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RESUMEN

Se evalud la aplicabilidad de 5 protocolos Utiles para la extraccion del ADN gendmico de Triatomineos, y se describié el método
del acetato de potasio modificado, como un método con el que se obtiene un alto rendimiento y pureza del ADN en el menor
tiempo y costo, para su utilizacion como molde en la técnica de ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD [la cual es un
método simple para detectar el polimorfismo genético del ADN]) y probablemente en otras técnicas moleculares basadas en la
amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa. La calidad del ADN constituye un elemento crucial para esta técnica,
la cual necesita un método de extraccion de ADN lo mas estandarizado posible con el que se obtenga un ADN puro, no degradado,
libre de ARN y de inhibidores de la reacciéon en cadena de la polimerasa: porque cambios en la pureza afectan los perfiles de
amplificacion y esto se manifiesta en la presencia de bandas falsas y en la poca reproducibilidad del ensayo.

Palabras clave RAPD, extraccion de ADN, Triatomineos.

Los triatomineos desempefian un papel moleculares constituye un elemento esencial en
importante en la transmision de la enfermedad de estudios taxondmicos, biosistematicos, epide-
Chagas. En Cuba existe el riego de la enfermedad mioldgicos, de genética poblacional y de evo-
vectorial al encontrarse en la isla 4 especies de lucion?® La técnica del ADN polimorfico

triatomineos:Triatoma flavida(Neiva, 1911), amplificado al azar (RAPD) representa un ensayo
Triatoma bruneri(Usinger, 1944)Bolbodera para el estudio del polimorfismo genético del ADN.
scabrosdValdés, 1990) Jriatoma rubrofasciata Este consiste en la amplificacién de segmentos de
(De Geer, 1973). La especie flavida es ADN gendmico mediante la tecnologia de la

considerada una especie selvatica que reaccion en cadena de la polimerasa (RCP),
presumiblemente es atraida a las casas por la luz; utilizando como cebadores oligonucle6tidos cortos
de las especies encontradas en Cuba es la mas disefiados al az&ElI RAPD requiere de cantidades
abundante, y posee caracteristicas que aumentan muy pequefias de ADN y no es necesario el
su peligrosidad como vector potendial. clonaje, la secuenciacion o la hibridizacion, lo que
El andlisis de las variaciones genéticas de las constituye una ventaja sobre otras técnicas
poblaciones de triatomineos utilizando métodos moleculares usadas en la caracterizacion genémica.
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Sin embargo diferentes estudios han demostrado
gue varios factores afectan los perfiles obtenidos,
manifestdndose en la presencia de bandas falsas y
la poca reproducibilidad del ensayo.

Uno de los factores que afectan los patrones
del RAPD es la calidad del ADN en la reaccion.
En este trabajo se reporté el uso de un método
rapido de extraccién de ADN gendmico, con
elevada pureza y rendimiento, que facilita la
caracterizacién genética y molecular de
poblaciones de triatomineos en Cuba utilizando la
técnica del RAPD.

METODOS

Se utilizaron en el estudio 10 ejemplares de
T. flavida colectados en la cueva Caimanera,
Peninsula de Guanahacabibes, Pinar del Rio, Cuba.
A los 10 triatomas colectados se le aisl6 el ADN
gendmico a partir de una pata, utilizando 5 métodos
de extraccion diferentes.

Método de calentamiento: la pata fue
homogeneizada de forma manual en nitrégeno
liguido y 50 pL de agua destilada. Se incub6 a
93 °C durante 15 min. Se realiz6 una centrifugacion
a 8 00y por 10 min y el sobrenadante se conservo
a- 20 °C.

Método fenol-cloroformg la pata fue
homogeneizada de forma manual en nitrégeno
liquido y 1 mL de tampén de lisis (tris-HCI 50mM
pH 8,25; EDTA 50 mM; NaCl 50 mM; SDS 1 %).
La suspensién se incub6 con 2 mg/mL de protei-
nasa K Boehringer Mannheiintoda la noche a
37 °C y seguidamente se realizaron 3 extracciones
de proteinas con igual volumen de fenol, fenol-
-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), con sus
respectivas centrifugaciones a 8 @Jfbr 10 min
a 4 °C. El ADN se precipité con 2 volumenes de
etanol absoluto y 0,1 volumen de acetato de sodio
3 M pH 5,3; durante 30 min a - 20 °C. El precipitado
de ADN gendémico que se obtuvo por
centrifugacion a 10 00§ durante 20 min se lavo
con etanol 70 % y se secé a temperatura ambiente;
fue resuspendido finalmente en 50 mL de tampdn
tris-EDTA (TE) (tris-HCI 1 mM pH 8,0; EDTA
1 mM pH 8,0). EI ARN presente en la muestra se
digirid con la adicion de RNasa HBdehringer
Mannheim, Germany incubandose durante 1 h
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a 37 °C. Seguidamente se realiz6 una extraccion
empleando un volumen de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1) y el sobrenadante se conservoé
a- 20 °C.

Método del acetato de potasibla pata fue
homogeneizada de forma manual en 100 uL de
tampén de lisis (NaCl 0,1 M; sacarosa 0,2 M;
EDTA 50 mM; tris-HCI 100 mM pH 8,25; SDS
0,05 %). La suspension se incub6 durante 30 min
a 65 °C. Los acidos nucleicos se extrajeron
adicionando 14 uL de acetato de potasio 8 M
incubandose en hielo durante 15 min, seguido de
una centrifugacion a 8 0@Qurante 10 mina 4 °C
donde se colect6 la fase acuosa. EI ADN se
precipité a - 20 °C durante 30 min en presencia de
2 volumenes de etanol absoluto que contenia
acetato de sodio 0,3 M. Posteriormente, se
centrifugé la mezcla a 10 0@urante 20 min y
el precipitado se lavé con etanol (70 %). Después
de secar a temperatura ambiente, el ADN se
disolvié en 50 pL de tampdn TE. EI ARN restante
se eliminé con RNAsa HBpehringer Mannheim)
la suspensién se incub6 a 37 °C durante 1 h.
Después de extraer con igual volumen de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), la fase acuosa
se conservo a - 20 °C.

Método del acetato de potasio modificado
la pata fue homogeneizada de forma manual en
nitrégeno liquido y 150 pL de tampdn de lisis
(tris-HCI 20 mM pH 8,25; EDTA 25 mM; NacCl
25 mM; SDS 1 %). La suspension se incubd con
100 pg/mL de proteinasa KBfehringer
Mannheim durante 1 h a 56 °C. Los &cidos
nucleicos se extrajeron adicionando 100 pL de
acetato de potasio 3 M incubandose en hielo
durante 1 h, seguido de una centrifugacion a &000
durante 10 min a 4 °C donde se colect¢ la fase
acuosa. ElI ADN se precipitd a - 20 °C durante
30 min en presencia de 2 volimenes de etanol
absoluto que contenia acetato de sodio 0,3 M.
Posteriormente, se centrifugo la mezcla a 109000
durante 20 min y el precipitado se lavé con etanol
(70 %). Después de secar a temperatura ambiente,
el ADN se disolvié en 50 pL de tampén TE. El
ARN restante se eliminé con RNAsa H
(Boehringer Mannheiin la suspension se incubd
a 37 °C durante 1 h. Después de extraer con igual
volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1),
la fase acuosa se conservo a - 20 °C.
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Método de bromuro de cetil-trimetil amonio
(CTAB):*la pata fue homogeneizada de forma
manual en nitrégeno liquido y 500 pL de tampdn
de lisis (tris-HCI 20 mM pH 8,25; EDTA 25 mM;
NaCl 25 mM; SDS 1 %). La suspension se incubd
con 100 pg/mL de proteinasa Bdehringer
Mannheim durante 1 h a 56 °C. Los &cidos
nucleicos se extrajeron adicionando 150 pL de
NaCl 5 My 1/10 del volumen de 10 % de CTAB,
incubandose durante 10 min a 65 °C, seguidamente
se realizaron 2 extracciones de proteinas con igual
volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(25:24:1) y cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) con
sus respectivas centrifugaciones a 8 §Qibr
10 min a 4 °C. El ADN se precipité con 2 volu-
menes de etanol absoluto y 0,1 volumen de acetato
de sodio 3 M pH 5,3; durante 30 min a - 20 °C. El
precipitado de ADN gendmico que se obtuvo por
centrifugacion a 10 00§ durante 20 min se lavo
con etanol 70 % y se seco a temperatura ambiente,
y fue resuspendido finalmente en 50 mL de tampon
TE. EI ARN presente en la muestra se digirié con
la adicion de RNasa HBpehringer Mannheim,
Germany, incubandose durante 1 h a 37 °C.
Seguidamente se realiz6 una extraccion empleando
un volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1)

y el sobrenadante se conservé a - 20 °C.

La concentracion de ADN extraido por los
diferentes métodos se estimd espectrofotomé-
tricamente mediante su absorbancia a 260 nm. La
pureza de la muestra se examind mediante la
relacién de las absorbancias a 260 nmy 280 nmy
por electroforesis en gel de agarosa (0,8 % en
tampdn TBE (tris-borato 0,045 M; EDTA 0,001 M)
gue contenia bromuro de etidio (0,5 mg/mL) y
utilizando un transiluminador UV (Macrovue 2011,
LKB) para su visualizaci6H.

El ADN extraido por los diferentes métodos
(25 ng) se amplificd en un volumen de reaccion de
25 mL, utilizando los cebadores OPA-1, OPA-2y
OPA-3 Kit A, Operon TechnologiedJSA)
manteniendo constante el resto de los componentes
de lareaccion (2,5 mL de tampdn de amplificacion
10 x (tris-HCI 100 mM pH 8,3; KCI 500 mM;
gelatina 0,01 %)Rromega USA), 200 mM de
cada deoxinucledtido trifosfat®fomega USA),

2,5 mM de MgC], 5 pmol de cebador, 2 U Taq
ADN polimerasaPromegaUSA)) con el objetivo
de determinar la calidad del ADN para ser utilizado

en latécnica de RAPD. La amplificacion se realizo
en un termocicladomerkin EImer USA) con

el siguiente perfil: desnaturalizacion inicial a 94
°C por 5 min, seguido de 45 ciclos de:
desnaturalizacion a 94 °C por 1 min, hibridacion
a 36 °C por 1 min y extensién 72 °C por 2 min,
con una extension final después del ultimo ciclo
a 72 °C por 15 min. Para la deteccién del
producto se analizaron 20 mL de cada mezcla
resultante en electroforesis en gel de agarosa
1,2 %, preparado en tampdén TBE 0,5 x con
bromuro de etidio 0,5 mg/mL. La visualizacion
de los productos de amplificacién se realiz6
mediante luz ultravioleta.

Los experimentos se repitieron 3 veces en
diferentes dias con el objetivo de chequear la
reproducibilidad de los resultados del RAPD.

Analisis estadisticose determinaron las
mediagy las desviaciones estandares de los valores:
material de partida, concentracion de ADN y
rendimiento, para cada uno de los métodos de
extraccion analizadd$.Los resultados fueron
procesados con ayuda del paquete estadistico para
Windows GraphPad Prismversion 3.03 para
Windows, GraphPad SoftwareSan Diego
California, 1999). Se utilizé la prueba paramétrica
de ANOVA para comparar las medias entre los
parametros analizados. Se consideraron signi-
ficativos los valores de p menores @uel.

RESULTADOS

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 extraccion
de ADN por cada uno de los métodos.

La pureza del ADN extraido por cada uno de
los métodos de extraccion de ADN se corrobor6
mediante electroforesis en gel de agarosa. Se
obtuvo ADN libre de contaminacion con ARN, no
degradado, correspondiéndose la intensidad de la
banda de ADN con la concentracion de las
muestras medidas espectrofotométricamente en
todos los métodos analizados; exceptuando el
método de calentamiento, donde no se observa un
patrén de acidos nucleicos (datos no mostrados).
Con este método se obtienen los mayores valores
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TABLA . Comparacion del tiempo de procesamiento, concentracion, rendimiento y pureza entre las muestras de ADN extraidas por los
diferentes métodos

Método de Material de  Concentracién de Rendimiento
extraccion Tiempo partida (mg) ADN (ug/uLy (ug ADN/mg de

material de partida) Purezd
Método
calentamiento 30 min 1,88 (0,34) 0,5785 (0,111) 15,81 (4,15) 0,79
Método del
fenol-cloroformo 19 h 1,89 (0,36) 0,1305 (0,039) 3,49 (0,92) 1,96
Método del acetato
de potasio 4h 1,85 (0,20) 0,1414 (0,027) 3,81 (0,77) 1,93
Método del acetato
de potasio modificado 4 h 1,86 (0,32) 0,2675 (0,028) 7,38 (1,52) 1,94
Método del CTAB 4h 1,85 (0,38) 0,1650 (0,025) 4,67 (1,48) 1,90

a: valor medio del material de partida para la extraccion de ADN por lo diferentes métodos, con la desviacién estandamesdie pa
(n= 10); b: valor medio de la concentracién de ADN obtenida con la desviacion estandar entre paréntesis(n= 10); c: valef medio
rendimiento con la desviacion estandar entre paréntesis (n= 10); d: valor medio de la razén DO 260 nm/ DO 280 nm (n= 10).

de concentracién y rendimiento en el menor extraido por el método de calentamiento, lo que
tiempo, sin embargo la pureza del mismo es baja indica la posibilidad de una contaminacién con
(tabla). inhibidores de la RCP. En la figura se muestra
El ADN obtenido con 4 de los 5 métodos el patron de amplificacion obtenido con el

de extraccion analizados (fenol-cloroformo, cebador OR-2.

acetato de potasio, acetato de potasio Al comparar las medias de la concentracion
modificado y CTAB)amplifica patrones de de ADN para cada uno de los 4 métodos con los
RAPD reproducibles con todos los cebadores que se obtienen patrones de amplificacién de
analizados. Sin embargo, no se obtienen pro- RAPD, se encontraron diferencias significativas
ductos de amplificacion a partir del ADN entre los métodos (p< 0,001) al igual que al

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 112 13 14 15 16

Carril M: marcador de peso molecular 1 Brdmega USA): Carriles 1-3: ADN obtenido utilizando el método del calentamiento; Carriles
4-6: ADN obtenido por el método del acetato de potasio; Carriles 7-9: ADN obtenido utilizando el método del acetato de potasio
modificado; Carriles 10-12: ADN obtenido utilizando el método del CTAB; Carriles 13-15: ADN obtenido utilizando el métoeiootiel f
cloroformo;Carril 13: control negativo.

Fig. Patrones genéticos de RAPD repetidos 3 veces en diferentes dias utilizando el cebador OPA-2 y 25 ng de ADN obtenido por los
diferentes métodos de extraccion, de uno de los triatomineos utilizados en el estudio.
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comparar las medias del rendimiento obtenido para
cada uno de estos (p< 0,001). El método del acetato
de potasio modificado resulté ser el mejor para
estos propositos, al posibilitar la extraccion de ADN
en menor tiempo, con elevada concentracion,
rendimiento y pureza.

DISCUSION

El desarrollo de los métodos moleculares ha
llevado a la necesidad de crear métodos de
extraccion de ADN mas simples y eficientes, sin
embargo, variaciones en la eficiencia de la lisis, el
rendimiento y la pureza del ADN pueden afectar
los resultados de técnicas moleculares como la RCP,
la hibridizacién y el clonaj&.La técnica de RAPD
necesita un método de extraccion de ADN
genomico lo mas estandarizado posible con el que
se obtenga un ADN puro, no degradado, libre de
ARN y de inhibidores de la RCP para de esa forma
obtener patrones reproducibles de RAPD.

La técnica de RAPD ha proporcionado las
bases moleculares para reevaluar las relaciones
taxonomicas entre subfamilias de triatomin&és,
asi como en estudios epidemiolégie8e ha usado,
ademas, en la caracterizacion genética de
poblaciones ddRhodnius prolixusy Rhodnius
columbiensis? Psammolestes tertiigTriatoma
dimidiata!® Triatoma braziliensis’'® En estos
estudios se utilizaron fundamentalmente los
metodos de extraccion de ADN del fenol-
cloroformo y del acetato de potasio. El método que
se propone aqui ofrece ventajas sobre el método
del fenol-cloroformo, la principal desventaja de este
ultimo es la cantidad de pasos que lleva, lo que
implica mayor manipulacién y muy largo el tiempo
del proceso y resulta tedioso cuando se analiza un
gran nimero de muestrdsEn contraste con los
métodos del acetato de potasio y el método del
CTAB, se disminuye la cantidad de pasos y el
tiempo total del proceso, minimizandose las posibles
contaminaciones accidentales de las muestras
durante la extraccidn, con el cual se obtiene mayor
concentracion y rendimiento (tabla). La diferencia
fundamental entre los métodos del acetato de
potasio, lo constituye la utilizaciéon de un macerado
inicial con nitrégeno liquido y el uso de la proteinasa
K, en el caso del procedimiento que aqui se propone,
por lo que la combinacién de estos pasos al protocolo

son los responsables de los mejores resultados
obtenidos.

Los resultados de este estudio sugieren el uso
del método de extraccion de ADN gendmico del
acetato de potasio modificado, porque constituye
un método rapido con el cual se obtiene un ADN
gendmico de triatomineos con elevada calidad y
pureza para su analisis por la técnica de RAPD y
probablemente, para otras técnicas moleculares
basadas en la amplificacion por la RCP.
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SUMMARY

The applicability of 5 protocols useful for the extraction of
genomic DNA of triatominae was evaluated and the modified
potassium acetate method was described as a method with which
a high yield and purity of DNA is obtained in the shortest time
and at the lowest cost to be used as a molthe random
amplified polymorphic DNA technique (simple method to detect
the DNA genetic polymorphism) and probably in other molecular
technigeus based in the PCR amplification. The DNA quality is
a crucial element for this technique, which needs a DNA
extraction method as standardized as possible to obtain a pure
non degraded DNA free of RNA and of PCR inhibitors, because
changes in the purity can affect the amplification profiles and
this is manifested in the presence of false bands and in the little
reproducibility of the assay.

Key words: RAPD, DNA extraction, Triatominae
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