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Protocolo de Extraccién de ADN Para Capitan de la Sabana.
INTRODUCCION

En la mayoria de las especies icticas, la caracterizacion genética de poblaciones, la
descripcion de la arquitectura genética y la cuantificacién de la expresion génica
han sido investigadas a partir de diferentes técnicas moleculares. Algunas
desventajas reportadas para estos métodos incluyen su complejidad, sensibilidad,
repetibilidad y especificidad, por lo que, antes de la utilizacién de cualquier técnica
o herramienta molecular para estudios genéticos demanda la estandarizacién de
protocolos especificos que asegure el aislamiento del material genético en
concentraciones y calidad adecuada acorde a los requerimientos y sensibilidad de
la técnica a utilizar.

Bajas concentraciones del material genético y/o presencia de contaminantes, asi
como degradacion del mismo conllevard a la no obtencién de resultados ni
reproducibilidad de la técnica como también a obtener resultados imprecisos. En
este contexto, la estandarizacion de los protocolos de extraccion y obtencion del
material genético a trabajar permite optimizar y garantizar la cantidad y calidad del
ADN necesario para los respectivos estudios a realizar. Este siempre debe ser el
primer paso para el desarrollo de cualquier proyecto de investigacion que incluya
métodos o técnicas moleculares especificas. Dicho proceso ayuda a maximizar la
calidad y la confianza de los datos obtenidos y mejora la reproducibilidad de futuras
investigaciones de la especie en estudio.

OBJETIVO

Extraer ADN gendmico a partir de tejido muscular y sanguineo de individuos de

Capitan de la Sabana obtenidos de diferentes zonas Cundiboyacenses.
MATERIALES Y REACTIVOS NECESARIOS

a. Reactivos
PBS / Solucion salina
Kit High Pure PCR Template Preparation ROCHE
Isopropanol

b. Materiales:

— Balanza analitica

— Bolsa Ziploc (tamafio pequefio)

— Micropipetas (10, 20, 100, 200 y 1000 puL)

— Puntas para micropipetas



Microtubos 1.5 ml
Microcentrifuga

Bafio maria

PROCEDIMIENTO:

1.

Preparaciéon de la muestra (lavado y macerado de tejido):

Pesar 30 g de musculo y lavar con suficiente PBS, posteriormente colocar la

muestra en una bolsa ziploc pequeia y afiadir 300 pL del PBS. Macerar muy bien

hasta volverla liquida.

2.

a.

Proceso de extraccion de ADN:

Colocar 200 pL del material macerado o triturado en un tubo de 1,5 mly
adicionar 200 pL de Binding Buffer.

Anadir 40 pL de proteinasa K, homogeneizar e inmediatamente incubar a 70
°C por 10 minutos.

c. Adicionar 100 uL de Isopropanol y mezclar bien utilizando vortex

d. Colocar el material en un tubo filtro con su respectivo tubo recolector y

centrifugar por 1 minuto a 8.000 rpm.

Después de centrifugar retirar el tubo con el filtro, desechar el tubo con el
liquido obtenido y colocar el filtro en un nuevo tubo colector.

Afadir 500 pL de tampoén Removal Buffer y centrifugar por 1 minuto a 8.000
rpm.

Retirar el filtro y descartar el tubo con el liquido obtenido

Colocar el filtro en un nuevo tubo colector, afladir 500 uL de Wash Buffer y
centrifugar por 1 minuto a 8.000 rpm.

Repetir el proceso anterior de lavado

Insertar el filtro en un tubo de 1,5 ml estéril y limpio, afiadir 50 pL de tampdn
Elution Buffer (previamente precalentado a 70°C) este tampon contiene
10mM Tris-Cl y pH 8.5.

Finalmente centrifugar por 1 minuto a 8.000 rpm

Almacenar el DNA genomico obtenido a -20°C



Cuantificacion y verificacion de calidad ADN gendmico extraido de

Eremophilus mutisii

La cuantificacion y verificacion de la calidad del ADN gendmico se esta realizando
en Nanodrop y electroforesis de agarosa constituido por 0,6 gramos de agarosa y
50 ml de TBE 1X. Tefiido con Red Ladder (10mg/mg), a 100V por 20 minutos. El
ADN se visualiza en transluminador UV como se muestra en la Figura 1 y Figura 2.

Figura 1. Electroforesis de ADN genomico del Capitan de la Sabana, realizada en
el laboratorio de Genética Molecular Animal de la Universidad de Ciencias
Aplicadas y Ambientales U.D.C.A

Figura 2. Visualizacibn de ADN gendmico en geles de agarosa por medio de
electroforesis.



