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Resumen:

Técnicas moleculares requieren extracciones de acidos nucleicos en cantidad y pureza
adecuadas. Este trabajo describe un modelo lineal generalizado (GLM) de un factor ajustado
con efectos fijos sobre el rendimiento de acido nucleico (ng/ul) y la pureza (Azso/Azso y
Az60/A230), para cinco métodos de extraccion de ADN utilizando tarjetas FTA con sangre de
cabra (Capra aegagrus hircus). Se ensayaron dos métodos comerciales basados en columnas
de silice (Invitrogen y Macherey Nagel; MN), método resina quelante (Chelex), método
CTAB y el método de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (PCI). Adicionalmente, para MN,
se evalud una etapa de incubacion con tampon PBS (Phosphate Buffered Saline) en alta
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temperatura previa a la lisis y una etapa de purificacion posterior a la extraccion utilizando
un modelo de efecto fijo de dos factores con interaccion. Las concentraciones de ADN y las
proporciones de pureza fueron variables; la concentracion mas alta se obtuvo con el kit MN
(170.45 ng/ul), pero con deficiencias en la pureza (0.32 de A260/A230, 0.34 de A260/A280).
A pesar de esto, todos los métodos de extraccion generaron productos PCR con cebadores
especificos D-loop (ADNmt). El efecto combinado de las etapas de pre-incubacién y post-
purificacion arrojo valores de pureza satisfactorios (1.89 para Aze0/A20 y 1.65 para
Az60/A2g0), asi como relaciones de concentracién (476.78 ng/ul) con baja variabilidad. En
conclusion, la concentracion y pureza del ADN de muestras de sangre mejora
considerablemente cuando se usa un kit comercial en combinacién con incubacién previa a
la lisis y purificacion posterior a la extraccion. Estos acidos nucleicos se sugieren para uso
en potenciales aplicaciones moleculares a posteriori.
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La sangre es comunmente utilizada para estudios clinicos e investigaciones, al ser una fuente
importante de ADN genomico (ADNg) en su fraccion de globulos blancos®™. Para
aplicaciones en zootecnia y veterinaria se recolecta y almacena en tarjetas FTA (Whatman®
FTA® Cards), debido a la simplicidad en el transporte y almacenamiento de las muestras por
un tiempo prolongado® vy posteriormente empleada en una variedad de aplicaciones
gendmicas, tales como los marcadores moleculares y la secuenciacion de proxima
generacion®,

Existen diferentes técnicas de extraccion de ADN, con distintos resultados e implicaciones
relacionados a los costos, insumos Yy riesgos para el usuario. La extraccion de ADN mediante
kits comerciales a través de columnas de silice o de celulosa, suelen ser procedimientos
faciles de usar y de costos moderados (0.40 a 0.44 ddlares)®, requieren menos tiempo,
cantidad de reactivos y representan un menor riesgo para el operador, en comparacion con
los métodos tradicionales que utilizan sales (cloruro de sodio, sales de guanidina), resinas
(Chelex) y compuestos organicos (fenol, cloroformo). Los métodos tradicionales permiten la
extraccion de acidos nucleicos a un menor costo (0.27 dolares), sin embargo, suelen presentar
mayores tiempos de ejecucion, limitando la cantidad de muestras que se pueden procesar®®).
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La extraccion por medio de Fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (PCI) es un método
comunmente utilizado, basado en compuestos organicos. Este permite la obtencion de una
gran cantidad de ADNg", en tanto el fenol inactiva cualquier potencial nucleasa y remueve
proteinas contaminantes del ADN®), este proceso involucra numerosos pasos con sustancias
toxicas y corrosivas, e incubaciones prolongadas®. La resina Chelex, es un agente quelante
que purifica compuestos a través del intercambio de iones, involucra generalmente
procedimientos simples y répidos, no incluyen solventes organicos y no requiere
transferencias maltiples de tubo a tubo, sin embargo, reporta la obtencion de ADN en
cantidad y calidad reducida®. El método de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), ha sido
ampliamente utilizado para la extraccion de ADN en tejido vegetal, semillas®9, tejidos
animales®!, al igual que el método PCI usa quimicos peligrosos y requiere de numerosos
pasos que aumentan su tiempo de ejecucion, afectando su aplicabilidad a gran escala®*?,

Los principales pardmetros analizados después de una extraccion de acidos nucleicos son la
pureza, la concentracion y la integridad. La pureza y concentracion suelen ser evaluados
mediante espectrofotometria UV-VIS y fluorometria. El perfil de absorbancia medido por
espectrofotometria permite la deteccion de contaminantes como proteinas, sales y
polisacaridos. Por otra parte, la electroforesis en geles de agarosa es un método comun para
evaluar la integridad del ADN, ya sea del ADN directamente (llamativa banda de ADN de
alto peso molecular) o mediante la visualizaciéon de productos PCR a partir de los acidos
nucleicos extraidos®?),

El objetivo del presente estudio fue comparar cinco métodos de extraccion a partir de
muestras de sangre caprina mantenidas en FTA-cards, de acuerdo con la concentracion y la
pureza del ADN resultante. Ademas, en el método mas promisorio de extraccion, se evaluo
el efecto de una pre-incubacion con PBS antes de la lisis celular y la post-purificacion del
eluido con solventes organicos.

Se muestrearon 57 caprinos lecheros (Capra aegagrus hircus) ubicados en las Regiones
Central, Caribe, Norte, Chorotega y Pacifico Central de Costa Rica. La colecta de sangre se
llevo a cabo siguiendo el protocolo de Berumen et al*, colocando aproximadamente 200 pl
de sangre en una tarjeta Whatman FTA® (Flinders Technology Associates, UK). Las tarjetas
se almacenaron a temperatura ambiente (TA), en un lugar fresco (libre de humedad), a
oscuridad y dentro de bolsas herméticas de plastico.

Se utilizaron cinco métodos de extraccion: dos de ellos fueron kits comerciales PureLink™
(Invitrogen, USA) y NucleoSpin® Blood (Mackerey Nagel, Alemania); los cuales se llevaron
a cabo siguiendo el protocolo del fabricante. EI ADN fue resuspendido en 100 pl de agua
doble desionizada libre de nucleasas. El tercer método utilizado fue el de CTAB de Lodhi et
al, adaptado®®, el cuarto fue por medio de resina Chelex-100 (Bio Rad Laboratories, Inc,
USA) vy el dltimo método fue por medio de fenol/cloroformo/isoamil-alcohol (PCI). Se
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utilizé aproximadamente un cuarto del circulo de la tarjeta FTA en todas las extracciones
realizadas con los diferentes metodos. Adicionalmente, previo al tratamiento con el buffer de
lisis (propio de cada uno de los protocolos evaluados), se prob6 en todos los métodos de
extraccion el efecto de afiadir una incubacién adicional (pre-incubacién), con 200 ul de PBS,
Herrero et al'® durante 1 h a 42°C, realizando una agitacion por inversion cada 10 min. Una
vez finalizada la incubacion con PBS, se procedié con cada uno de los protocolos de
extraccion. Se utilizaron tres réplicas por individuo para un total de 174 repeticiones.

En la extraccion de ADN a partir de resina Chelex una vez finalizada la hora de incubacion
con PBS, se agreg0 500 pl de resina Chelex®-100 al 10 % y se incub6 a 70 °C con proteinasa
K (Thermo Scientific, USA), durante 1 h. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas
a 14,000 rpm a4 °C, se aisl6 un volumen aproximado de 70 pl de sobrenadante y se transfirio
a un tubo nuevo. Se precipit6 la muestra adicionando 70 pl de acetato de sodio (NaOAc) 3M
(Ambion, USA) y 180 pl de etanol al 96% (Sigma-Aldrich, Alemania) y se incub6 durante
20 min a -20 °C. Posteriormente, se centrifugd a 14,000 rpm durante 15 min. Se retird el
sobrenadante y se realizaron dos lavados al pellet resultante con 200 pl de etanol al 70%,
dejando secar completamente a 42 °C por 5 min empleando un concentrador Savant™ DNA
SpeedVac™ (Thermo Scientific, USA). Finalmente se agregaron 50 ul de buffer TE y se
incubd a 37 °C por 30 min para facilitar su resuspension.

En la extraccion de ADN a partir del método CTAB finalizada la incubacion con PBS, se
adicionaron 750 pl de buffer de lisis (20 mM Na-EDTA, Tris-HCI, pH 8.0 con HCI, 1.4 M
NaCl, 2.0% (m/v) PVPy 0.2% (v/v) beta-mercaptoetanol), 8 pl de proteinasa K (20 mg/ml)
(Thermo Scientific, USA) y se incubo a 70 °C durante 1 h. Posteriormente se agregaron 750
pl de cloroformo:octanol (24:1) mezclando por inversion. Se centrifugo a 13,000 rpm por 5
min a TA y se transfirié 300 pl de sobrenadante a un tubo nuevo, adicionando un volumen
de isopropanol frio (-20 °C). Se realiz6 una incubacion a -20 °C durante 20 min y se
centrifug6 a 13,000 rpm a 4 °C durante 10 min. Se descart6 el sobrenadante y se secé la
muestra completamente a 42 °C por 5 min con el uso de un concentrador SpeedVac (Thermo
Scientific, USA). El boton se resuspendio en 50 ul de buffer TE y se incubé a 37 °C por 30
min.

En la extraccion de ADN con PCI®?, posterior a la incubacion con PBS, se realizd una
incubacion a 70 °C con 600 ul de buffer STES (0.5 M NacCl, 0.2 M Tris-Hcl, 0.01 M EDTA
y 0.1% SDS) y 8 ul de proteinasa K (20 mg/ml). Posteriormente, se adicionaron 600 ul de
PCI (fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1) y se centrifugé a 10,000 rpm durante 10
min a TA. Posteriormente, se aislé la fase superior (acuosa) y se agregé una mezcla
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) (USB Corporation, USA) en una proporcion 1:1. Los
tubos se centrifugaron a 10,000 rpm durante 1 min, la fase superior se aislo y se agregaron
100 ul de NaOAc 3M (pH 5.2) y 750 ul de etanol absoluto (Sigma-Aldrich, Alemania). Se
incubd 20 min a -20 °C y se centrifugd a 14,000 rpm durante 10 min a 4 °C para recuperar
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los acidos nucleicos. Se elimino el sobrenadante y el boton de ADN precipitado, se lavo con
500 pl de etanol al 70%, luego se centrifugaron a 18,000 rpm durante 2 mina TA'y se removio
el sobrenadante por decantacion. El botdn se sec6 completamente a 42 °C por 5 min en un
blogue térmico. Una vez que el alcohol se evaporo, se resuspendio el ADN con 100 ul de
agua doble desionizada libre de nucleasas y se incubd a 37 °C por 30 min.

Todas las muestras de ADN gendémico extraido fueron evaluadas mediante movilizacion
electroforética en geles de agarosa al 1% (buffer TBE 0.5%), a 80 V, 400 mA por 45 min. La
pureza (coeficientes Azeo/Az2s0 Y A260/A230) Y la concentracion de las muestras se obtuvieron
mediante espectrofotometria de microvolimenes UV-visible NanoDrop 2000™ (Thermo
Scientific, USA).

Una vez realizadas todas las extracciones, se selecciond el método que arrojé las mayores
cantidades de ADN recuperado (ng/ul), y se le realizé una purificacion adicional mediante
fenol-cloroformo™” con un volumen inicial de 100 pl. Se agregaron 50 pl de fenol (pH 8.0)
y 50 pl de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) (USB Corporation, USA). Se centrifugo a
12,000 rpm por 15 min a TA. Se tom0 la fase acuosa y se transfiri6 a otro tubo. Se agregd
1/10 de volumen de NaOAc 3M (pH 5.2) (Ambion, USA) y 2.5 volumenes de etanol absoluto
frio (Sigma-Aldrich, Alemania) y se mezclo por inversion. Se incubd a -20 °C por 20 min 'y
se centrifugd durante 10 min a 12,000 rpm. Se elimind el sobrenadante y se resuspendio en
70 pl con agua doble desionizada libre de nucleasas.

Se evaluod la integridad del ADN total y el posible efecto de inhibicién por contaminantes
traza del método de extraccion por medio de una PCR tiempo final (volumen final: 20 ul),
por triplicado y compuesta por 1X de PCR Master Mix (Thermo Scientific, USA), 0.8 uM
de cada cebador y 1 ul ADN total (pero no con concentraciones equivalentes). La seleccion
de las muestras fue aleatoria. Se amplifico la region D-loop del ADN mitocondrial (ADNmt)
caprino utilizando los cebadores DAF (5"TTCTTCAGGGCCATCTCATC3") y DGR
(3’ GCGGATGCATGGTGAAATS")!8) sintetizados por MACROGEN (Corea). La PCR fue
realizada bajo las siguientes condiciones de ciclado: 94 °C por 3 min (desnaturalizacion
inicial), 35 ciclos de: 94 °C por 30 seg (desnaturalizacion), 55 °C por 30 seg (alineamiento),
72 °C por 45 seg (extension) y finalmente 72 °C por 10 min como extension final. Los
productos de PCR se resolvieron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (TBE 1X), 80
V, 400 mA durante 60 min en solucién tampon TBE 1X (pH 8.0, Invitrogen, USA).

El analisis estadistico fue realizado en PROC GLM de SAS. Se ajusté un modelo de efecto
fijo de una via para la comparacién de los cinco métodos y un modelo de efecto fijo de dos
vias con interaccién para la evaluacion de la incubacion y la purificacion mediante una
prueba de Levene, buscando evidencia de homogeneidad de varianza. Se realizaron las
pruebas de comparaciones multiples entre los tratamientos empleando el procedimiento de
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Tukey. En todos los casos se consideraron significativos los valores del estadistico asociado
con 0<0.05.

Los resultados obtenidos en este estudio arrojaron que los cinco protocolos de extraccion
realizados (Invitrogen, MN, Chelex, CTAB y PCI) difirieron en pureza (Azso/A230 Y
Azs0/A2s0) y cantidad del ADN (ng/ul). Al evaluar la concentracién mediante la absorbancia
a 260 nm, las mayores concentraciones y medida de dispersidn se obtuvieron con los métodos
MN (170.45 ng/ul = 74.82) e Invitrogen (29.70 ng/pl = 25.31). En cuanto a los protocolos
con solventes organicos, el CTAB mostro los mejores valores de rendimiento de ADN
extraido, seguido por Chelex y por dltimo el de PCI (10.35 ng/ul, 2.96 ng/ul y 2.23 ng/pul,
respectivamente) (Cuadro 1).

Cuadro 1: Medicion de razones Azso/A230, A260/A2s0 ¥ cuantificacion de ADN (ng/pl)
obtenido por espectrofotometria Nanodrop de muestras sanguineas de cabras sometidas a
cinco métodos de aislamiento de acidos nucleicos

Az60/A230 Aze0/Azgo ADN (ng/ul)
Método n Media DE Media DE Media DE
Invitrogen 9 0.38% 0.09 0.45% 0.22 29.70P 25.31
CTAB 10 0.14° 0.02 0.742 0.09 10.35° 8.30
PCI 17 0.372 0.22 1.23° 0.53 2.23¢ 1.39
Chelex 10 0.262 0.15 1.17¢ 0.69 2.96° 2.04
MN 36 0.322 0.02 0.342 0.02 170.452 74.82

n= ndmero de muestras analizadas; DE= desviacion estdndar; CTAB= bromuro de hexadeciltrimetilamonio;
PCI= fenol-cloroformo-alcohol isoamilico; MN= Mackerey Nagel.
abcde | etras diferentes corresponden a diferencias significativas (a<0.05). Las letras diferentes por columna
corresponden a diferencias significativas con a<0.05.

Con respecto a la contaminacion debida a proteinas (Azeo/Azs0), N0 se encontraron diferencias
significativas entre los métodos comerciales, mientras que en los protocolos de solventes
organicos se detectaron diferencias estadisticas entre los tres, siendo PCI el que mejor
rendimiento mostré seguido de Chelex y CTAB (1.23, 1.17 y 0.74), respectivamente. Los
valores de pureza asociados a los coeficientes de Azso/Az2s0 Se encontraron por debajo de 1.8
en todas las extracciones, siendo los métodos comerciales los que mostraron valores mas
bajos MN (0.34) e Invitrogen (0.45). Ademas, todas las razones Azeo/A230 mostraron valores
muy inferiores a 1.5. Sin embargo, los valores mas bajos de Azso/A230 correspondieron a los
ADN extraidos mediante CTAB (0.14), seguido del método Chelex (0.26) (Cuadro 1). A
pesar de ello, la concentracion de ADN vy los coeficientes de pureza no afectaron la obtencion
de amplificaciones parciales de la region D-loop a partir de una PCR (294 pb, accesiones
genbank: MW514310 y MW514311), ya que se generaron amplicones para todas las
muestras analizadas, independientemente del método de extraccién utilizado (Figura 1).
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Figura 1: Amplificacion parcial del gen D-loop mitocondrial por medio de PCR de los
cinco diferentes métodos de extraccion de ADN a partir de sangre de Capra aegagrus
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Carriles 1y 11: marcador de tamafio molecular (1Kb Thermo Fisher Scientific). 2-4: amplificaciones de
muestras extraidas por método PCI. 5-7: método Chellex. 8-10: método CTAB 12-14: método MN. 15-17:
método Invitrogen. 18: control negativo (mezcla de reaccion sin ADN).

Con base en el rendimiento promisorio de la concentracion de ADN obtenida por el método
MN, y la ejecucion de pasos adicionales como supuesto de una mejoria en rendimiento y
calidad de los acidos nucleicos, se observo que la incubacion-purificacion aumento
significativamente la concentracion de ADN (476.78 ng/ul), asi como la pureza de las
extracciones realizadas (Cuadro 2, Figura 2). La magnitud de la diferencia entre las medias
de la concentracion de los &cidos nucleicos, a partir del método sin modificacion (170.45
ng/ul) respecto a incubacion-purificacion fue de 306.33 ng/ul, mientras que cuando
unicamente se purificd, el incremento fue de 80.63 ng/pl, y finalmente de 10.53 ng/pl cuando
solo se incubd. Por otro lado, la pureza reflejada en los coeficientes Az60/A230 Y Az60/A2s0
para el método MN presentd una mejora (1.89 y 1.65, respectivamente) en cuanto a los
valores obtenidos de no incubacion — no purificacion (0.32 y 0.34, respectivamente).
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Cuadro 2: Efecto de la preincubacion con PBS previo a la lisis celular y post-purificacion
del eluido con fenol:cloroformo en la extraccion ADN con el método MN a partir de sangre
contenida en tarjetas FTA

A0/ A23o Aol A2go ADN (ng/ul)
n Media DE Media DE  Media DE
Incubacion-Purificacion 36  1.892 021 1.65* 020 476.78% 164.37

Incubacion 36 0.33° 0.03 0.35° 0.03 180.98" 62.40
Purificacion 36 2.02° 0.16 1.66* 0.13 251.08° 126.47
No Incubacion-No 36 0.32¢ 0.02 0.34° 002 170.45% 7482

Purificacion

n= ndmero de muestras analizadas; DE= desviacion estandar.
abede | as |etras diferentes corresponden a diferencias significativas (a<0.05).

Figura 2: Distribucidon de las concentraciones de acidos nucleicos (ng/ul) de acuerdo con
las modificaciones realizadas al protocolo MN

800 -
600 1
) 2
o
5 nn
= 400
2 °
L 2
200 4 EE
0 - ®
Incb Incb-Purf No(incb-Purf) Purf

Inch= solo incubacidn; Incb-Purf= incubacion y purificacion combinadas como modificaciones en el método;
No(Inch-Purf)= sin incubacion y sin purificacion; Purf= solo purificacidn.
Lineas horizontales en las cajas representan la mediana, las lineas verticales representan los limites superior e
inferior, los rombos dentro de las cajas, la media y los circulos fuera de las cajas, representan valores atipicos
por debajo o por encima de la media.

Resultados preliminares en cuanto a la concentracion de ADN obtenido en los métodos sin
un paso de pre-incubacién de la tarjeta (2 a 170 ng/ul), podrian indicar que los glébulos
blancos retenidos en la tarjeta FTA no se liberaron del soporte sélido o no ocurrid la digestion
optima de la membrana celular. Por ello, la adicion de un paso de purificacion junto con un
paso pre-incubacion en el método MN, generé aumentos significativos en cuanto a los
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rendimientos de la extraccion en términos de concentracion y pureza. Por otro lado, otros
autores, al igual que en esta investigacion, reportaron poca variabilidad y desviaciones
pequefias en la concentracion del ADN al usar un kit comercial .

Los resultados de este trabajo mostraron que todas las extracciones realizadas presentaron
valores de pureza Azso/Azso por debajo de lo recomendado (1.8 a 2.0)?%. Sin embargo, a
pesar de estos valores no 6ptimos (proteinas residuales y contaminantes traza) obtenidos en
los cinco métodos de extraccion de ADN, no se observo inhibicién de las reacciones
enzimaticas por PCR. Aplicaciones moleculares mas sensibles tales como secuenciacion
Sanger, genotipado PCR-RFLP, microarreglos o NGS, podrian verse afectadas por la
presencia de sales, solventes organicos, EDTA, nucleasas y proteinas contaminantes que se
acarrean en los ADN aislados®®'?4). Los bajos valores obtenidos con el coeficiente Azso/A230
en muestras extraidas a partir de los Kits comerciales pudo deberse a compuestos con
absorcion a 230 nm actuando como contaminantes traza, los cuales incluyen sales caotropicas
como el tiocianato de guanidina®), EDTA, detergentes no iénicos como Triton™ X-100 y
Tween®, proteinas, aminoacidos®?®?®, fenol, polisacaridos y otras particulas solidas flotantes
como las fibras de silice. En el caso de la extraccion de ADN basado en protocolos con
solventes orgénicos (PCl y CTAB), valores de Azso/A230 por debajo de lo esperado pudo
deberse a factores como errores al separar la fase acuosa de la interfase o al acarreo de
contaminantes como fenol, cloroformo en los pasos sucesivos en la extraccion. En el caso de
las resinas de intercambio ionico (Chelex), los valores inferiores pudieron deberse a
contaminacion por proteinas®®).

Los resultados demuestran las limitaciones de extraer ADN a partir de tarjetas FTA que
retienen muestras de sangre de caprinos, para su uso en aplicaciones gendmicas posteriores.
Sin embargo, se obtuvieron resultados positivos en el aislamiento y purificacién del ADN
total utilizando el kit comercial NucleoSpin® Blood de Mackerey Nagel (MN) para analisis
moleculares en rumiantes menores, con la salvedad de la ejecucion de procedimientos
adicionales que aseguren la calidad y pureza de los acidos nucleicos para uso en técnicas con
requerimientos de alta concentracion e integridad del ADN.
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