); incubando a una temperatura de 65°C por 120 min. La
precipitacion de proteinas se realiz6 con 14 uL de acetato de
potasio 8 M, durante 60 min sobre hielo, seguido de una
centrifugacion a14.000 rpm durante 15 min. El ADN seincub6
atemperaturaambiente por 10 min, con 100 pL de etanol abso-
luto, se centrifugd a 14.000 rpm por 15 min Se descart6 el
sobrenadante, se agregd 100 pL de etanol a 70%, y seincub6
a-20°C por 24 horas. Posteriormente, secentrifugé lamezclaa
14.000 rpm durante 15 min y el precipitado se lavé dos veces
con etanol (100 %) por 10 min. Despuésde secar atemperatura
ambiente, el ADN se resuspendié en 20 pL agua grado
molecular y luego se conservé a- 20°C.

PCR de regiones mitocondriales y comparacion. El ADN
extraido por ambos protocolos se amplificd en un volumen
final de 25 pL de reaccion con 4 pL de muestrade ADN, uti-
lizando los cebadores paratres regiones mitocondriales (COlI,
ND5y 12S) empleadospor Arrivillagaet al. 2003. Ladeteccion
del producto de PCR sevisuaizo en gelesde agarosaal 1,2%
en TBE 0,5X con bromuro de etidio 0,5 g/mL. Utilizando €l
programaMicrosoft Excel 2007 seredlizaron regresioneslinea
les con los valores de la concentracion de ADN en relacion a

lasvariables de peso del tejido muestra, grado de pureza (DO:
260/280) y longitudesdel aladerecha.

Resultadosy Discusion

La extraccion de ADN con €l protocolo de sales de potasio
combinado con solucionestapones, talescomo TSE (Tris-SDS-
EDTA) y etanol combinaprocesos quimicos, fisicosy mecé-
nicos resumidos en tres pasos: lisis celular, eliminacion de
proteinas y precipitacion y limpieza de ADN. Este método
€s econdmico, no maneja compuestos de altatoxicidad o con-
taminantes del ambiente y se obtienen en promedio cantida-
des significativasde ADN con altapureza (Tabla1). Las mo-
dificaciones propuestasal protocolo deArrivillagaet al. (2003)
aunque son menores, garantizan una mayor efectividad (79%
de positividad) en relacion al nimero de muestras parala ex-
traccion de ADN, con un rendimiento 1.000X més efectivo.

En contraste, el método deArrivillagaet al. (2003) hasido
empleado en flebotomineos de mayor tallacorpora (Lutzomyia
longipalpis) con fines de estudios poblacionales. Sin embar-
go, no existe reporte de valores de rendimiento y concentra-
cion de ADN para realizar comparaciones directas, a pesar
gue los autores sefialan que el procesamiento es efectivo en
aproximadamente 3.000 g emplares, mediante laobtencion de
productos de PCR de buena calidad para su secuenciacion.

Engenerd, lostrabgjosanivel molecular en flebotomineos,
y que emplean el método de sales para extraccion de ADN,
con finestaxondmicosofilogeniamolecular (Ready et al. 1991,
Esseghir et al. 1997, Aransay et al. 1999, Arrivillaga et al.
2003), no sefidan las concentraciones o e grado de pureza
del ADN extraido, por lo que no es posible realizar compa-
raciones. Sin embargo, Vivero et al. (2007), sefialaun proto-
colo modificado de Collins et al. (1987) paralaextraccion de
ADN genomico, desde 512 individuos pertenecientes asiete
especies de flebotomineos neotropicales. Estos autores se-
fialan el uso del 40% v/v delamuestrade ADN resuspendida
paralaamplificacién exitosade regiones mitocondrialesvia
PCR (Fig. ).

En comparacion con e protocolo de Vivero et al. (2007), €
protocolo propuesto en el presente trabajo tiene ciertas dife-
rencias metodol dgicas de gran importancia, las cuales seresu-
men a continuacion: mayor tiempo de incubacién en buffer de
lisis (30 min. vs. 120 min.), mayor tiempo de precipitacion en
acetato de potasio (30 min. vs. 60 min.), mayor tiempoy veloci-
dad de centrifugacion paralasedimentacion final del ADN (12
rpm/20 min. vs. 14 rpm/15 min.). En nuestro caso, lasmodifica
ciones resultan en un aumento del rendimiento de extraccion
deADN, y solo seusad 20% v/v de lamuestra resuspendida

Tabla 1. Valores de las medias de concentracion, grado de pureza y rendimiento para las dos protocolos empleados en la extraccion de ADN
gendémico de Lutzomyia youngi. Los valores en paréntesis representa la desviacion estandar.

Concentracion Pureza
Método de Duracion/ Peso deADN DO
extraccion Paso Volumen (mg) (no/pLl) 260/280 Rendimiento
Arrivillaga 2002 Incubacién en Bafio 30 min. 0,07084 0,0000377 1,8467 0,0005
Incubacién en AcK 30 min.
Centrifugacion final 10 min.
Modificacion Incubacién en Bafio 120 min. 0,060753 0,03734 2,1567 0,612
Incubacién en acetato de potasio 60 min.
Centrifugacion final 15 min.
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500 bp.

Figura 1. Corridas electoforéticas en gel de agarosaal 1,2% de productos de amplificacion de PCR paratres regiones mitocondriales. A. Citocromo
oxidasa | (COlI, 530 pb). B. NADH-5 (ND5, 450pb). C. 12S ribosomal (12S, 420 pb). La banda de 500 bp es sefialada para € marcador de peso

molecular de 100 bp utilizado en la electroforesis.

de ADN parala amplificacion de regiones mitocodriales, au-
mentandose la efectividad de nuestro método en un 50% en
comparacion al utilizado por Viveros et al. (2007) en flebo-
tomineos.

Nuestros resultados son comparables a los obtenidos por
Michalsky et al. (2002), y Kato et al. (2005) quienes utilizan
el protocolo de cloroformo fenol combinado con proteinasa
K, enrelacion aquelaaltacalidad del ADN sedemuestracon
el uso de menor cantidad de volumen de ADN extraido para
fines de amplificacion via PCR. En contraste, las concentra-
ciones de ADN promedio reportadas por estos autores son
menoresalas sefialadas por nosotros (5-10 ng/uL vs 37,34 ng/
uL ), pero los autores no reportan el grado de pureza.

La extraccion de ADN con el presente protocolo, no evi-
denciaunacorrelacion lineal (valoresde R< 0,02) entre canti-
dad de tgjido o tamafio en relacion ala cantidad o pureza de
ADN extraido desde gjemplares individuales de L. youngi.
Estos resultados son comparables a los obtenidos para otros
grupos de insectos como aedinos (De Armas et al. 2005), por
lo que estas variables de talla corporal no afectan los resulta-
dos. En general, la efectividad y ventgja en la extraccion del
ADN obtenido utilizando €l protocolo de sales con modifica
ciones, son comparables a los sefialados por Nodarse et al.
(2004) y De Armas et al. (2005) para insectos vectores de
mayor peso corporal como |os triatéminos o aedinos.

Lamodificacién del protocolo deArrivillaga et al. (2003)
con base en sales (efecto salting out) es unaalternativa efecti-
va para tener suficientes muestras de ADN de flebotomineos
con alto rendimiento para estudios genéticos poblacionales
con especies de pequefia talla corporal.
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