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RESUMEN

En las altimas décadas, el desarrollo de las técnicas de biologia molecular ha permitido
generar un gran conocimiento en muchas especies pesqueras de importancia ecologica y
socio-econdémica. Sin embargo, para especies marinas ain existen pocos estudios
relacionados con la obtencion de ADN a partir de material genético obtenido de muestreos
no destructivos. Por una parte, los muestreos destructivos son frecuentemente utilizados
por su facilidad; y, en cuanto a los protocolos de extraccion de ADN, estos se han disenado
para unas cuantas especies de importancia comercial. La lapa gigante Megathura crenulata
es una especie con alto potencial de desarrollo, la cual en la actualidad se extrae
comercialmente en la Peninsula de Baja California. Este gasteréopodo ha destacado
mayormente por el uso inmunolégico de la proteina KLH (por sus siglas en inglés “Keyhole
Limpet Hemocyanin”) que se extrae de su hemolinfa. Esta especie, que tiene un importante
rol nutricional y ecologico, no cuenta con un protocolo de extraccion de ADN a partir de

tejido obtenido de muestreos no destructivos.

El objetivo de este estudio consistié en estandarizar un protocolo de extraccion de ADN
a partir de la hemolinfa de M. crenulata, comparando dos kits comerciales de extraccion
de ADN: QIAGEN DNeasy Blood and Tissue y KingFisher Cell and Tissue DNA. Para
esto, se colecto la hemolinfa de once lapas mediante un muestreo no destructivo (US #
6,852,338 B2). Para la estandarizacion del protocolo se disefi6 un pre-tratamiento de las
muestras en el cual se modifico el volumen de hemolinfa, tiempo de lisis y centrifugacion.
Para evaluar la calidad del ADN, se realizo la amplificacion por la técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores del gen mitocondrial 16S (560 pb); como
control positivo se utiliz6 muestra de branquia de M. crenulata y tentaculo epipodial de
abulon amarillo (Haliotis corrugata) para descartar posible inhibicion de la PCR por

contaminacion del ADN.

En este estudio se determind que el mejor método de extraccion de ADN a partir de
hemolinfa fue el kit DNeasy Blood and Tissue, por las ventajas que proporciona en cuanto
el volumen de muestra (20 pL) y la preservacion del ADN en el buffer de elusion. El ADN
extraido tiene la calidad y concentraciéon necesaria para ser usado en estudios moleculares
posteriores diversos (e.g. genética poblacional, parentesco, identificacion de especies). Con
el kit KingFisher Cell and Tissue DNA también se logré obtener ADN, sin embargo, el

buffer de elusién no resulto tan efectivo con la conservacion del ADN.



ABSTRACT

In the last few decades, the development of molecular biology techniques has made it
possible to generate a great deal of knowledge in many fishing species of ecological and
socio-economic importance. However, for marine species there are still few studies related
to obtaining DNA from genetic material through from non-destructive sampling. On the
one hand, destructive sampling is frequently carried to their ease; regarding DNA
extraction protocols, most have been designed for a few commercially important species.
The giant limpet Megathura crenulata is a species with high development potential, which
is currently commercially extracted in the Baja California Peninsula. This gastropod has
mostly stood out due to the immunologic use of the KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin)
protein which is extracted from its hemolymph. This species, which has an important
nutritional and ecological role, does not have a DNA extraction protocol from tissue

obtained by non-destructive sampling.

The objective of this study consists of standardizing a DNA extraction protocol parting
from the haemolymph of M. crenulata, comparing two commercial DNA extraction kits:
QIAGEN DNeasy Blood and Tissue DNA and KingFisher Cell and Tissue DNA. For this,
haemolymph from 11 limpets was collected by non-destructive sampling method. To
standardize this protocol, a pre-treatment of the samples was designed, in which the
haemolymph volume, lysis, and centrifugation times were modified. To assess the quality
of the DNA, amplification was carried out by the polymerase chain reaction (PCR)
technique with primers from the 16S mitochondrial gene (560 bp); as a positive control, a
gill sample of M. crenulata and epipodial tentacle of yellow abalone (Haliotis corrugata)

were used to rule out possible inhibition of PCR due to DNA contamination.

In this study, it was determined that the best DNA extraction method from haemolymph
was the DNeasy Blood and Tissue kit, due to the advantages it provides in terms of
sample volume (20 pl) and the preservation of DNA in the elution buffer. The extracted
DNA has the necessary quality and concentration to be used in various subsequent
molecular studies (e.g. population genetics, kinship, species identification). With the
KingFisher Cell and Tissue DNA kit it was also possible to obtain DNA, regardless, its
elution buffer is ineffective for DNA conservation.

ii



Porque nadie puede saber por ti. Nadie puede crecer por ti. Nadie puede buscar por ti.
Nadie puede hacer por ti lo que tt mismo debes hacer.
La existencia no admite representantes.

Jorge Bucay
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INTRODUCCION

El ADN (4cido desoxirribonucleico) también conocido como el codigo de la vida, el
la molecula que contiene la informaciéon genética de todos los seres vivos, y define a un
organismo (tal como planta, animal, bacteria u hongo). Cada cadena de ADN tiene una
parte central formada por un azucar (desoxirribosa) y nucledtidos (acido formado por el
fosfato y la base nitrogenada: adenina, timina, citosina y guanina), los cuales en conjunto,
constituyen toda la informacién heredable. Por ello, a través del tiempo, se ha buscado
tener un mayor acceso a la informacion contenida en el ADN, pero para esto primero se
han tenido que disefiar métodos de muestreo (colecta de material bioldgico), extraccion y

purificacion de ADN adecuados para cada ser vivo.

Meéxico cuenta con una gran diversidad de especies, la cual destaca a nivel mundial
por su biodiversidad marina (Lara-Lara, 2008). Los estudios moleculares se han aplicado
a especies de importancia comercial, como el camarén (Litopenaus stylirostris, Litopenaus
setiferus, Penaeus vannamei), attn aleta amarilla ( Thunnus albacares) y abulon (Haliotis
spp.), por mencionar algunos de alto valor econémico, para los cuales se cuenta con
protocolos de extraccion y analisis de ADN bien establecidos (Ball y Chapman, 2003; De
la Rosa-Vélez et al., 2000; Del Rio-Portilla y Gonzalez-Avilés, 2001; Scoles y Graves,
1993). Sin embargo, algunas especies de menor explotacion comercial, como es el caso de
Megathura crenulata, atin no cuentan con protocolos estandarizados para la extraccion de

ADN lo que limita la capacidad de realizar estudios genéticos.

Megathura crenulata, también conocida como concha lapa o lapa gigante, es un
gasteropodo perteneciente a la subclase Prosobranchia, orden Archaeogastropoda y familia
Fissurellidae (Armijo de-Vega, 1993; Smith y Carlton, 1975). El area de distribucion
geografica de esta especie esta limitada a una region litoral del Pacifico, que se extiende
desde Punta Concepcion, California (EUA) hasta Isla Asuncion, Baja California Sur

(México) (Morris et al., 1980; Torres-Moye, 2012). La hemolinfa de este organismo ha sido



fuente de estudio en la biomedicina desde la década de los 80°s (Harris y Markl, 1999;
Hodgson,1981; Oakes et al., 2004). A partir de la hemolinfa se extrae la proteina KLLH
(por sus siglas en inglés "Keyhole Limpet Hemocyanin"), utilizada en la farmacéutica para

el tratamiento de enfermedades inmunologicas (Swaminathan et al., 2014).

A pesar de la relevancia de esta especie en la investigacion biomédica, actualmente
se carece de informacion detallada sobre su biologia bésica, genética y explotacion. En
México, la informacion sobre esta especie contiene discrepancias: aparece descrita en la
ficha técnica de Bahia de La Paz, sitio fuera de su area de distribucion geogréafica natural
(CONABIO, 2007). Por otra parte, su aparicion en la Carta Nacional Pesquera (CNP) no
es continua, ya que solo aparece en los afios 2004 y 2010 (INAPESCA, 2004, 2010). La
ausencia del estatus de esta especie se hace notar en la Carta Estatal Pesquera de Baja
California del 2000-2015 (SEPESCA, 2015), donde no se determina ningin estado de

deterioro, posibilidad de desarrollo o aprovechamiento.
ANTECEDENTES

Los muestreos genéticos semi invasivos y no destructivos se han mejorado con el
tiempo permitiendo obtener ADN de una mayor diversidad de muestras biol6gicas. Para
el caso de los vertebrados, se ha utilizado muestras de sangre, pelo y plumas (Taberlet y
Luikart, 1999). Por otra parte, para algunas especies de peces se ha colectado muestras
de aletas y escamas de las cuales se ha extraido ADN tan viable como el que se extrae de
tejidos (Wasko et al., 2003). En moluscos bentonicos, como es el caso del abulén, se ha
disefiado un muestreo no destructivo para extraer ADN de los tentaculos epipodiales y
del mucus (Slabbert y Roodt-Wilding, 2006). También se ha logrado obtener ADN a partir
de la hemolinfa del moluscos bivalvos Mytilus sp., a partir del método fenol — cloroformo;
y mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) los marcadores
moleculares ITS y Glu-5" amplificaron en el 81 y 92 % de las muestras con lo que se logro

identificar que todas estas pertenecian a la especie Mytilus trossulus (Yanick y Heath,



2000). Y mas recientemente, se ha evidenciado que a partir del material genético liberado
al agua de mar por el ostiéon europeo Ostrea edulis, con el uso de la técnica de ADN

ambiental, es factible su genotipado no invasivo (Holman et al., 2019).

La hemocianina de M. crenulata es investigada en el area de la biomedicina desde
la década de los 80°s (Harris y Markl, 1999; Hodgson,1981; Oakes et al., 2004).
Posteriormente, en 1999 se fundo la empresa Stellar®, empresa dedicada a la investigacion
de la proteina KLH en California (EU). Oakes (2005) presidente y lider en la investigacion
desarroll6 un método (US 6852338 B2) para colectar hemolinfa sin sacrificar la vida de
moluscos gasteropodos. El método fue desarrollado idealmente para M. crenulata, pero
puede ser usado para otros gasteropodos como, Haliotis tuberculata y Concholepas

concholepas, de los cuales la hemocianina ha sido también fuente de estudio (Oakes, 2005).

La mayor parte de los estudios que se han realizado acerca de M. crenulata estin
enfocados a la biomedicina, ecologia o fisiologia de la especie (Tabla I), en los cuales se
han utilizado principalmente métodos de muestreo destructivos. Y actualmente, no se ha
publicado un protocolo estandarizado para la extraccion de ADN a partir de la hemolinfa
de moluscos gasterépodos. Aunado a la falta de un protocolo, cabe mencionar que la
informacion acerca de la hemolinfa en moluscos es escasa y la informacion especifica como
composicion, tipo de células, cantidad de células, estructura y funcion es poco detallada

y, ain esta sujeta a investigacion.

En general, los moluscos cuentan con un sistema circulatorio abierto, algunos tienen
venas o conductos aferentes y eferentes, los cuales permiten una distribucion de la
hemolinfa oxigenada a través del organismo (Schmidt-Rhaesa, 2007). La hemolinfa se
compone en mayor porcentaje de agua, en una menor proporcion, de hemocitos (células
sanguineas), proteinas (e.g. KHL), iones, nutrientes (aminoacidos, carbohidratos) y

residuos como hormonas u otros metabolitos.



En M. crenulata se reconocen dos tipos de hemocitos: granulocitos y agranulocitos

(no granulocitos). De acuerdo con Martin y colaboradores (2007) los hemocitos son ovoides

a esféricos y miden entre 7 y 9 pm de didmetro. Estos se diferencian en que los

granulocitos, tal como su nombre lo dice contienen granulos citoplasméaticos que cumplen

con la funcion de fagocitar agentes externos, debido a que el interior de la célula se

encuentra ocupado por estos granulos, el radio nuclear se reduce en tamafio. Por otra

parte, los agranulocitos tienen una pobre capacidad de fagocitar, cuentan con pocos

granulos, lo que les permite tener un radio nuclear més grande.

Tabla I. Estudios previos relacionados con Megathura crenulata.

Ao Titulo Autor
1993 Crecimiento y reproduccion de la lapa Megathura Armijo-De Vega
crenulata en la Bahia de Todos Santos, Baja California,
Meéxico

1993 | Descripcion del ciclo reproductivo mediante la fecundidad Barajas-

absoluta y relativa de la lapa Megathura crenulata, Santinelli

Sowerby, 1825; en Punta Banda, B.C. México.
1999 Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH): A biomedical Harris y Markl
review
2005 Non-lethal method for extracting crude hemocyanin from Oakes
gastropod molluscs. US 6852338 B2
2007 Structure and function of haemocytes in two marine Martin
gastropods, Megathura crenulata and Aplysia californica

2012 Mainland and Island Kelp Forests in Northern Baja Torres-Moye

California, Mexico: Subtidal Community Structure,

Dynamics, and Connectivity for the Design of Marine
Protected Areas.

2013 Diet of the Keyhole Limpet Megathura crenulata Mazariegos-

(Mollusca: Gastropoda) in Subtropical Rocky Reefs Villareal
2015 Behavioral thermoregulation and critical thermal limits Diaz

of giant keyhole limpet Megathura crenulata (Sowerby
1825) (Mollusca; Vetigastropoda)




JUSTIFICACION

Se ha comprobado que la hemolinfa de insectos y moluscos contiene proteinas
especificas que son de utilidad en tratamientos inmunolégicos. Esto ha propiciado su
investigacion y purificacion (Chung y Ourth, 2000; Dan et al., 1980; Manubens et al.,
2010; Oakes et al., 2004). Megathura crenulata ha destacado mayormente por la
importancia biomédica de la proteina KLH y sus isoformas (KLH1 y KLH2) (Oakes et al.,
2004). Aunque son menos conocidas sus caracteristicas nutricionales y ecologicas, cabe
destacar que las lapas son una buena fuente de proteinas, vitaminas A y D, fosforo, y
hierro (Mau y Jha, 2018; Miller y Robbins, 1940). Ademas, M. crenulata forma parte de
los ecosistemas de bosques de macroalgas ubicados en los sustratos rocosos de la zona
submareal (Hernandez-Velasco et al., 2018). Dentro de estos, se ha encontrado asociada a

bancos de abulon (Haliotis spp.) y al cangrejo moteado (Opisthopus transversus) (Armijo

de-Vega, 1993; Torres Moye, 2012).

En Baja California, la Carta Estatal Pesquera muestra un declive en la captura de
M. crenulata a partir de mediados del 2002 (SEPESCA, 2015). A su vez, Torres Moye
(2012) report6 una disminucion de las poblaciones de M. crenulata en los bosques de
macroalga (kelp) de la region. Algunas de las causas reportadas en relacion a la
disminucion de las poblaciones de lapas en Norteamérica y Hawaii son sobrepesca y
fragmentacion del habitat (Mau y Jha, 2018). Sin embargo, la falta de informacion y
seguimiento de Megathura crenulata en la Peninsula de Baja California deja en incégnita
la causa de la disminucién de las capturas, ya que puede asociarse a un bajo consumo

local, bajo precio de mercado, capturas no registradas o disminucién de las poblaciones.

A finales de 2015, se produjeron una serie de anomalias positivas en la temperatura
superficial de mar en el Pacifico Nororiental (Desde Alaska hasta Baja California Sur),
estas anomalias se nombraron “El Blob”. Este fenémeno representd repercusiones en una

gran cantidad de invertebrados marinos, ya que incrementé la temperatura de 1°C a 4°C



con respecto de la temperatura promedio del mar. A su vez, afecto las condiciones quimicas
(pH, nutriclina, red alimentaria) y biologicas (cambios en las comunidades) (Cavole et al.,
2016). De acuerdo con los pescadores locales, se observaron mortalidades masivas de lapa
(M. crenulata) de hasta el 90 % en Puerto Canoas, Baja California (J. Mercado,

comunicacion personal, 2016).

En este sentido, los estudios genéticos constituyen una herramienta auxiliar en el
establecimiento de planes de manejo de especies bentonicas (Mejia-Ruiz et al., 2020); por
lo que resulta de gran importancia desarrollar técnicas no destructivas que permitan
obtener ADN de calidad y que sea de utilidad para la evaluaciéon de la diversidad y la
estructura genética de las especies como Megathura crenulata. A la fecha no se encuentra

publicada una metodologia que cumpla con esta estrategia.



HIPOTESIS

Es factible extraer ADN de la hemolinfa de Megathura crenulata a partir de un

método no destructivo con la calidad necesaria para realizar estudios genéticos.

OBJETIVOS

Objetivo general

Estandarizar un protocolo de extraccion de ADN a partir de muestreos genéticos

no destructivos en hemolinfa de Megathura crenulata.

Objetivos especificos

i.  Obtener ADN a partir de muestreos genéticos no destructivos de la lapa gigante
Megathura crenulata.

ii.  Evaluar la calidad, en términos de concentracion, pureza e integridad, del ADN
obtenido a partir de hemolinfa.

iii.  Evaluar el éxito en la amplificacion del gen mitocondrial 16S a partir de ADN

obtenido de muestras de hemolinfa.



MATERIALES Y METODOS

1. Area de estudio y muestreo no destructivo

Dentro del &area de distribucion geografica de M. crenulata (desde Punta
Concepcion, California (EUA) hasta Isla Asuncion, Baja California Sur) la localidad
seleccionada fue Isla Todos Santos (ITS) a una latitud de 31°48'39.49"N y longitud
116°48'1” W (Fig. 1).
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Figura 1. Mapa de distribucion de Megathura crenulata. Punto de muestreo ITS (*).
BC, México.



A partir de buceo auténomo se colectaron 11 organismos del medio silvestre de la
localidad ITS a una profundidad entre 10-15 m. Los organismos se conservaron a una
temperatura alrededor de 16°C hasta su llegada al laboratorio, donde se colocaron en
estanques acondicionados con una temperatura de 16°C y una salinidad de 35 ppm.
Macroalga (Macrocystis pyrifera) y mejillon (Mytilus californianus) se utilizaron como

alimento.

Figura 2. Ejemplares vivos de Megathura crenulata.

Los organismos no se manipularon durante una semana para evitar estrés
fisiologico. Posteriormente, se realizd la colecta de muestras de hemolinfa mediante el
método #6852338 B2 (Oakes, 2005). Antes de colectar la hemolinfa se les realiz6 una
biometria (Fig. 2) (largo de la valva y peso himedo). Se armo el sistema para la colecta
de la hemolinfa (Fig.3) y se desinfect6 con etanol al 70% los anzuelos y la zona del pie de
la lapa donde se anclaron (Fig. 4). Después de 5-10 min, se tomo el set colector de sangre
(Air-Tite), se coloco la parte inferior en el tubo Eppendorf estéril y se introdujo la jeringa

(21 G 34”) en un espacio entre la radula y el pie (Fig. 3). La hemolinfa fluy6 por gravedad
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hacia el tubo, hasta completar los 2 mL de muestra. Las muestras se preservaron a -20°C
hasta su anélisis en el Laboratorio de Genética Acuicola del Departamento de Acuacultura
de CICESE. La herida del organismo fue desinfectada con etanol al 70% y los organismos

fueron colocados en los estanques acondicionados para su recuperacion.

No se agreg6 ningin tipo de anticoagulante para evitar problemas durante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), ya que se ha reportado

que reactivos como EDTA (4acido etilendiaminotetraacético) y heparina causan inhibicion

(Schrader et al., 2012).

Figura 4. Insercion del set colector de sangre (hemolinfa).
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2. Pruebas de extraccion de ADN (geno6mico) a partir de la hemolinfa

Las alicuotas de hemolinfa estuvieron almacenadas de uno a seis meses después de
su extraccion. Las muestras de hemolinfa se procesaron con dos kits comerciales: DNeasy
Blood and Tissue (QIAGEN) y Cell and Tissue DNA (KingFisher). El primer kit, consiste
en una columna de centrifugacion (DNeasy Mini), a través de dicha columna se hace la
purificacion (lavados) del ADN, la columna incluye una membrana de silice (Fig.5) la cual

retiene el ADN y deja pasar todos los contaminantes restantes, faciles de descartar.

S S

Lisis Unién Purificacién Elusién

Figura 5. Esquema de las etapas de extraccion de ADN con el kit QIAGEN.

El segundo kit (KingFisher), consiste en una extraccion de ADN més automatizada
a partir del uso de un instrumento que minimiza la manipulaciéon de las muestras, el

método funciona a partir de perlas magnéticas que recuperan el ADN (Fig. 6).

La hemolinfa es analoga a la sangre, pero difiere en composicién, por lo cual, se
utilizaron como guia de punto de partida los protocolos para eritrocitos (sangre de
vertebrados) que los kits proporcionan. La estandarizacién consisti6 en modificar los
tiempos e intensidad de centrifugacion, lisis y los volumenes de muestra (10 — 500 pL). Se
experiment6 con cuatro diferentes velocidades de centrifugacion (Tabla II), de las cuales

se selecciono la de 12,000 rpm.

Las muestras se procesaron con cada kit, siguiendo los protocolos recomendados
por los fabricantes (QIAGEN, 2005; Thermo Fisher Scientific, 2015) y otras muestras
11



recibieron un pre-tratamiento, el cual consistio en centrifugar 500 pl. de hemolinfa a 12,000
rpm (Fig. 7) durante cinco minutos a 4°C. Posteriormente, se removié el sobrenadante
(400 pL) y se recuperaron 100 pL. A las muestras se les agregé 1.5 pL de ARNasa (30

ng/mL) y se incubaron durante 40 min.

Colecta de perlas El iman se retrae
magnéticas y y la punta se deja
ADN suspendida en el

| |4 Iman buffer
Movimientos Colecta de perlas
Punta 1 . magnéticas
continuos
\ arriba/abajo
- * ==
Buffer
@ Ik ]

.
de
elusion %
50 pL
Perlas

Figura 6. Esquema simplificado de procesamiento de muestras con KingFisher,
modificado de Thermofisher (N16621).

ADN

Tabla II. Pruebas con centrifugacion y tiempos, volumen utilizado: 200 pL. Centrifuga
Eppendorf (Modelo 5415R). Temperatura controlada (4°C).

Prueba Centrifugacion Tiempo
(rpm) (min)
1 800 307
2 1,600 15
3 10,000 5’
4 12,000 5’
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DNeasy Blood and Tissue (QIAGEN)

Con el método de QIAGEN se trabajé un total de 5 muestras. Se trabajo con
volimenes de 10, 20 y 100 pL (centrifugada) de hemolinfa. Para la lisis celular se utilizo
10 pL de proteinasa K (QIAGEN), PBS (buffer fosfato salino) y buffer de lisis (buffer
AL® QIAGEN). Se agitaron e incubaron a 56°C durante 10-15 minutos hasta que el pellet
fue lisado por completo. Posteriormente, se agreg6 200 pLi de etanol (99%) a las muestras
y se homogenizo6 con ligeras palmadas. El homogenizado (620 nL) se pipeteo dentro de la

columna de centrifuga (DNeasy), puesta sobre el tubo colector de 2 mL.

La clarificacion del ADN se realizo centrifugando a 8,000 rpm durante 1 min. Se
descart6 el tubo colector con residuos celulares y la columna que contenia el ADN unido
a la membrana de la columna se pasé a un nuevo tubo colector. Para la purificacion del
ADN se agregé 500 pL de buffer AW1 (buffer de lavado) y se centrifugé durante 1 min a
8,000 rpm, de la misma forma se descartd el tubo colector. La columna se colocé en un
nuevo tubo de centrifugacion y se agregé 500 pL de buffer AW2 (buffer de lavado). La
ultima centrifugacion se realizé a 13,000 rpm durante 4 min, hasta secar por completo la
membrana. Se coloco la columna en un tubo Eppendorf y se pipete6 30 pl. de buffer AE
(buffer de suspension del ADN) directamente sobre la membrana. Se incub6 a temperatura

ambiente durante 1 min y luego se centrifugé a 8,000 rpm hasta eluir.
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Cell and Tissue DNA (KingFisher)

Con el kit de KingFisher se utilizaron seis muestras (Tabla III) con 100 pL de
muestra centrifugada de hemolinfa. Para la mezcla de lisis se utilizo 50 nL. del buffer de
lisis de KingFisher (cloruro de guanidino, polietileno-glicol). Posteriormente, se agrego 1.5
pL de ARNasa (30 pg/mL) y se incub6 durante 40 min a 37°C. Se agreg6 10 nL de
proteinasa K del kit QIAGEN (KingFisher no la incluye).

Tabla III. Especificaciones muestras de hemolinfa procesadas con el kit de KingFisher.

Muestra Tiempo de | Proteinasa K
Lisis (QIAGEN)
LK1 40’ Si
LK2 40’ Si
LK3 40’ Si
LK4 40’ Si
LK6 40’ Si
SLK1 0 No
SLK?2 0 No
SLK3 0 No
SLK4 0 No
SLK5 0 No
SLK6 0 No

Se prepard la placa como se muestra en la tabla IV y V., y se coloc6 en el
instrumento, al mismo tiempo que se coloco la tira de elusion, la cual se cargdé con 50 pL
de buffer de elusion. En la etapa de purificacion se anadié perclorato de sodio, el cual

funciona en el kit de KingFisher como buffer de union.
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Tabla IV. Preparacion de la placa (Microtiter deep well 96 plate).

Placa Linea Nombre de Linea Contenido Volumen
Placa de A Muestra Hemolinfa 100 pL
muestras Buffer de Lisis 50 nL

Proteinasa K* 10 pL
B Puntas Peine 12 puntas -
C - - -
D _ R _
E _ - _
F Buffer de lavado 1 1 Buffer de lavado 1 450 pL
G Buffer de lavado 1 2 Buffer de lavado 1 400 pL
H Buffer de lavado 2 Buffer de lavado 2 400 pL
*Solo se agregd a muestras con lisis.
Tabla V. Adicién de reactivos en la etapa de purificacion del ADN.
Linea Nombre de Linea Contenido Reactivo
A Muestra Perlas Magnéticas 12.5 nLL
Buffer de unién
200 nL

3. Evaluacion ADN

Para evaluar el éxito de la extraccion y la calidad del ADN obtenido, se cuantifico
la concentracion (ng/pL) y pureza (260/280) del ADN mediante el uso de un
espectrofotometro Nanodrop Termo Fisher (ND 2000). Asimismo, se evalu6 la integridad
(tamafo) mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% por 60 min a 80 V con buffer
SB (Brody y Kern, 2004) a una concentracion de 1X, las muestras se tifieron con gelRed
y se uso como referencia un marcador de peso molecular de 1 kb (Promega). Como control
positivo se utiliz6 muestra de branquia de M. crenulata y tentaculo epipodial de abulon
amarillo (Haliotis corrugata). Para finalizar esta etapa, se visualizo el gel mediante el

fotodocumentador (BioRad).
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4. Amplificacion del gen 168

Mediante la técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction, por sus siglas en inglés)

se amplifico el gen mitocondrial 16S. Las concentraciones, cebador y condiciones se

muestran en las tablas de la VI - IX, respectivamente. El equipo de amplificaciéon que se

utilizo fue el termociclador punto final T100 (BioRad).

5. Determinar el mejor procedimiento de extraccion de ADN.

Una vez realizadas las pruebas de extraccion y amplificacion del gen mitocondrial 16S

se analizo6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%, y se evaluaron las ventajas y

desventajas de cada método con el fin de determinar el procedimiento més efectivo.

Tabla VI. Concentraciones para el mix de PCR.

C; Compuesto Ct Muestra [1x]
Agua PCR *
10x Buffer PCR 1x 1.25
(contiene MgCls)
2.5 mM dNTP's 0.2 1.0
10 pM Cebador F 0.2 0.3
10 pM Cebador R 0.2 0.3
5 U-pL-t Taq polimerasa 0.1 0.1
ng-pulL1 ADN gen6mico *
Vi— 125 L

Ci — Concentracion inicial; C¢ — Concentracion final; Vi — Volumen final.
*Valores de agua y ADN genomico se ajustaron para obtener un volumen final de

12.5 L
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Tabla VII. Secuencia de cebador para el gen mitocondrial 16S (universal) (Palumbi et

al., 2002), tamaifio esperado del fragmento: 560 bp.

Gen Cebador Secuencia 5’ — 3’
16S 16SAR CGCCTGTTTATCAAAAACAT
16SBR CCGGTCTGAACTCAGATCACGT

Tabla VIII. Condiciones de amplificaciéon para el gen mitocondrial 16S.

Desnaturalizacion ) . Extension .
o Ciclos (°C, tiempo) ) Conservacion
inicial final

94 °C, 3 10 ciclos 72°, 10 12°C,
(94°C, 17; 40°C,17; 72°C,2’)
30 ciclos
(94°C, 17; 47°C,1’; 72°C,2’)

Tabla IX. Condiciones del programa optimizadas para el gen mitocondrial 16S.

Desnaturalizacion Extension
Ciclos (°C, tiempo) Conservacion
inicial final
94 °C, 3’ 30 ciclos 72°, 5’ 12°C, o
(94°C, 17; 56°C,1’; 72°C,1’)
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RESULTADOS

Como resultado de este estudio se obtuvo un protocolo final para la extraccion de
ADN que puede ser utilizado con ambos kits. A continuacion, se describen los pasos a

seguir para implementar este protocolo:

1. Realizar el pre-tratamiento de las muestras de hemolinfa, el cual consiste en
centrifugar las alicuotas de 500 pL (en el caso de trabajar con 100 pL de
precipitado) a 12,000 rpm durante cinco minutos a temperatura controlada 4 °C.

2. Agregar buffer de lisis (correspondiente al kit que se utilice) y el tratamiento de
ARNasa 1.5 pLi (e.g. 30 pg/mL) e incubar durante 40 min a 37°C. Incubar por mas
de este tiempo puede causar fragmentacion y degradacion de las muestras (Fig. 9).

3. En este experimento no hubo diferencias notables en la razéon de pureza (260/280)
al utilizar proteinasa K en las muestras con lisis (Tablas XII y XIII), asi que su
uso puede ser omitido. El periodo de tiempo recomendado de incubacion es de 40
min a 56°C.

4. Posteriormente, se pueden seguir las recomendaciones del proveedor del kit, en
relacion a la clarificacion, purificacion y concentracion del ADN.

5. En la etapa final de suspension del ADN, en el buffer de elusién se recomienda
utilizar un volumen de 30 — 50 pL (menor al recomendado por los proveedores), ya
que es muy baja la concentracion de ADN que se logra recuperar, generalmente,
menor a 100 ng/pl.. Es importante mencionar que se recomienda utilizar una
alternativa para sustituir el buffer de elusién de KingFisher, ya que este no permite
conservar las muestras de ADN a largo plazo (mayor a dos meses). Por otra parte,
el buffer de elusion de Qiagen no mostro fragmentacion ni degradacion (hasta en

muestras conservadas desde el 2016).
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Como recomendaciéon adicional al muestreo de hemolinfa propuesto por Oakes
(2005) se sugiere hacer alicuotas de 500 pL (se pueden colectar hasta un méximo de 4
alicuotas por organismo), para evitar congelar y descongelar las muestras constantemente
durante su posterior uso. Las alicuotas pueden ser preservadas sin ningun aditivo (e.g.

EDTA) a una temperatura de —20°C hasta por un periodo de seis meses.

A continuacién, se muestra con mayor detalle los resultados de cada prueba:

Muestreos genéticos no destructivos

El protocolo utilizado para la colecta de hemolinfa US #6852338 B2 (Oakes, 2005),
fue empleado correctamente debido a que se logro colectar la hemolinfa y el 100% de los
organismos (Tabla X) de la localidad de ITS sobrevivié por varios meses después del
tratamiento. Los organismos no mostraron cambios notables en su comportamiento,
durante las tres semanas de observacion. En las cuales fueron mantenidos en estanques a
una salinidad de 35 ppm, temperatura entre 16 y 18°C con oxigenacién continua;
alimentados con macroalgas con briozoarios por los hébitos omnivoros de esta lapa. Sin
embargo, después de las tres semanas de mantenimiento, se presenté un problema con el
suministro de alimento, lo cual se vio reflejado en una disminucién del peso de los

organismos.
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Tabla X. Biometria del muestreo de M. crenulata.

Muestra | Largo (cm valva) | Ancho (cm valva) | Peso (g)
1 6.6 4.0 94.5
2 7.5 6.6 98.5
3 8.3 7.5 180.0
4 7.9 8.3 136.5
5) 8.0 7.9 133.5
6 8.8 5.7 295.5
7 8.8 5.8 222.5
8 8.2 5.4 188.0
9 9.0 5.6 237.5
10 9.0 5.9 220.5

Pruebas de extraccion de ADN (genoémico) a partir de la hemolinfa

Cuando las muestras no se centrifugaron las concentraciones de ADN fueron
menores a 10 ng/pl (muestras 1Q, 2Q, 3Q, Tabla XI). Por lo cual, se decidi6 optar por
centrifugar las muestras (Tabla XI). El volumen de muestra de hemolinfa que se centrifugo
al inicio fue de 200 nL, pero el pellet (precipitado) que se formo era casi imperceptible (71
mm) y la mayor parte de la muestra consistia en el sobrenadante. Los resultados con un
volumen de 500 pL. permitieron obtener un pellet de mayor tamafio (73 mm, Fig. 7). El
pellet formado en la muestra de hemolinfa a 10,000 y 12,000 rpm fue similar en tamano,
por lo cual se seleccion6 la velocidad de 12,000 rpm. Se obtuvo un pellet de diferente
tamafio en cada muestra, a pesar centrifugar el mismo volumen (Fig. 7). El resumen de

las pruebas realizadas se muestra en la Tabla XIV.
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Figura 7. Pellet obtenido después de centrifugar las muestras de hemolinfa (Tabla X,
correspondiente a las lapas de la 6 a la 10). Alicuotas centrifugadas a 12,000 rpm durante
5 min a 4 °C.

Evaluacién ADN

DNeasy Blood and Tissue (QIAGEN)

Como se mencioné en la metodologia, al inicio de la estandarizacion se utilizo el
kit comercial de QIAGEN, los valores obtenidos con este kit fueron poco favorables debido
a que no se realizé un pre-tratamiento previo a las muestras ya que se utilizé el volumen
recomendado (5-20 puL), esto result6 en valores de concentracion menores a 5 ng/uL.
Mientras que, en las muestras de mayor volumen (100 pL) y a las que se les realizé pre-

tratamiento tuvieron concentraciones mayores a 40 ng/nL (Tabla XI).

21



Tabla XI. Resultados de extraccion de ADN con el kit de extraccion QIAGEN (Q)

usando diferentes voliimenes de muestra.

Hemolinfa Concentracion
Muestra 260/280
(nL) ADN (ng/pL)
LQ1 10 1.0 1.04
LQ2 20 2.5 1.31
LQ3 20 5.0 1.83
LQ4 100 42.9 1.75
LQ5 100 62.0 1.90

Debido a las bajas concentraciones obtenidas con el kit de QIAGEN, se decidio6
realizar el pre-tratamiento de las muestras; centrifugar la muestra de hemolinfa y de esta
forma precipitar una mayor cantidad de células en el tubo Eppendorf. Asimismo, se realizo
lisis y se utiliz6 un volumen de 100 pL para la obtencion del pellet (precipitado). Las
muestras con pre-tratamiento brindaron mayores concentraciones de ADN (de 7-62 ng/pL;
Tabla XII). En cuanto a la relacion 260/280 estuvieron alrededor de 1.6 — 1.9, lo cual
puede indicar la presencia de proteinas (e.g. KLH). En cuanto a la integridad, las muestras
de ADN extraidas con QIAGEN presentaron una buena integridad, sin y con pre-
tratamiento de las muestras, y se observo poca fragmentacion en los geles de ADN

genomico (Figs. 8 y 9).
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Tabla XII. Extracciones de ADN centrifugadas y procesadas con el kit QIAGEN (Q) en
muestras con pre-tratamiento (centrifugadas, RNAasa, lisis).

. Concentraciéon ADN
Muestra Hemolinfa (pL) 260/280
(ng/nlL)
LQ1 100 7.0 1.7
LQ2 100 42.9 1.74
LQ3 100 17.3 1.8
LQ4 100 18.5 1.54
LQ5 100 62.0 1.9

LQ1 LQ1.1 LQ2 LQ2.21Q3
1.0 1.0 25 25 50

ADN de alto peso

molecular

1500 pb

Figura 8. ADN genomico obtenido con kit QIAGEN (Q). Muestras sin centrifugar previo
a la extraccion. ADN extraido de hemolinfa (LQ1, LQ2, LQ3) y su respectiva réplica
(LQ1.1, LQ2.2), excepto para Q3. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Escalera Promega

(E).
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Figura 9. ADN genomico kit QIAGEN, muestras con pre-tratamiento (centrifugacion,
RNAasa). ADN extraido de hemolinfa (LQ1 — LQ5). Electroforesis en gel de agarosa al
1%. Escalera Promega (E).

Cell and Tissue DNA (KingFisher)

Al igual que las muestras de QIAGEN, las muestras procesadas con el kit de
KingFisher y con el pre-tratamiento brindaron mejores resultados en cuestion de
concentracion, obteniéndose concentraciones de ADN que variaron de 25.6 a 132.9 ng/pL
(Tabla XIII). La integridad del ADN vari6 en cada muestra, todas las muestras presentan
una banda definida de alto peso molecular y fragmentacion del ADN, a excepcion de la
muestra K6 (Fig. 10), lo cual se asocia a un error en el pipeteo de la muestra al momento
de cargar las muestras en el gel de agarosa. Algo que puede provocar mayor fragmentacion
de las muestras es exceder el tiempo de lisis (Fig. 11), un tiempo mayor a 40 min puede

provocar la desintegracion del ADN.
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Tabla XIII. Resultados de extraccion de ADN con el kit de extraccion KingFisher (K)
(Fig 11).

Muestra Concentracion (ng/pL) | 260/280
LK1 132.9 1.81
LK2 100.6 1.75
LK3 31 1.66
LKA 143 1.74
LK5 55 6 171

K1 7 3 1.79
K2 18 1.72
K3 105 1.62
K4 43.9 1.69
K5 9.9 1.70
K6 96.9 1.73

LK — Muestras lisadas KingFisher; K — Muestras procesadas
con Kingfisher (sin lisis).

—

E LK1 LK2 LK3 LK4 LK5 K1 K2 K3 K4 K5 K6

1 kb , M "

Figura 10. ADN genémico extracciones con KingFisher con pre-tratamiento
(centrifugado y RNAasa), ejemplo de tiempo de lisis excedido. Muestras con nomenclatura
LK fueron lisadas durante 60 min, mientras que en muestras K no se les realizo lisis.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Escalera Promega (E).
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LK1 LK2 LK3 LK4 LK6 K1 K3 K4

1 kb

Figura 11. ADN genomico de muestras procesadas con KingFisher (K) con lisis (L) y sin
lisis. Concentracion 100 ng/uL. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Escalera Promega

(E).

Tabla XIV. Resumen de pruebas de extraccion.

Tipo de prueba Observaciones Resultado

Volumen de muestra - El incremento de muestra no
siempre resulta en una mayor

cantidad de ADN

Centrifugacion Formacion de pellet Incremento de ADN de ~30 ng
Tiempo de lisis El pellet formado durante la Con una lisis de menor
centrifugacion fue lisado duracién se obtuvo una mayor
después de 10-15 min. concentracion (ng/nL) de
ADN
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Amplificaciéon del gen mitocondrial 16S

Para la amplificacion del gen mitocondrial 16S se seleccionaron las muestras con
mejor rendimiento de ambos kits, con mayor concentracion de ADN y pureza: las muestras
2Q vy 5Q (QIAGEN con lisis), 1LK y 2LK (KingFisher con lisis), 5K y 6K (KingFisher sin
lisis). Se puede observar que las muestras de ambos métodos amplificaron (Fig. 12). El
tamafio del fragmento esperado del gen mitocondrial 16S para las muestras y el control
positivo es de alrededor de 560 pares de bases (pb). Las muestras de QIAGEN (Q)
presentan bandas con barrido que representan una mayor cantidad de ADN con respecto
a las de KingFisher (K y LK). Las condiciones de PCR fueron reducidas de 40 ciclos a 30
ciclos (Tabla VIII y IX), debido a que en ocasiones se obtenian bandas inespecificas a

pesar de que, los primers usados son universales.

500 pb

Figura 12. Productos de amplificacion del gen mitocondrial 16S en muestras de ADN de
lapa extraidas con kit QIAGEN (LQ2, LQ5) y King Fisher (K). Muestras con Lisis (LK1,
LK?2) y sin lisis(K5, K6). Controles: negativo (C-) de reactivos y positivos (C+) de abulén
amarillo (A) y lapa (M). Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Concentracién muestras
50 ng/pL. Escalera Promega de 100 pb (E).
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DISCUSION

En los métodos destructivos suelen utilizarse diferentes 6rganos o secciones del
organismo para extraer el ADN, como puede ser branquia, tentaculos y tejido muscular,
entre otros. Al realizar estudios que involucran un mayor tamafio de muestra poblacional,
como son los estudios de diversidad genética, es necesario sacrificar una mayor cantidad
de organismos. Esto debido al tamafio de muestra (n > 20) que se necesita para hacer
inferencias estadisticas mas robustas. En el estudio realizado por Torres Moye (2012),
donde M. crenulata fue una de las especies benténicas analizadas, se describe la colecta
de muestras mediante la disecciéon de una parte del pie del organismo; sin embargo, no se
especifica cuanto se disecciond, ni tampoco ningtn seguimiento de la supervivencia de los

organismos.

Anteriormente, se mencion6 que la sangre era uno de los métodos no destructivos
més utilizados en el caso de los vertebrados. Algunos de los problemas técnicos de extraer
ADN de muestras como sangre, es que se obtiene una baja cantidad en el rango de los
nanogramos (10%¢) de ADN, por lo cual las condiciones de PCR tienen que ser también
estandarizadas para lograr obtener un producto de amplificaciéon a partir del escaso
material genético (e.g. aumentar numero de ciclos, aumentar reactivos como Mg,
dinucledtidos, etc.) (Cornejo Romero, Serrato Diaz, Rendén Aguilar, y Rocha Munive,

2014; Taberlet y Luikart, 1999).

Por otra parte, cuando se utilizan pelo o heces de animales, la cantidad de ADN
total disponible para pruebas posteriores puede ser muy bajo (en el orden de los
picogramos, 10'%g), lo cual puede llevar a errores al detectar homocigotos en el
genotipificado de estas muestras (Taberlet y Luikart, 1999). Asimismo, se ha logrado
obtener ADN de heces y mucus del tracto gastrointestinal de M. crenulata a partir de
muestreos no destructivos, pero de baja concentracion de ADN (< 20 ng/uL); sin embargo,

los resultados con este material son inconsistentes y poco reproducibles. Esto debido a que
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el mucus del tracto digestivo y las heces suelen contener inhibidores, tales como,
polisacéaridos, clorofila originaria de plantas (e.g. algas marinas), sales, glicolipidos, por
mencionar algunos (Schrader et al, 2012). En el caso de M. crenulata, pruebas
preliminares realizadas con ADN obtenido a partir de mucus, evidencian la presencia de
inhibidores que no permiten la amplificacién del gen mitocondrial 16S, mientras que con
ADN obtenido de branquias (control positivo) por muestreo destructivo resulta en una

amplificacion exitosa del producto esperado (Fig. 13).

Mucl Muc?2 C-

560 pb

Figura 13. Producto de amplificacion de PCR. del gen mitocondrial 16S a partir de ADN
obtenido de mucus de M. crenulata (Mucl y Muc2). Electroforesis en gel de agarosa 1.5
%. Controles negativos (C-) de reactivos y positivo (C+) de ADN obtenido de brangia de
M. crenulata. Escalera Promega de 100 pb (E).

La anatomia de Megathura crenulata es similar al género Haliotis, especie de la
cual se remueven los tentaculos epipodiales para la extracciéon de ADN. Sin embargo, M.
crenulata s6lo posee dos tipos de tentéculos cefédlicos, los cuales cumplen con una
importante funcion sensorial y vital para su supervivencia (Marshall y Hodgson, 1990).
Debido a lo anterior, la opciéon de muestreo mas viable que se considerd en este estudio
para la extracciéon de ADN fue la hemolinfa, que ademas cuenta con el método descrito y

patentado por Oakes (2005).
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En la sangre de vertebrados (hemoglobina) la fraccion de elementos celulares es de
aproximadamente el 45% y este porcentaje es conformado por los eritrocitos (globulos
rojos), los leucocitos (globulos blancos) y los trombocitos (plaquetas) (Koolman y Réhm,
2005). Al igual que la hemolinfa, los leucocitos son las tunicas células sanguineas de las
cuales se puede extraer ADN. Sin embargo, no existe un estudio definido acerca del
porcentaje de leucocitos que componen la hemolinfa, por lo cual es mas dificil inferir un
volumen de muestra idéneo para obtener la cantidad de ADN suficiente para estudios
moleculares. El volumen final obtenido con el kit QIAGEN fue de 40-50 pL con
concentraciones que varian de 7 a 62 ng de ADN por pL, mientras que con el kit
KingFisher se obtuvo un volumen final de 30-40 plL con concentraciones de los 25 a los

133 ng de ADN por pL.

Es importante centrifugar la hemolinfa como un pre-tratamiento de muestras,
porque de esta forma todas las celulas distribuidas en la hemolinfa quedan en la parte
inferior del tubo de eppendorf (Fig. 7), esto permite formar un pellet que contiene en su
mayor parte células (leucocitos) y algunas proteinas (e.g. KHL), mientras que el plasma
(agua y restos celulares) queda en la parte superior del tubo. El centrifugado fue a una
velocidad de 12,000 rpm, se podria utilizar una mayor velocidad o tiempo, pero en este

experimento las condiciones permiten obtener visualmente un pellet, del cual se puede

extraer ADN.

Cabe senalar que, en este estudio, las muestras de hemolinfa de M. crenulata no se
coagularon después del muestreo ni durante la extraccion de ADN, a pesar de no agregar
ningin anticoagulante. Esto coincide con las observaciones descritas por Martin y
colaboradores (2007). Dicho estudio, muestra que los hemocitos de la hemolinfa de M.
crenulata pueden permanecer méas de 1 hora a temperatura ambiente sin coagularse. Es
importante mencionar que las muestras estuvieron conservadas a una temperatura de -
20°C y estuvieron a temperatura controlada (16°C a 20°C temperatura del laboratorio)

cuando se manipularon. Sin embargo, en la hemolinfa del mejillon (Mytilus trossulus)
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existe evidencia de que se puede utilizar etanol al 96% como conservador, y no tiene

repercusiones posteriores en cuestion de inhibicion de la PCR (Yanick y Heath, 2000).

A pesar que el costo de procesamiento de la muestra por el protocolo de sales es
méas economico (alrededor de 50 MXN por muestra), se decidi6 utilizar estos kits por las
ventajas que brindan en cuestion de pureza (Cornejo Romero et al., 2014; QIAGEN, 2005;
Thermo Fisher Scientific, 2015). Estos kits comerciales utilizan soluciones que no
contienen fenol y permiten obtener mejores resultados que los métodos tradicionales, los
cuales utilizan fenol, cloroformo y el alcohol isoamilico que pueden contaminar el ADN en
el proceso de purificacion (Cornejo Romero et al., 2014; Eguiarte, Souza, y Aguirre, 2007)
y ademés son nocivos para la salud de los operadores. Por otra parte, los actuales
protocolos de secuenciacion masiva requieren muestras de ADN obtenidas con kits

comerciales para garantizar el éxito en los procedimientos.

El kit de KingFisher (Cell and Tissue DNA) proporciona ventajas en cuanto al
tiempo, limpieza y bajas probabilidades de errores de contaminaciéon debido a que
involucra poca manipulacion de las muestras. Sin embargo, el ADN genémico obtenido
presenta fragmentacion en todas las muestras (Fig. 10 y 11) y con los diferentes
tratamientos, ademas de esto, la mayor desventaja es que el buffer de elusiéon no permite
conservar muestras a largo plazo, ya que después de dos meses se observo una degradacion
del ADN en las seis alicuotas generadas en este estudio. En cambio, el kit de QIAGEN
(DNeasy Blood and Tissue) permite obtener ADN genémico méas integro (Fig. 8 y 9) a
pesar de utilizar volimenes minimos de 10-20 nL, y hasta 100 pL. Cabe mencionar que se
ha comprobado que el buffer de elusion del kit de QIAGEN es muy ttil para conservar
muestras a largo plazo, ya que el control positivo (branquia M. crenulata) fue procesado
con este kit desde el 2016 y continia dando buenos resultados de amplificacion. La
diferencia en composicion de cada buffer de elusion es dificil de comparar, ya que QIAGEN
si comparte la composicion del buffer (10 mM Tris-Cl; 0.5 mM EDTA; pH 9.0.), pero

KingFisher no muestra la composicion del reactivo (formula cerrada y patentada).
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Adicionalmente, se realiz6 un analisis del costo de extraccion con los diferentes kits
comerciales, obteniéndose que el precio del kit de QIAGEN para 250 muestras tiene un
costo de $23,929.00 MXN, siendo el costo por muestra $95.71 MXN. En contraste, el kit
de KingFisher tiene un costo de $16,243.00 MXN para 100 reacciones (ca. 250 muestras
el costo seria un total de $48,729.00 MXN), por lo cual el costo de muestra seria méas del
doble que el anterior, con un costo de $194.16 MXN por muestra. Ademés del valor
adicional del equipo KingFisher Duo Prime, donde se realiza la extraccion que asciende a
alrededor de los $500,000.00 MXN y el resto de los consumibles que no fueron

cuantificados.
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CONCLUSIONES

Es factible extraer ADN de buena calidad y pureza a partir de hemolinfa de M. crenulata
sin sacrificar ni afectar al organismo, utilizando kits comerciales (DNeasy Blood and

Tissue — QIAGEN y Cell and Tissue DNA - KingFisher).

Con ambos kits comerciales se obtiene ADN, sin embargo, es mas recomendable el uso del
kit DNeasy Blood and Tissue de QIAGEN porque ofrece una mayor calidad del ADN

genémico y un menor costo por muestra ($95.71 MNX).

El ADN extraido es adecuado en cantidad (volumen y concentracion) y calidad (pureza e
integridad) para realizar estudios moleculares posteriores como: identificacion de especies,
genética poblacional, analisis parental y otros, con la técnica de PCR u otras técnicas de

nueva generacion (RAD-Seq, secuenciacion genémica, etc).

Es importante seguir implementando protocolos de muestreo y extraccion de ADN no
destructivos para otras especies de importancia ecolégica y socio-econdémica,
principalmente aquellas bajo estatus de proteccion y conservacion, que permitan evaluar

y analizar las poblaciones sin comprometer a la especie de estudio.
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