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Analisis comparativo de tres protocolos de extraccion de ADN en cangrejo azul
Cardisoma crassum, (Smith, 1870) del manglar del Cantén Eloy Alfaro, Esmeraldas-
Ecuador, 2016.

Comparative analysis of three DNA extraction protocols in the blue crab Cardisoma
crassum, (Smith, 1870) of the mangrove swamp of the Canton Eloy Alfaro,
Esmeraldas-Ecuador, 2016.
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Resumen

El cangrejo azul (Cardisoma crassum) es una especie representativa en la zona norte del manglar de
Esmeraldas (Eloy Alfaro), esta especie tiene alto valor comercial, actualmente la especie se encuentra en
un bajo nivel de poblacion. sin embargo en cuanto a estudios en este crustaceo existen poca informacién,
de esta manera se realiz6 este estudio en donde se permitié el uso de protocolos de extraccion de ADN,
con el fin de establecer la metodologia 6ptima para obtener ADN de Cardisoma crassum, se evaluaron tres
protocolos, Kit EZNA tissue DNA, Xiao o Fenol Cloroformo y Salino, en base a un andlisis cualitativo
comparativo de integridad de ADN a través de electroforesis en geles de agarosa y un anélisis cuantitativo
de concentracién y pureza de los tres protocolos evaluados. Los resultados proporcionados por el
Nanodrop 2000, en la obtencién de concentracién (ng/mg) y absorbancia (Abs260/Abs280nm), mostraron
que el método salino posee un promedio de concentracion de ADN de 193.38 ng/pl y una pureza de 1.978
(Abs260/Abs280). Los datos generados por los tres protocolos fueron sometidos a un analisis estadistico
de ANOVA de un solo factor con un nivel de significancia a del 5% y comparacion en Tukey con los tres
protocolos, tanto en concentracién y pureza, determinandose que si existe diferencia significativa
(P=0.000<0.05) entre los tres protocolos; las comparaciones en Tukey de la concentracion de ADN
determina que el protocolo salino no muestra similitud con los métodos Kit y Fenol, y en la absorbancia
de ADN el protocolo Kit EZNA muestra similitud en los resultados con el método Salino y no con Fenol.

Palabras claves: ADN mitocondrial, protocolos extraccion, Kit, Salino, Cardisoma crassum.

Abstract

The blue crab (Cardisoma crassum) is a representative species in the northern area of the Esmeraldas
mangrove (Eloy Alfaro), this species has high commercial value, the species is currently in a low
population. However, in this crustacean there is little information, so this study was carried out where DNA
extraction protocols were allowed, in order to establish the optimal methodology to obtain DNA of
Cardisoma crassum, were evaluated Three protocols, Kit EZNA tissue DNA, Xiao or Phenol Chloroform
and Salino, based on a qualitative comparative analysis of DNA integrity through electrophoresis in
agarose gels and a quantitative analysis of concentration and purity of the three protocols evaluated. The
results provided by Nanodrop 2000, in obtaining concentration (ng / mg) and absorbance (Abs260 /
Abs280nm), showed that the saline method had an average DNA concentration of 193.38 ng / ul and a
purity of 1,978 (Abs260 / Abs280). The data generated by the three protocols were subjected to a statistical
analysis of single-factor ANOVA with a significance level a of 5% and Tukey's comparison with the three
protocols, both in concentration and purity, being determined that if there is a significant difference P =
0.000 <0.05) among the three protocols; Tukey's comparisons of DNA concentration determined that the
Saline protocol did not show similarity with the Kit and Phenol methods, and in the DNA absorbance
protocol the EZNA Kit shows similarity in the results with the Saline method and not with Phenol

Keywords: mitochondrial DNA, protocols extraction, Kit, Saline, Cardisoma crassum.



INTRODUCCION

El cangrejo azul (Cardisoma crassum) posee una importancia socio—economica en la Provincia de
Esmeraldas-Eloy Alfaro, en donde los residentes han visto en este crustaceo, una actividad productiva que
consiste en la cria en cautiverio y comercializacion durante todo el afio, excepto durante el tiempo de veda
establecidos por el Instituto Nacional de Pesca (INP), con la aspiracion de evitar los indices de capturas por
tallas, mantener un stock de la especie por mas tiempo y su repoblacidn. Por otra parte el uso sostenible de
la especie daria como resultado mantener a esta especie y evitar su extincion (Guerrero, 2014)

El cangrejo azul presenta esta coloracion en su caparazon, caracteristica morfolégica Unica que diferencia
al resto de organismos representados por el filo Artrépoda, con un maximo de 100 mm de ancho del
caparazén. La distribucion de esta especie va desde La Paz, Baja California, hasta Esmeraldas, norte de
Ecuador (Vasquez, 2013).Vive en estuarios, manglares y en tierra firme situdndose sobre terrenos fangosos
o arcillosos, usando las raices del mangle. Existe escaza informacion cientifica de esta especie, el Unico
trabajo realizado en Ecuador es sobre el manejo para evaluar el estado del habitat de Cardisoma crassum
en bajo Borbdn, provincia de Esmeraldas (Vera, 2012).

El ADN ha sido ampliamente sugerido y utilizado como marcador molecular; su condicién haploide,
herencia matrilineal, altas tasas de evolucion y la presencia de regiones conservadas y variables, facilitan
la tipificacion molecular de individuos y su uso para la diferenciacion de los mismos a diferentes escalas
taxondmicas, ventajas que han sido aprovechadas en estudios con diversos grupos de especies comerciales
(Behura, 2006). Es asi como el ADN ha sido usado mayormente en estudios de filogenia en animales y
plantas. El uso de este genoma en estudios filogenéticos es discutido debido a la presencia de rearreglos del
ADN vy a la deteccién de ADN foraneo dentro de sus secuencias nucleotidicas (Palmer, 1992)

Para la extraccion de ADN con otras especies de crustaceos, se utiliza la “Guia de procedimientos y
protocolos genéticos de especies marinas” para obtener la concentracion y pureza de ADN, a partir de tejido
muscular, de esta manera se extraen los &cidos nucleicos, de acuerdo a cada método establecido (Quinteiro,
2012). Para la extraccion de ADN realizados en ejemplares adultos de artropodos se incluyen las sedas de
pledpodo y pereiépodo como nuevos tejidos validos para la obtencién de ADN (Yue, 2010)

Los protocolos tradicionales de extraccion del ADN consisten en cinco etapas principales:
homogeneizacion del tejido, lisis celular, separacion de proteinas y lipidos, precipitacién y redisolucion del
ADN (Dundass, 2008). En la actualidad existen diferentes tipos de protocolos de extraccion de ADN, cuyo
proposito es obtener una 6ptima cantidad (concentracion) y calidad (pureza) de ADN, los Kits de extraccion
que se utilizan ahora son capaces de retener varios microgramos de ADN vy separarlos del resto de las
biomoléculas, permitiendo obtener un extracto libre de inhibidores (Alejos, 2009). Para la extraccion de
ADN con el uso del Kit EZNA se reduce el tiempo y procedimiento bajo las recomendaciones del proveedor
garantizando una extraccién de alta pureza ya que, tanto la recuperacion de ADN como la eliminacion de
contaminantes, son muy eficientes (Quiagen, 2005). En diferentes especies de cangrejos también se han
utilizado kits comerciales basados en lisis celular y precipitacion del ADN (Li, 2007), no obstante, se ha
reportado que el uso de kits puede sesgar los resultados (Carrigg 2007), esto ha llevado a la necesidad de
adecuar y/o disefiar técnicas de extraccién de ADN que aseguren el éxito de estudios posteriores,
considerando las caracteristicas de las muestra (Burke, 2008).

Una vez obtenido el ADN se procede a evaluar su concentracion y pureza, utilizando la técnica de
Espectrofotometria, en donde el método de andlisis dptico es el més usado. Una caracteristica del ADN es
que absorbe la luz ultravioleta (UV) a 260 nm y permite estimar su concentracion mediante
espectrofotometria, para estudios posteriores de diversidad genética se requieren de 10 a 200 ng, debemos
obtener al menos 5 ng/ul de ADN, concentraciones menores dificultaran la estandarizaciéon de otras
técnicas. Para estimar la pureza del ADN se considera la proporcion de la absorbancia a 260 nmy 280 nm,
1.8 como ADN puro, proporciones menores a este valor indican la presencia de proteinas. Una segunda
valoracién de la pureza de &cidos nucleicos es la proporcion 260/230, los valores aceptados se encuentran
en el rango de 2.0 a 2.2, si la relacion es menor indican la presencia de contaminacion (Alejos, 2009).

El protocolo Fenol cloroformo es uno de los métodos que permite obtener ADN libre de proteinas y enzimas
aunque esta reportado como el mas lento, laborioso y contaminante por el uso de sustancias toxicas
peligrosas para la salud humana por lo que es necesario que todo el proceso se lleve a cabo en una campana
de extraccién de productos quimicos (Orfao, 2011), este reactivo tiende a contaminar facilmente el ADN,
por lo que se debe evitar acarrearlos en el proceso de purificacion (Stulnig, 1994), mientras que el protocolo
salino es de manera fécil, rdpida y no contaminante, que permite obtener ADN de buena calidad
(LoperaBarrero, 2008). Esta investigacion propone estandarizar un protocolo éptimo para la extraccion de
ADN en el cangrejo azul (Cardisoma crassum) para estudios de diversidad genética, necesaria para su


http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0365-28072000000300007&script=sci_arttext&tlng=pt#Palmer

manejo y conservacion; permitiendo el andlisis del potencial genético de esta especie. El objetivo de este
estudio es determinar una metodologia efectiva para la extraccién de ADN mediante los protocolos, Kit
EZNA tissue DNA, Xiao o Fenol Cloroformo y Salino, para establecer un procedimiento efectivo en la
especie Cardisoma crassum.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de las muestras

Se obtuvieron un total de 60 ejemplares de Cardisoma crassum mediante compra directa en el canton Eloy
Alfaro- Provincia de Esmeraldas (0°57'56.37"N y 79°39'1.97"0).
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Figura 1. Area de obtencion de especimenes de Cardisoma crassum- Fuente: Wikemedia

Preprocesamiento de muestras

Los especimenes fueron colocados en refrigeracién para su traslado a los laboratorios del Centro de
Investigaciones Agropecuarias (CIAP) y del Centro de Investigaciones Bioldgicas, Produccion y Pasantias
Académicas (CIBPA) de la Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena (UPSE), posteriormente fueron
codificados y se determiné medidas cefalotoracicas, ancho del caparazén y longitud total, utilizando un
calibrador vernier, tomando como referencia lo propuesto por Poma (1995). De los 60 organismos se extrajo
una porcién de tejido muscular (45-56mg) de los apéndices torécico (coxopodito) y se colocaron en
microtubos eppendorf, previamente rotulados, adicionando 2 ml de alcohol potable al 96% (Palomares,
2002), para luego almacenar el tejido a temperatura de -20°C en el Banco Genético de la UPSE, con el
objetivo de preservar el material gendmico hasta sus analisis.

Extraccion del ADN

Para el proceso de extraccion de ADN se peso6 una cantidad entre 45 mg y 56 mg de tejido, luego se maceré
en seco Y se triturd en un mortero de porcelana, previo al procedimiento de los tres protocolos establecidos.
El método Kit EZNA se aplic6 siguiendo las instrucciones del fabricante en donde se afiadié 200 uL de
Buffer y 25uLde OB Solution de proteasa y se incubo a 60° C en el bloque térmico con agitacion durante
4 horas; para el método Fenol Cloroformo de Xiao (2011) y método salino (Martinez, 1997), se afiadieron
600 pL utilizando un tampdn de aislamiento de ADN que contiene 0.05M Tris — 0.1M EDTA, 70 uL de
SDS al 10% y proteinasa K 20 pL, el segundo método se incub6 a 60°C en el bloque térmico con agitacion
durante 4 horas y el tercer método se dejo incubar la muestra a 37°C durante 4 horas. El ADN extraido con
cada uno de estos protocolos, se suspendié en 100 pL de H,O miliq (agua ultrapura) y se conservé el ADN
a-20°C.

Concentracién y pureza de ADN

Se verifico la integridad del ADN gendmico mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%, utilizando
el tampdén TAE 1X, tefiido con SybrSafe, se corri6 el gel a 100 Voltios durante un tiempo de 45 min para
luego visualizar las bandas de ADN en un transiluminador de UV. La cuantificacion de ADN se determin6
usando el espectrofotémetro Nanodrop 2000, (Thermo Fisher Scientific Inc., USA), equipo para analizar la
concentracion y pureza del ADN a una longitud de onda mediante Abs260/Abs280. La pureza debe estar



en un rango de 1.8 — 2.0, datos menores y mayores indican presencia de impurezas y contaminacion con
ARN, carbohidratos y fenol (Broquet, 2007).

Analisis estadisticos de extraccion de ADN

Se realiz6 un analisis estadistico en ANOVA de un solo factor para encontrar las diferencias significativas
de concentracion y calidad de ADN entre los tres protocolos y comparacion en Tukey (Miller, 1996),
previamente se realiz6 prueba de normalidad. Adicionalmente se evalu6 los costos de cada protocolo.

RESULTADOS
Anélisis comparativo de los protocolos de extraccion de ADN

a) Temperaturay tiempo de digestibilidad del tejido

En la extraccién de ADN, los tres tratamientos tuvieron una duracidn de cuatro horas; el protocolo kit Tissue
EZNA. (Omega Bio-Tech) y Xiao (Fenol Cloroformo) presentaron resultados bajos en concentracién y
pureza de ADN debido a que en ambos métodos el tejido se incubo a una temperatura de 60°C. El protocolo
salino fue el método que mejores resultados presento debido a que el tejido se incubo a una temperatura de
37°C, inferior a la de los anteriores, siendo un procedimiento sencillo y econémico (Figura 1).
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Figura 2.- Digestion del tejido por cada protocolo en funcién a la concentracion y pureza.

b) Visualizacién del ADN en geles de agarosa

Mediante analisis electroforético en geles de agarosa al 1%, el ADN extraido mediante los protocolos Kit
EZNA y Xiao mostraron escasa visibilidad de las bandas, asi como también baja concentracién de ADN,
con valores entre 8.3 — 53.5 ng/pl y 3.8 — 26.4 ng/pl respectivamente. Por otro lado, el protocolo salino
presentd una mejor visibilidad de las bandas y mayor concentracion de ADN respecto a las otros métodos
mencionados, con valores entre 93.2 — 300.2 ng/pl.

Figura 3. Resultados de electroforesis en gel de agarosa al 1% con el protocolo Salino, muestra el carril M
como marcador de peso molecular, los carriles 1, 3, 5, 7, 10, 11 muestran ADN gendmico, los carriles 2, 6,
8, 9 muestran presencia de ARN o contaminacidn.



c) Concentracion y Pureza de ADN por espectrofotometria

El protocolo EZNA. tissue DNA kit dio como resultado una concentracion de ADN promedio de 27.2 ng/ul
y una pureza de 2.029 (Abs260/Abs280), el método de Xiao obtuvo baja concentracién promedio de 16.11
ng/pl y pureza de ADN de 1.611 (Abs260/Abs280), y el protocolo salino mostré concentraciones promedio
de 193.38 ng/pl y la pureza de 1.978 (Abs260/Abs280) optimos de ADN (Tabla 1).

TABLA 1. Datos de concentracion de ADN (ng/mg de tejido) y pureza (Abs260/Abs280) por cada
protocolo de extraccién de ADN.

Kit EZNA Xiao Salino
N.- Concentracid Pureza Concentracid Pureza Concentracion Pureza
Muestra n ng/pl 260/280 n ng/pl 260/280 ng/ul 260/280
1 43.6 1.93 2.3 1.41 168.6 1.97
2 30.5 2.00 25.3 1.47 93.2 1.95
3 35.5 1.95 24.9 1.45 137.4 2.01
4 25.9 2.05 17.4 1.90 266.7 2.0
5 19.8 1.95 12.6 1.42 271.8 2.01
6 215 2.15 6.7 1.44 230.1 1.97
7 21.1 2.10 26.4 1.82 102.3 1.96
8 125 2.05 24.2 1.88 131.4 1.87
9 8.3 2.03 21.4 1.45 300.2 1.93
10 53.5 2.08 3.8 1.87 232.1 1.95
Rangos 8.3-535 1.77-2.08 | 3.8—-264 | 1.41-1.90 93.2-300.2 | 1.93-2.01
Promedio 27.22 2.029 16.5 1.611 193.38 1.978

d) Analisis estadistico
Promedios de concentracion de ADN

Los datos de concentracién de ADN del protocolo Kit EZNA y Xiao presentaron los promedios més bajos,
el primero con un promedio de 27.22 con intervalos de confianza al 95% de 37.1663-17.2737 y el segundo
con un promedio 16.5 con intervalos de 23.2626-9.73745; el protocolo salino es el que posee un mejor
promedio de concentracién de ADN con 193.38 con intervalos de 247.601-139.159 (Figura 4).
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Figura 4. Promedios de concentracion de ADN (ng/ul)



Concentracién de ADN

El analisis exploratorio de los datos mostré el cumplimiento de los supuestos del ANOVA, encontrandose
diferencias significativas entre los tres protocolos estudiados al 95 % de confianza (P = 0.000 < 0.05). Para
la comprobacién de las diferencias encontradas entre protocolos, la prueba de Tukey mostro que los
métodos kit y fenol presentan similitud, diferenciandose ambos de los resultados del protocolo salino. En

el diagrama de cajas concentracion de ADN, el protocolo salino muestra diferencias de los demas métodos
de extraccion de ADN (Figura 5).
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Figura 5. Concentracion de ADN (ng/ul) de tres protocolos de extraccién en C. crasumm

Pureza de ADN

El andlisis exploratorio de los datos mostré el cumplimiento de los supuestos del ANOVA, encontrdndose
diferencias significativas entre los tres protocolos estudiados al 95 % de confianza (P = 0.000 < 0.05). Para
la comprobacion de las diferencias encontradas entre protocolos, la prueba de Tukey mostré que el
protocolo kit EZNA tiene similitud con el método salino y ambos a la vez no muestran similitud con el de

fenol. En el diagrama de cajas pureza de ADN, el protocolo Fenol muestra diferencias de los demés métodos
de extraccion de ADN (Figura 6).
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Figura 6. Analisis estadisticos en pureza de ADN de C. crasumm



Evaluacion de costos de los métodos de extraccion de ADN.

Para cada protocolo se estimo un valor econdmico con el proposito de definir los costos de extraccion; los
reactivos del método kit EZNA, que incluye el analisis de 20 muestras, posee un valor comercial de $ 25
debido a sus componentes quimicos, para el método del Xiao (fenol cloroformo) el costo de reactivos es
alrededor de $ 22 para realizar extracciones en 20 muestras de C. crasumm, y el método salino que fue el
mas econémico, con un valor de $ 20.2 para realizar 20 muestras de extraccion de ADN (Tabla 2).

Tabla.2.- Costo estimado del valor unitario de cada protocolo y tiempo en horas usadas en el
procedimiento, incluyendo las incubaciones

. Incubacién Pasos
Muestras | Protocolo | Unidad ($) | Total ($) (tiempo) (tiempo)
20 Kit EZNA $1.25 $25 4 13
20 Xiao $1.10 $22 4 15
20 Salino $1.01 $20.2 4 12
DISCUSION

Este estudio de extraccion de ADN de Cardisoma crassum a partir de tejido muscular de los apéndices
utilizé protocolos probados en otros trabajos con crustaceos, Quinteiro (2012) y Manent (2015), protocolo
salino, fenol-cloroformo y Kit de EZNA, en donde solo el primer método presento los valores més altos en
la concentracion y pureza de ADN en comparacion con los otros protocolos. EI método salino utilizando
proteinasa K y digestion a menor temperatura dié 0ptimos resultados para Alejos (2009), el uso del kit
permite mejorar los resultados en poco tiempo, pero en el presente trabajo el protocolo con Kit EZNA y
Fenol Cloroformo se vieron afectados por el periodo de tiempo de incubacién y temperatura de digestion,
provocando desnaturalizacion del ADN.

San Martin (2012) uso6 los protocolos salino, fenol-cloroformo y un kit comercial para la extraccion de ADN
en la raya Dipturus chilensises (Familia Rajidae), siendo todas las técnicas igualmente efectivas,
obteniéndose ADN libre de impurezas y en concentracion 6ptima para su posterior secuenciaciéon. Rosimere
(2015), realizé extraccion de ADN con otras especies de Cardisoma (C. guanhumi) donde determind que
el protocolo fenol cloroformo, utilizando proteinasa K, obtuvo los mejores resultados de concentracién de
ADN, igualmente Ordinola (2012), obtuvo resultados aceptables con Ucides occidentales, pero en el
presente trabajo los resultados no fueron favorables en concentracion y pureza de ADN con este protocolo.
Por altimo, la extraccién de ADN de Cardisoma crassum con el Kit Tissue EZNA, no obtuvo resultados
favorables, en cambio Ratty (2010), trabajando con Ucides occidentales, extrajo ADN a partir de hemolinfa
con el uso de mini-kit de Invitrogen, y Runni (2014) utilizé Kit comercial “EZNA. Tissue DNA kit” con
Pinnaxodes chilensis (Crustacea: Decapoda), dando éptimos resultados de concentracion de ADN.

Para la extraccion de ADN se considerd la relacidn entre costos y tiempo de extraccion de ADN, en donde
se demostro6 que el protocolo salino es el método méas econémico, pero para Hleap (2009) el protocolos mas
eficiente y econémico fue de Fenol Cloroformo (Xiao) modificandolo con reactivos de menor calidad, costo
y durante pocas horas de trabajo de extraccion de ADN en Osteictios, a diferencia de Molina (2006) que
utilizé el mismo protocolo y Kits comerciales resultando como métodos muy laboriosos y costosos,
obteniendo bajos resultados en obtencién de ADN. En trabajos de Mendoza (2010) para la extraccion de
ADN en diferentes especies de moluscos utilizé diferentes Kits comerciales dando como resultados una
elaboracion rapida, sencilla y economica para aislar el ADN.

El periodo de desnaturalizacion a una temperatura de 37° centigrados durante 4 horas fue dptimo para la
extraccion de ADN en Cardisoma crassum. San Martin (2012) con la especie Mustelus schmitti (tiburén)
realiz6 la incubacién a la misma temperatura (37°C) por un periodo de tiempo de 12 horas obteniendo
buenos resultados. En la investigacion realizada por Ratty (2010) incubé las muestras a una temperatura de
55° centigrados durante un periodo corto de tiempo de 10 minutos, lo mismo para LoperaBarrero (2008) en
su trabajo realizado en Osteictios donde incubd las muestras a una temperatura de 50° centigrados pero
durante 12 horas con los protocolo Xiao y Kits comerciales, obteniendo resultados favorables.

La aplicacion de los métodos de extraccién de ADN en C. crassum, en cuanto a la obtencion y uso de ADN,
sera de gran importancia en técnicas con marcadores moleculares y secuenciacién de ADN mitocondrial,
utilizados para el analisis de genética de poblaciones, taxonomia molecular y analisis filogenéticos de
especies de importancia e interés comercial. El trabajo de Manent (2015) selecciond a la especie Grapsus
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adscensionis para llevar a cabo el analisis de la diversidad genética y su estructuracion geografica para
obtener una imagen de la filogeografia marina. El estudio realizado por Rodriguez (2015) en M.
brachydactyla , la extraccion de ADN dio a conocer la diversidad en las poblaciones para la gestién de la
pesca, al igual que la investigacion realizada por Ofiate (2012) que evalué la diversidad genética para la
conservacion y la gestion de los recursos genéticos del Rhynchocinetes Typus. Tang (2005), recomienda
que esta linea cientifica favorece a que los investigadores se enfoquen en analizar e interpretar la diversidad
genética de la mayoria de especie de crustaceos y mejorar la precision, con resultados reproducibles y
confiables.

CONCLUSIONES

Para la extraccion de ADN de Cardisoma crassum se determiné que el método mas aceptable en
concentraciones y pureza es el protocolo salino, ademas es el método méas econémico y asequible. El tiempo
de digestion juega un rol clave, siendo un factor importante para la obtencion de ADN, el método salino se
realiz6 a menor temperatura y menos tiempo en comparacion con Fenol Cloroformo y Kit EZNA.

El costo y beneficio en los tres protocolos, depende del tiempo y recursos que son necesarios para la
extraccién de ADN en donde se demostrd que el método salino obtuvo mayor cantidad y pureza de ADN
con muy bajo costo, a diferencia de los métodos Xiao y Kit EZNA, debido a sus componentes quimicos y
procedimientos a seguir.

El tejido muscular de los apéndices de los individuos analizados en el presente estudio, fueron viables, por
esta razdn, este tejido es el mas adecuado para la obtencion de ADN; la calidad y pureza de extraccion de
ADN permitira garantizar resultados positivos en estudios posteriores, siendo esencial para estudios
genéticos, primer paso en la lista de metodologias moleculares.

RECOMENDACIONES

Para realizar el proceso de extraccion de ADN se debe evitar contaminacion, requiriéndose total asepsia,
considerando el tiempo de digestion y temperatura para cada método. Se recomienda extraer el ADN de
muestras en estado fresco, donde el tejido no presenta degradacién por inhibicion de bacterias que afecte al
aislamiento de ADN. Realizar estudios en aislamiento de ADN en especies comerciales, para asi obtener
informacién sobre el método de extracciéon adecuado para organismos marinos y complementarlos con
estudios de diversidad genética, que servira de herramienta para su manejo y sostenibilidad de poblaciones
naturales y preservacion de los recursos genéticos.
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ANEXOS



ANEXOS 1
OBJETIVO GENERAL

Determinar una metodologia efectiva para la extraccion de ADN mediante la comparacion de los
protocolos, Kitt EZNA tissue DNA, Xiao o Fenol Cloroformo y Salino, y establecer un procedimiento
efectivo en la especie Cardisoma crassum.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Validar y evaluar una metodologia efectiva y econdmica para la extraccion de ADN: EZNA.
Tissue DNA Kit (Omega Bio-tek), método salino modificado (Aljanabi y Martinez, 1997), método
Xiao et al., (2011) modificado combinado con extraccion salina.

e  Obtener concentracion y pureza de ADN por espectrofotometria.
e Definir el mejor protocolo de identificacion para estudios posteriores de diversidad genética.

HIPOTESIS

HO. Existe diferencia de concentracion y pureza de ADN en tres protocolos de extraccion de ADN para la
especie de Cardisoma crassum.

HA. No existe diferencia de concentracion y pureza de ADN en tres protocolos de extraccion de ADN para
la especie de Cardisoma crassum.



ANEXOS 2
Preparacion de las muestras y proceso de extraccion de ADN

Figura 2.- Traslado de especies

Figura 3.- Extraccion de tejido

Figura 5.- Incubacién del tejido Figura 6.- Proceso de centrifugacién



ANEXOS 3
Obtencidn, visualizacion y espectrofotometria de ADN mitocondrial

Figura 8.- Procedimiento de extraccion

Figura 9.-Obtencién del ADN

Figura 11.-Migracién de ADN Figura 12.- Nanodrop 2000



ANEXOS 4
Base datos de medidas cefalotoracicas de Cardisoma crassum

Cadigos y # de LARGO ANCHO Peso de Tejido
Muestras (cm) (cm)

.craE. EL 422 60 70 0.047

.craE. EL 423 61 68 0.046

craE. EL 424 63 71 0.047

cra E. EL 425 58 70 0.045

craE. EL 426 71 83 0.047

craE. EL 431 57 70 0.046

craE. EL 438 56 73 0.047

craE. EL 439 72 86 0.047

craE. EL 440 66 85 0.048

craE. EL 441 62 75 0.049

craE. EL 442 70 82 0.048

craE. EL 443 71 75 0.049

craE. EL 444 72 79 0.045

cra E. EL 445 65 70 0.047

cra E. EL 446 71 81 0.047

craE. EL 447 60 70 0.049

cra E. EL 458 76 70 0.048

craE. EL 459 77 70 0.045

craE. EL 460 61 71 0.049

craE. EL 461 69 70 0.046

craE. EL 462 69 81 0.055

craE. EL 463 67 80 0.054

craE. EL 464 71 80 0.06

craE. EL 465 63 70 0.054

cra E. EL 466 64 71 0.05

cra E. EL 467 70 80 0.06

craE. EL 468 66 73 0.05

craE. EL 469 67 70 0.056

craE. EL 470 59 68 0.053

craE. EL 471 62 72 0.047

craE. EL 472 69 80 0.047

craE. EL 473 71 82 0.049

craE. EL 474 67 75 0.046

craE. EL 475 63 77 0.047

.craE.EL 476 74 81 0.045

.craE.EL 477 75 80 0.048

ol ol ololo|ololo|olol oo ool oo o ool ool ol ool oo o olo| ool oo o oo

.craE.EL 478 59 70 0.047




C.craE. EL 479 67 77 0.047
C.craE. EL 480 63 75 0.046
C.craE. EL 481 69 82 0.047
C.craE. EL 482 72 80 0.049
C.craE. EL 483 61 70 0.045
C.craE. EL 484 67 78 0.047
C.craE. EL 485 74 83 0.049
C.craE. EL 486 68 79 0.048
C.craE. EL 487 72 82 0.047
C.craE. EL 488 56 75 0.049
C.craE. EL 489 66 79 0.045
C.craE. EL 490 69 74 0.048
C.craE.EL 639 71 82 0.046
C.craE. EL 640 61 79 0.056
C.craE.EL 641 62 80 0.053
C.craE. EL 642 59 72 0.047
C.craE. EL 643 74 82 0.047
C.craE.EL 644 64 79 0.049
C.craE. EL 645 63 79 0.046
C.craE. EL 646 61 79 0.047
C.craE. EL 647 71 80 0.056
C.craE. EL 648 68 79 0.053
C.craE. EL 649 69 80 0.054




Base datos de Concentracion ADN Ng/ul y Pureza 260/280

ANEXO 5

Codigos Concentracion | Pureza 260/280 Protocolos
ADN Ng/ul
C.craE. EL 422 168.6 1.97 Salino
C.craE. EL 423 93.2 1.95 Salino
C.craE.EL 424 137.4 2.01 Salino
C.craE. EL 425 266.7 2 Salino
C.craE. EL 426 271.8 2.01 Salino
C.craE.EL 431 17.3 1.86 Salino
C.craE. EL 438 25.3 1.45 Salino
C.craE.EL 439 24.9 1.88 Salino
C.craE. EL 440 17.4 1.42 Salino
C.craE. EL 441 230.1 197 Salino
C.craE. EL 442 230.1 1.96 Salino
C.craE. EL 443 102.3 1.96 Salino
C.craE.EL 444 1314 1.87 Salino
C.craE. EL 445 300.2 1.93 Salino
C.craE. EL 446 232.1 1.95 Salino
C.craE. EL 447 19.8 1.95 Salino
C.craE. EL 458 44.3 1.64 Salino
C.craE. EL 459 18.7 1.86 Salino
C.craE. EL 460 30.5 1.82 Salino
C.craE. EL 461 48.5 1.78 Salino
C.craE. EL 462 2.3 1.41 Xiao
C.craE. EL 463 14.8 15 Xiao
C.craE. EL 464 25.3 1.47 Xiao
C.craE. EL 465 13.8 1.29 Xiao
C.craE. EL 466 24.9 1.45 Xiao
C.craE. EL 467 174 1.9 Xiao
C.craE. EL 468 12.6 142 Xiao
C.craE. EL 469 8.1 2.64 Xiao
C.craE. EL 470 15.6 1.84 Xiao
C.craE.EL471 6.7 1.44 Xiao
C.craE.EL 472 18.2 1.22 Xiao
C.craE.EL 473 26.4 1.82 Xiao
C.craE.EL 474 24.2 1.88 Xiao
C.craE. EL 475 125 143 Xiao
C.craE.EL 476 8.3 1.93 Xiao
C.craE. EL 477 21.4 1.45 Xiao
C.craE.EL 478 18.8 1.76 Xiao
C.craE. EL 479 32.2 1.79 Xiao
C.craE. EL 480 3.8 1.87 Xiao




C.craE.EL 481 19.6 1.82 Xiao

C.craE. EL 482 43.6 1.93 Kit EZNA
C.craE. EL 483 30.5 2 Kit EZNA
C.craE. EL 484 35.5 1.95 Kit EZNA
C.craE.EL 485 55 1.41 Kit EZNA
C.craE. EL 486 25 1.83 Kit EZNA
C.craE. EL 487 25 1.83 Kit EZNA
C.craE. EL 488 25.9 2.05 Kit EZNA
C.craE. EL 489 19.8 1.95 Kit EZNA
C.craE. EL 490 215 2.15 Kit EZNA
C.craE. EL 639 44.1 1.47 Kit EZNA
C.craE. EL 640 21.1 2.1 Kit EZNA
C.craE. EL 641 50.2 1.69 Kit EZNA
C.craE. EL 642 20.9 1.69 Kit EZNA
C.craE. EL 643 35.7 1.85 Kit EZNA
C.craE. EL 644 12.5 2.05 Kit EZNA
C.craE. EL 645 53.6 1.82 Kit EZNA
C.craE. EL 646 8.3 2.03 Kit EZNA
C.craE. EL 647 53.5 2.08 Kit EZNA
C.craE. EL 648 37.1 1.68 Kit EZNA
C.craE. EL 649 24.7 1.68 Kit EZNA




