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Nota cientifica

Modificacion de un método de extraccién de ADN gendmico de
Aedes aegypt(Diptera: Culicidae)

Modification of a method to extract genomic DNA frakedes aegyptiDiptera: Culicidae)
YAXSIER DE ARMAS R?, MARIA M. RODRIGUEZ C2 JUAN A. BISSET L34

Resumen.Se extrajo el ADN gendmico a 20 mosquitesdes aegyptie la cepa Rockefeller. Se evaluaron los
resultados de la modificacion del protocolo empleado para extraer el ADN de los mosquitos. La modificacion del
método consisti6 en macerar las muestras en nitrégeno liquido antes de ser extraido el material genético. Los
resultados demostraron que empleando el protocolo modificado se obtuvo un material genémico con mayor
rendimiento (9,55) y concentracién (0,46/ul) que con el método original. Se pudo corroborar que el ADN
resultante de la extraccion presenta suficiente calidad para emplearse como molde en la técnica del RAPD y
probablemente en otras técnicas moleculares basadas en la amplificacion por la PCR. Estos resultados se utilizaran
en futuros estudios genéticosAle. aegyptiprincipal vector del dengue.

Palabras claves Mosquitos. Material genético. Nitrégeno liquido. Insectos. Vectores.

Summary. The genomic DNA was extracted from 28des aegyptnosquitoes of the Rockefeller strain. The
results from a modified protocol for DNA extraction of mosquitoes were evaluated. The modification of the
method consisted in grinding up samples in liquid nitrogen before the extraction of genetic material. The results
demonstrated that through the modified protocol genetic material was obtained with higher yield (9.55) and
concentration (0.4@g/pl) than the original method. It was corroborated that the resulting DNA was of sufficient
quality for RAPD technology and probably other molecular based techniques based on PCR amplification.
These results will be used in future genetic studie&araegyptithe principal vector of dengue.
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Introduccién de este importante vector (Hemingwayl998; Frageet al. 2004). En un estudio

Aedes aegypfiL.) es el responsable di- et al1998). Ejecientgi para ca(;acterizar_%:néticam_ente
recto de la transmisién de los cuatrd.a extraccién del ADN es el primer paso 0s poblaciones de mosquitee. aegypt
serotipos del virus del Dengue, por lo quale muchas técnicas moleculares. A pes dre_Sannago de Cuba NUESLro grupo .de tra-

; L9 . ' .%ajo ha empleado esta simple y facil mo-
se considera como el principal vector emde su aparente sencillez, a menudo XISt acion. obteniéndose un material
América Latina (Soper 1967). El rangoten problemas con el rendimiento de lo L ' - .
de muchas poblaciones de este génerétodos, la calidad del ADN obtenidosge.’r.]e'[ICO con sgflc!ente calidad para ser
no es estético y recientemente se ha eJencontre{ndose posibles contaminante%tIllzado I.ef.n Ia(ljteclmca deRI A’\A‘PDDN %qh;?r-
tendido por los paises de Asia y Américalegradaciones parciales, asi como el tien‘gfoeﬁmfe' nlgg) oalazar ( ) (Bis
Latina, incrementando el riesgo del denpo de duracién de los protocolos. Un es- P '
gue en esas regiones. La reduccion de laadio detallado de estos importante€En este trabajo se muestran los resultados
criaderos del vector, los programas dgaradmetros garantizaria las bases para fat modificar un método de extraccion de
saneamiento ambiental con la participaturos estudios genéticos del principalADN gendmico de mosquitdse. aegypti
cibn comunitaria, son continuos esfuervector del dengue. El empleo del nitroge{Gaillard y Strauss 1990). Con el protoco-
zos que se han desarrollado para &lo liquido como variante en los protocolodo modificado, el cual consiste en macerar
control del mismo; sin embargo estos nale extraccion de ADN de diferentes espeeon nitrégeno liquido la muestra antes de
han sido suficientes para la lucha contrgies (Mannet al. 1989; Kanget al. 2004; ser extraido el ADN, se obtienen mejores
el principal vector del dengue (RodriguezNicholset al.2004), ha permitido aumen- resultados en el rendimiento y concentra-
et al 2004). Las técnicas molecularedar el rendimiento y la calidad del mate-cién de ADN resultante, el que tiene cali-
aportan importantes resultados que pueial genético obtenido. En varias familiasdad suficiente para emplearse en técnicas
den ser utilizados para la confeccién dele insectos esta variante ha sido empleaoleculares como el RAPD, y probable-
estrategias de control de las poblacioneda, demostrandose ademas del aumeninente en otras técnicas moleculares basa-
de mosquitos. Estas metodologias hadel rendimiento su posible empleo en técdas en la amplificacion por la PCR, lo que
ayudado al entendimiento de los procesosicas moleculares comprobandose la caepresenta una gran ventaja en los estu-
bioquimicos, moleculares y fisioldgicoslidad del ADN resultante (Reinela al  dios genéticos dele. aegypti
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Materiales y Métodos realiz6 la electroforesis al 0,8% en geles Resultados y Discusion
de agarosa en tampon Tris—Borato-EDT,ﬁE . :

o | método de Gaillard y Strauss (1990)
- . , (TBE 0,5X) (Tris-Borato 0,045 My EDTA es empleado en la extraccion de pequefias
Se utilizaron mosquitode. aegyptde la 0,001 M, pH 8,0) conteniendo bromurocantidades en el orden de los picoara-
cepa susceptible de referencia Rockefellette etidio (0,5 mg/ml). mos de material genémico apro?/ecﬁqan—
32”&'2Ettrrgdgepggfilrﬁggggg%g%acne?ltgﬁAPD do su alta eficiencia debido al uso de la
X ; o . . acrilamida (Gaillard y Strauss 1990). El
Puerto Rico. Los mosquitos se mantuvieEl ADN extraido por los dos métodos (50 rotocolo se extrapola a estudios en
ron en condiciones de laboratorio: 25 ig) se amplific6 en un volumen de reac'?nuestras dede. ae P tiboraue posee
2°C de temperatura 'y 70 + 5% de humeeion de 25 pL, utilizando los cebadoresoa.O costo bﬁen gr]grﬁ)dﬁnieqnto F;demés
dad relativa, con un foto-periodo de 10 HOPA-1, OPA-2 y OPA-9 (Kit A, Operon J y !

de luz y 14 h de oscuridad. Technologies, USA) manteniendo cons-de presentar un tiempo de extraccion

muy rapido, lo que permite procesar un
tante .e,l resto de los componentes d.e. ISran namero de muestras y dar resulta-
reaccion (2,5 pL de tampon de amplifi-

Se escogieron 20 mosauitos hembrasacion 10x (TisHCI 100 b p 3 505 (0910 en U ot lempo st
al azar, se dividieron de forma aleatoria<Cl 500 mM; gelatina al 0,01%) (Prome- .~ . ~o = estrategias y toma de de-
en dos grupos de 10 individuos cad#ja, USA), 200 uM de cada deoxinucled-. .0 "o | i0-
atla ; para el control de las poblacio
uno y se pesaron para que esa variablfigdo trifosfato (Promega, USA), 2,5 mM " 0 oo dengue
no afectara los resultados. De un grupge MgCl, 5 pmol de cebador, 2 U Taq '
de culicidos se extrajo el ADN por elADN polimerasa (Promega, USA) con elEl analisis de varianza de clasificacion
método de Gaillard y Strauss 1990:0bjetivo de determinar la calidad delsimple para la variable peso demostré que
mientras que en el segundo grupo s&DN para ser utilizado en la t(_éc[uca deno existieron diferencias significativas
emple6 el mismo método con la modi-RAPD. La amplificacion se realiz6 en unpara los valores comparados (P>0,05).
ficacién realizada. La misma consistialeérmociclador (Perkin EImer, USA) con Resultado que indica que esta variable
en usar el nitrégeno liquido para ma-e,l siguieTte perfil: dgsnaturalizacién ini'-no influye en el andlisis del rendimiento.
cerar los individuos antes de la eX'C:aI ad9f1dC por 5 rr|1_|n, seguido de 45 C"fn la tabla 1 se aprecian los valores de
traccion del material gendmico. Clos de: desnatura |z?0|on a 94°C por as medias de la variable concentracion,
Posteriormente, a ambos grupos se g hibridacion a 36°C por 1 miny ex-

. i ) grado de pureza y rendimiento para el
eliminé el ARN. tension 72°C por 2 min, con una exten-

sion final después del dltimo ciclo a 72°Cdmeer:]%ds?r§g%2aell %2?0(;20%3;%236 ﬁg_

Extraccion del ADN por 15 min. Para la deteccion del pro,o s mejor rendimiento en la extraccion
Métodode Gaillard y Strauss 1990 ¢ ICO (9,91

) . 'Bias altamente significativas (P = 0,001)
Se maceraron 10 mOSC]UIIOS de f0rma |naga-rosa a-l 112 %1 preparad_o_en tampogon respecto a| OriginaL posee ademés
dividual en 500 u| del tampén de extrac-TBE 0,5x CC?H bromuro de, .et|d|0 0,5 mg!una mayor media de concentracion de
cién (SDS al 20%, Tris-HCI 1M pH 8,25, mL. La corrida electroforetlca_l se .realllz'oADN extraido (0,46 ug/ml), estadistica-
EDTA 0,5 M, Sacarosa 1M). El homoge-a 150 V durante 1 hora. La visualizacionmente significativo (P = 0,01) a la obteni-
nizado se incub6 a 85 por 10 min, se de los productos de amplificacion se reaga por el método original. Este resultado

Origen de las muestras

Metodologia de trabajo

afiadieron 120 pl de acetato de potasitzé mediante luz ultravioleta. tiene un gran significado, ya que se dis-
5M, se coloco en hielo por 10 min y seanalisis estadistico pone de mayor cantidad de ADN obteni-
centrifugé a 10.000 g por 10 min. Al do para emplearse en més reacciones de

sobrenadante se le adicionaron 35 pI de€ realizaron las lecturas de las muestragcnicas moleculares. Realizando el mis-
mezcla de acetato (acetato de sodio 4i€! ADN obtenido a las longitudes demo analisis estadistico, se lleg6 a la con-
y acrilamida al 0,25%) y 1.200 pl deonda de 260 y 280 nm en un espectreejusion que las medias del grado de
etanol absoluto, incubandose 10 min 40tometro (Pharmacia, LKB, USA). Se cal-pureza entre el método empleado y su
temperatura ambiente. EI homogenizadG4!® €l grado de pureza a través deinodificacion no son significativamente

se centrifugé a 10.000 g por 20 min, effociente DO 260/280, la concentracion ydiferentes (P>0,05). En la figura 1, las

precipitado se lavé con etanol al 70 %el rendimiento qQI ADN rggqltante. Fl_nal—d|ferentes_|nten5|dades Ej(_e los patrones
se centrifugé a 10.000 g por 10 min Sénente, se re.ghzo.un anal|5|§ dg varianzde las corridas electrofpretlcz_as obtenidos
secé a temperatura ambiente y se résu e clasificacion simple (Statlstlc_ versioncon las dos metodologias evidencian cla-
pendi6 en 25 pl del tampén Tris—EDTA .0) para el peso de los mosquitos y losamente los resultados antes explicados.
(TE 1X) (Tris-HCl 1mM pH 8,0, EDTA valores del grado de pureza, rendimient&s valido afiadir que en ninguna de las

. . i6 ido. dos metodologias se observd contamina-
0,1mM pH 8.0). Posteriormente, se adiY la concentracion del ADN extraido g

cionaron 2 pl de RNAsa (10 mg/ml), se

incubd 1 h a I, se afadié igual volu- _ . .
g Tabla 1. Valores de las medias de concentracion, grado de pureza y rendimiento para las dos

men de la mezcla cloroformo: alcohol ; - o X ‘
. P . . metodologias empleadas en la extraccion de ADN gendémico de mos4eiies aegypti
isoamilico (24:1) y se centrifug6 a 10.000 g P g 4 &P

g por 10 min. El sobrenadante se consef- Grado de pureza Concentracion (ug/u) —
vo a 4C. Metodologia (Media + DE) (Media + DE) Rendimiento
Electroforesis de la extraccion del ADN | odificado (n = 10) 151 + 0,07 0,455 + 0,09 9,55

L Original (n = 10) 1,46 + 0,12 0,338 £ 0,11 6,98
Para la visualizacion del producto de la

extraccion del ADN en las muestras se DE: Desviacién estandar.
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Figura 1. Corridas electroforéticas de las muestras de ADN gendmico extraido por las dos

grupo fueron reportados por Reineke
et al. (1998) al comparar seis protoco-
los de extraccién de ADN de insectos
y evaluar su aplicacion en la técnica
del polimorfismo de la longitud de
fragmentos amplificados (AFLP). En
hemipteros cubanos, Fraga y colabo-
radores (2004) demostraron que con el
uso del nitrégeno liquido se obtienen
mejores rendimientos en la extraccion
del ADN genémico.

Obtener un material genético con una
buena calidad (libre de contaminacién y
sin degradaciones parciales), unido a un
buen rendimiento y concentracion, asi
como en un tiempo breve, seria una he-
rramienta muy importante para el trabajo
en la Entomologia Molecular. EI ADN
extraido es el primer paso de muchas téc-
nicas moleculares, que se emplean entre
otras cosas, en la confeccion y elabora-
cién de estrategias que permitan un me-
jor control sobre los insectos vectores que
transmiten enfermedades que afectan al
hombre. Por lo que el empleo de la modi-
ficacion con nitrégeno liquido del pro-
tocolo original aqui descrito, proporciona
una beneficiosa opcion para el trabajo
futuro.

Conclusiones

metodologias empleadas con los mosquitedes aegyptile la cepa susceptible de referencia

Rockefeller. A: método modificado, B: método Gaillard y Strauss 1990.

cién con ARN (Fig.1), lo que es un aspec- 5 3 4 5 6
to importante para emplearse en la técni-

ca del RAPD, técnica muy utilizada en
estudios genéticos de poblaciones d
mosquitos (Apostokt al. 1996; Zhuet
al. 1998; Ayreset al. 2002).

A pesar de no tener un alto grado de p
reza (valores 1,8) se han obtenido pa-
trones reproducibles en la técnica d
RAPD con el cebador OPA-9 (Fig. 2), as
como con el resto de los cebadores anal
zados (datos no mostrados), pudiéndo
demostrar con patrones amplificables
claros y reproducibles la calidad del ADN
obtenido por ambas metodologias y e
pecular sobre su uso en otras técnic
moleculares que contengan en algun
de sus pasos la PCR. Este resultado
pretende utilizar en futuros estudio
genéticos donde se encuentre involu

La maceracion con nltrogeno liquido
antes de extraer el ADN genomico, brin-
da una nueva y ventajosa variante, que
permite contar con un método con me-
jor rendimiento y concentracion del
ADN obtenido sin variar significa-
tivamente el tiempo empleado en la
metodologia de la extraccién. Obte-
niéndose un ADN con calidad suficien-
te para emplearse como molde en la
técnica del RAPD y probablemente en
otras técnicas moleculares basadas en la
amplificacion por la PCR.
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