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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion, se caracterizaron dos métodos para la extraccion del
ADN de intestino y hepatopancreas de camaron (Penaeus vannamei), se selecciond un kit
comercial de extraccion “PureLink ™ microbiome” y un método convencional modificado por
fenol cloroformo. Los dos métodos demostraron una efectividad y similitud en cuanto a sus
protocolos para la obtencion del ADN de intestino, mientras que, para el ADN de
hepatopancreas, se presentd complejidad con el kit comercial y una diferencia significativa
entre los protocolos, debido a la presencia de inhibidores en la muestra. Los promedios de las
concentraciones de ADN obtenidos fueron, por el método convencional modificado; para
intestino 518.96 ng/mL y para hepatopancreas 496.4 ng/mL y con el kit comercial los
promedios de las concentraciones de ADN fueron; para intestino 111.5 ng/mL y para
hepatopancreas 67.76 ng/mL. En cuanto a la pureza del ADN, se observé mayor entereza en
los resultados electroforéticos por parte del kit comercial, sin embargo, se concluy6 que el
método convencional modificado es mas aceptable y eficiente por los resultados presentes en
sus concentraciones de ADN y ademas, se podria alcanzar mayor pureza, incrementando

lavados con cloroformo o incorporando columnas de filtracion en el protocolo de extraccion.



XXii

ABSTRACT

In the present research study, two methods for DNA extraction from the intestine and
hepatopancreas of shrimp (Penaeus vannamei) were characterized, a commercial extraction kit
“PureLink ™ microbiome” and a conventional method modified by phenol chloroform were
selected. The two methods presented an effectiveness and similarity in terms of their protocols
for obtaining DNA from the intestine, while for hepatopancreas DNA complexity with the
commercial kit and a significant difference between the protocols, due to the presence of
inhibitors in the sample. The averages of the DNA concentrations obtained were, by the
modified conventional method; for intestine 518.96 ng/mL and for hepatopancreas 496.4
ng/mL and with the commercial kit the average of the DNA concentrations were; for the
intestine 111.5 ng/mL and for the hepatopéancreas 67.76 ng/mL. Regarding DNA purity, greater
integrity was observed in the electrophoretic results by the commercial kit, however, it was
concluded that the modified conventional method is more acceptable and efficient because of
the results present in its DNA concentrations and because, it could achieve greater purity,
increasing washes with chloroform or incorporating filtration columns in the extraction

protocol.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION



1.1 Introduccién

El camar6n blanco del Pacifico (Penaeus vannamei), es nativo de la costa oriental del
océano Pacifico desde el estado de Zamora México, hasta el noroeste del Pert (FAO, 2016).
La industria camaronera empieza en el Ecuador a finales de la década de los sesenta, la
explotacion inicia en pampas salinas o salitrales y por su rentabilidad, se extiende a tierras

agricolas y manglares.

En los ochenta, esta actividad crece un 600 %, posicionando al Ecuador a nivel mundial
entre los primeros exportadores de camaron (Penaeus vannamei), alcanzando gran importancia

economica en el pais hasta el momento (Machado, 2013).

Los estudios genéticos emergen siendo parte fundamental de la biotecnologia,
revolucionando los estudios de diversidad de especies y metagendmica, sin embargo, el
protocolo de aislamiento del acido nucleico es uno de los puntos mas criticos en este tipo de

investigaciones debido a la heterogeneidad de las muestras (Gonzalez, 2011).

Para eliminar estas interferencias se recurre al uso de kits de extraccion comerciales para la
obtencidn del ADN, en distintas especies de crustaceos se han utilizado kits basados en lisis
celular y precipitacion del ADN, no obstante, se sabe que el uso de kits puede interferir en la
interpretacion de los resultados (Carrigg, 2009). Esto lleva a la necesidad de evaluar nuevas

técnicas de extraccion de ADN que aseguren el éxito de los resultados para posteriores estudios.

La obtencion de ADN de buena calidad y en cantidad adecuada, es un aspecto fundamental
para el éxito de cualquier iniciativa que apunte a un estudio genético. La finalidad de este
estudio es evaluar dos métodos de extraccion de ADN, un kit de extraccion (PureLink TM)
frente a un método convencional modificado, y luego identificar entre los dos métodos cual es

mejor en términos de eficiencia y costos.



1.2 Antecedentes

La importancia del camarén blanco (Penaeus vannamei) radica en su demanda para
consumo humano a nivel mundial. Aunado a ello, la acuicultura de camardn se ha convertido
en una excelente actividad que garantiza y repercute econémica y socialmente en Ecuador. En
este sector, de acuerdo con datos proporcionados por la Camara Nacional de Acuacultura, se
registran 187 empresas, las cuales en la actualidad reportan alrededor de unas 210 000 hectareas
dedicadas al cultivo de camaron (Argandona, 2016). De acuerdo con Sotelo, (2019), los nuevos
estudios genéticos hasta el momento han contribuido a la identificacion de novedosos
componentes de la respuesta innata e inmune del camardn. De igual manera se buscan
soluciones para la acuicultura ecuatoriana, segin Hendrix Genetics, en sociedad con Nutreco
y Ecuacultivos, se invertira en Ecuador para establecer un laboratorio de camarones de Gltima
generacién y se centrard en proporcionar tecnologia genética para reproduccion avanzada.
Antonio Camposano, presidente de la Camara Nacional de Acuacultura, informo que para la
industria camaronera es una excelente noticia, ya que, esta actividad de inversion beneficiara

en la competitividad de la produccién. (CNA, 2018).

1.3 Problema de Investigacion

El camardn blanco del Pacifico es el producto de mayor exportacion en el Ecuador segun la
Camara Nacional de Acuacultura, encontrar un protocolo estandarizado de aislamiento de
acido nucleico de camarén blanco (Penaeus vannamei) que sea econdmico y eficiente, es el
reto de mas dificultad en este estudio, debido a la heterogeneidad de las muestras en intestino
y hepatopancreas del crustaceo, por unlado el método convencional para la extraccion de ADN
es un método econdémico a comparacion del kit de extraccion (PureLink TM), sin embargo, la
eficiencia del kit de extraccion es mayor, principalmente por ser un método que se realiza en

menor tiempo acortando la duracion del estudio.



1.4 Formulacién del problema o pregunta de investigacion

¢Para qué se evalla el método convencional modificado de extraccion de ADN gendmico

en camarén frente al Kit de extraccion PureLink TM?

1.5 Objetivos

General:

e Caracterizar dos tipos de métodos de extraccion de ADN en camarén (Penaeus
vannamei) mediante el analisis de resultados entre PureLink TM y método

convencional modificado, para uso en metagenomica.
Especificos:

e Realizar toma de muestras de diferentes sitios del sur del Ecuador, efectuando visitas a
camaroneras obteniendo variabilidad en la extraccion de material genético, mediante
los diferentes métodos.

e Confrontar los dos métodos de extraccién de ADN en hepatopancreas e intestino de
camaron blanco (Penaeus vannamei), obteniendo resultados en muestras de los
diferentes sitios, determinando el método que aporte con una excelente calidad, asi
como cantidad de ADN.

e Comparar mediante un analisis estadistico cual de los dos métodos es el mejor en

obtencién ADN para su posterior uso en matagenomica.
1.6 Hipdtesis

El método convencional modificado para extraccion de ADN genomico de camardn, podra

sustituir al Kit de extraccion PureLink TM en términos de eficiencia y costos.



1.7 Justificacién

Segun Andriantahina, (2013), el camar6n blanco (Penaeus vannamei) contribuye al 95% de
la produccion de cultivo a lo largo del mundo, lo cual ha incrementado el interés en los estudios
geneéticos referentes a esta especie. Obtener un ADN de buena calidad y cantidad es el principal
objetivo para cualquier estudio genético, se puede obtener mediante métodos convencionales
gue son largos pero econdmicos o con kits de extraccion que por otro lado son mas costosos,
segun cotizaciones realizadas por un comercializador de reactivos y equipos para biotecnologia
un kit de extraccion PureLink TM para cincuenta muestras tiene un costo cercano a los 400
ddlares y ademas puede presentar dificultades por la heterogeneidad de las muestras (Than,
2016). Para eliminar estas complicaciones se busca nuevos métodos convencionales

modificados que sean simples, reproducibles, y econémicos.

1.8 Limitaciones

La presente investigacion se lleva a cabo en los Laboratorios de Ciencias de la Vida de la
Universidad Politécnica Salesiana sede Cuenca y en diferentes camaroneras del sur del
Ecuador, ubicadas en las provincias de Santa Elena y El Oro, durante el lapso de seis meses.
Debido a esto los limitantes seran: el tiempo de vida del camardn fuera de las piscinas de
cultivo, traslados a diferentes camaroneras, permisos de acceso a las camaroneras, costos de
reactivos de transporte para las muestras y ademas se toma en consideracién el clima en las

distintas provincias.



CAPITULO 2

FUNDAMENTOS TEORICOS



2.1 Estado del arte

En estudios genéticos es necesario contar con protocolos de extraccion de ADN que sean
eficaces, reproducibles y econdmicos, para especies especificas como los crustaceos, es por
ello que se han empezado a adecuar protocolos de extraccion de ADN ya existentes. Es el caso
de la extraccion de ADN para el langostino (Macrobrachium carcinus), en donde se adecud la
metodologia de extraccion de ADN bacteriano de suelos y sedimentos de (Rojas et al., 2008),
metodologia que comprende la lisis enzimatica, fisica, mecanica y quimica. Luego de una serie
de ensayos Gonzales de la Cruz y colaboradores (2011), suprimié la lisis enzimatica, también
recalco que el éxito de la extraccidn se debid a la preparacion de las muestras, principalmente
en el hepatopancreas, en donde es necesario eliminar la fase grasa. La calidad de ADN se
verifico con electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante. A su vez con finalidad de
establecer la metodologia éptima para extraer el ADN del cangrejo azul (Cardisoma crassum),
se analizaron tres protocolos diferentes, el Kit ENZA tissue DNA, Xiao o Fenol Cloroformo y
Salino, seguido de analisis cualitativos (electroforesis en gel de agarosa) y cuantitativos en
concentracion y pureza (Nanodrop 2000). Las concentraciones obtenidas fueron sometidas a
un analisis estadistico dando como resultado, una similitud significativa entre dos métodos; el
kit comercial ENZA y el metodo con fenol cloroformo. En cuanto a concentracion de ADN y

a absorbancia se encontr6 similitud entre el Kit ENZA y el método Salino (Rodriguez, 2017).

Otros de los aspectos fundamentales para escoger un protocolo viable de extraccidn es que
sean simples y no contaminantes, en el trabajo de comparacion de protocolos de extraccion de
ADN con muestras de aleta y larvas de peces de (Lopera-Barrero et al., 2008), se compar6 un
protocolo modificado de extraccion con sal comin (NaCl) y un protocolo modificado con fenol
cloroformo, dando como resultado ADN de buena calidad (relacion DNA/RNA 1.8-2.2),
mostrando la misma efectividad, el protocolo modificado con sal comln constituye una

alternativa y un remplazo eficaz para el protocolo modificado con fenol cloroformo.



2.2 Bases teoricas

2.2.1 Industria pesquera

La industria pesquera engloba al conjunto de actividades econdmicas que se dedican a la
captura, extraccion y la recoleccion de diferentes organismos acuaticos, entre los mas

importantes y explotados: peces, crustaceos y moluscos (Plaza & Nufez, 2016).

En la pesca se utilizan dos tipos de artes, el directo o artesanal que son realizados por
pescadores individuales o de manera grupal, realizando su actividad en embarcaciones
limitadas, por otro lado, el procesamiento industrial en el que sus embarcaciones son de gran
tamafio que incluyen refrigeracion y usualmente pertenecen a compafias reconocidas, las
mismas que pueden ser procesadoras de alimentos, debido a su amplio nimero de especies
(atunes, pelagicos, anchoveta, pargo, corvina, camaron, etc.) que son capturadas (Plaza &

Nufez, 2016).

El cultivo de organismos acuaticos o acuicultura se da potencialmente en zonas costeras,
implica intervencion de operarios en el proceso de cria y asi aumentar la produccion. Es de los
sectores mas importantes de la produccion alimentaria mundial, constituye una relevante fuente
de empleo e ingresos por la produccion de proteina que es sustento para gran parte de la

poblacion mundial (FAO, 2017).

Los recursos acuaticos que son capturados son recursos de acceso abierto, a diferencia de la
acuicultura como tal que cuenta con los derechos de exportacién. La pesca es una actividad
productiva muy antigua, actividad que fue recurrida por la poblacién en general con la Unica
finalidad de obtener alimentos. Actualmente las producciones de alimentos con origen acuatico
se han visto en ascendencia, por ello el cultivo en ambientes controlados de gran cantidad de

especies (Plaza & Nufez, 2016).



Segln la FAO, en Ecuador se cuenta con un aproximado de mil kilometros de costas y
derechos de los espacios maritimos que nos lleva a 1.3 millones de km? de mar que esta
ubicado frente a las costas continentales y alrededor de las islas Galapagos. Se registra un
crecimiento anual de la produccién pesquera de 1.4%, hasta el 2014 alcanzando 93.4 millones

de toneladas métricas (TM).
2.2.2 Acuicultura en Ecuador

El origen de la acuicultura en el Ecuador empieza alrededor del afio 1932, cuando en la
Sierra ecuatoriana se introduce la trucha (Salmo gairdneri) para aumentar la poblacién de
lagos, lagunas y rios. En los ultimos afios, esta actividad ha recibido un impacto relevante, se
han dictado Decretos, Acuerdos y Resoluciones con fines de salvaguardar y armonizar los
intereses del sector pesquero, entre los que se encuentra, EI Reglamento para la Cria y Cultivo

de Especies Bio acuéticas (Galvez, 2018).

En la actualidad la produccion de camardn P. vannamei se considera como un destacado
producto, debido a sus importantes caracteristicas que tiene en su proceso de siembra,
crecimiento y cosecha. Influyen mucho, los climas y ubicacion geografica que estan
relacionados con el crecimiento, calidad y trazabilidad del mismo. Es esta la razon por la que
el Ecuador obtiene el segundo lugar a nivel mundial como productor y exportador del camaron

P. vannamei (Plaza & Nufez, 2016).

El camardn es un producto de alto valor que se produce principalmente en Asia y América
Latina, fundamentalmente para su exportacion (FAO, 2017). Es importante el proceso que ha
tenido el sector camaronero, gque se inicio como un sistema de produccién. Sin embargo, se
estima una pérdida del 25% de la produccion de camardén blanco (Penaeus vannamei), debido
al sindrome de muerte temprana, esta enfermedad afecté a todos los paises de produccién

incluido Ecuador (Argandona, 2016).
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En esta industria existen dos categorias que son; la produccion y la exportacion, segun la
Camara Nacional de Acuacultura se registran 187 empresas que se dedican a las categorias
antes mencionadas, teniendo 210 000 hectareas que se dedican a la industria del camaron, la

mayor parte de estas se encuentran en la provincia del Guayas (Argandona, 2016).
2.3 El camardn blanco (Penaeus vannamei)

Es una especie de camaron de la familia Penaeidae, se caracteriza por poseer un caparazon
delgado y liso, también, segmentos abdominales con dientes, surcos y muescas dorsales
(Fischer et al., 1995). Tiene un rostro con nueve dientes superiores y dos inferiores al diente
epigastrico. Una carina corta y surco también, terminados a nivel epigastrico y el caparazonsin
carina en el resto dorsal. EI macho tiene un 6rgano genital sin proyecciones distales en forma
de elipse, y la hembra un érgano genital abierto, sin placas ni receptaculo seminal, ver figura 1

(Herrnkind & Lipcius, 2013).

El tracto digestivo del camaron P. vannamei, estd compuesto por un intestino proximal,
donde se encuentra el estdbmago y ocurre la masticacion, el intestino medio o hepatopancreas
secreta enzimas digestivas y absorbe nutrientes, realiza metabolismo de lipidos y carbohidratos.
Por ultimo, el intestino distal, conformado por una estructura tubular, empezando en la parte

dorsal del camardn y terminando en el ano, ver figura 2 (NRC, 2011).

El estbmago de P. vannamei representa una actividad enzimatica proveniente del
hepatopancreas o de otras fuentes, haciendo que el proceso digestivo se realice antes de que el
alimento llegue al intestino. Durante este proceso los camarones poseen la capacidad de
hidrolizar una gran variedad de oligosacaridos y polisacaridos (NRC, 2011). El tamafio de los
camarones influye directamente en la actividad enzimatica llevada a cabo por el
hepatopancreas que es la fuente principal de proteina en su dieta y asi el nivel de proteina esta

directamente vinculada con el crecimiento del camaron (Carrillo & Gonzalez, 2000).
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Se conoce que las bacterias del tracto digestivo presentan una relacion con el desarrollo en
el crecimiento del hospedero (Nayak, 2010). El crecimiento y funcionamiento fisioldgico y
bioldgico del camardn esta determinado por la presencia de bacterias en su tracto digestivo. Se
pueden intuir sus funciones pero la mayoria de estas estdn pocamente exploradas y no

demostradas (Garibay et al., 2020).

La microbiota, la cual es compuesta por microorganismos asociados a animales y vegetales,
es indispensable en el ciclo bioldgico del P. vannamei (Bordenstein & Theis, 2015). Las
bacterias presentes en el tracto digestivo se asocian con procesos fisioldgicos de fundamental
importancia (Sommer & Béckhed, 2013). Para el camaron P. vannamei estudios recientes han
encontrado taxones vinculados con ambientes terrestres y marinos (Rungrassamee et al., 2014).
Lo que lleva a creer que la microbiota de la familia de los peneidos de igual manera esta

estrechamente ligada a su tracto digestivo y funciones bioldgicas (Garibay et al., 2020).

Las bacterias presentes en el intestino de camaron se identificaron mediante caracteristicas
fenotipicas, que se encontraron en medios de cultivo, como por ejemplo, morfologia, desarrollo

y también respuestas metabdlicas y bioquimicas (Bou et al., 2011).
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Figura 1 Esquema de un camardn en vista lateral. Fuente: (Ardila, Navas, & Reyes, 2002)
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Figura 2 Anatomia de camaron P. vannamei, resaltando el tracto digestivo; estomago, hepatopancreas e
intestino. Fuente: (Bondaet al., 2001).

2.3.1 Clasificacién taxondémica

La siguiente tabla muestra la clasificacion taxonomica del camaron blanco del Pacifico

(Penaeus vannamei).

Tabla 1 Clasificacion taxondmica del camaron blanco (Penaeus vannamei)

Orden Decapoda - Latreille, 1803

Familia Penaeidae — Rafinesque — Schmaltz, 1815

Especie Penaeus vannamei (Boone, 1931)
Nombre comin Camarén patiblanco del Pacifico

Fuente: (Ardilaet al., 2002).
2.3.2 Ciclo de vida

La vida del camar6on P. vannamei comienza cuando el macho deposita en la hembra un
paquete de esperma, los huevos se maduran y pasan por varios estadios larvales. Empieza con
nauplio, seguido de zoea y mysis, hasta alcanzar el estadio de post larva, ver imagen 3. Después
de varias mudas se transforman en adultos donde su crecimiento es mas rapido. Los machos
por naturaleza se desarrollan antes que las hembras, la hembra espera la muda para realizar el
apareamiento y con el carapacho o exoesqueleto blando, mientras que el macho debe tener su

exoesqueleto duro. EI nimero de desove fluctda entre los 200 000 y 500 000 (Morales, 1990).
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Figura 3 Ciclo bioldgico del camaron P. vannamei. Fuente: (Lopez, 2010).

2.3.3 Estadios larvarios

Después de la fertilizacion, el huevo dura entre catorce a dieciséis horas para eclosionar, el
siguiente estadio larvario se llama nauplio, en donde existen cinco sub estadios naupliares que
duran entre cuarenta y cincuenta horas (Morales, 1990), con forma periforme, furca caudal,
antena, anténula y mandibula, a lo largo que va creciendo presenta variaciones en la antena y

la furca caudal con el agregado de espinas (Fenucci, 2016).

Figura 4 a. Nauplio en sub estadio 1. b. Nauplio en sub estadio V. Se puede observar los cambios
producidos en el primer estadio larvario. Fuente: (Fenucci, 2016).
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El estadio zoea es la primera muda que realiza el camaron, la cual se caracteriza por la
diferenciaciéon del cefalotérax con el abdomen y comienza a nadar hacia adelante. Se
encuentran tres subestadios de protozoea (Cahuana, 2014); protozoea I, tiene caparazon sin
espinas, abdomen no segmentado, telson bilobulado, ojo naupliar presente, protozoea I,
caparazon con espina rostral, 0jos compuestos y el tercer sub estadio, protozoea lIll, tiene el

caparazon con espina rostral, ojos compuestos pedunculados, ver imagen 5 (Fenucci, 2016).

Figura 5 c. Protozoeal, d. Protozoea Il, e. Protozoealll. Se observan los cambios presentes en los tres sub
estadios de zoea. Fuente: (Fenucci, 1988).

El tercer estadio larvario del camaron P. vannamei, es mysis, los primeros cambios
observables son el cuerpo encorvado en la regién abdominal y nado mediante contracciones
abdominales, en esta etapa se adaptan mas facilmente a cambios externos en el ambiente como
la temperatura del agua y la salinidad (Ordofiez, 2017). Tiene tres sub estadios; mysis I, en
donde el cuerpo ya se parece a un camaron, pereiopodos bien desarrollados y funcionales del
primero al tercero con quela rudimentaria, pleon sin pleépodos, mysis I, sus pereiépodos del
primero al tercero con quelas desarrolladas, pledpodos mas desarrollados y bien articulados y
mysis Ill, sus antenas con flagelos que sobrepasan o alcanza la escama, ple6podos mas

desarrollados y articulados, ver imagen 6 (Fenucci, 2016).
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Figura 6 a. Mysis I, b. Mysis Il, ¢. Mysis Ill. Se observan los cambios presentsen estos tres sub estadios de
Mysis. Fuente: (Fenucci, 2016).

Luego de mysis, sigue el estadio de post larva, ver imagen 7, su rostro se vuelve mas ancho
y largo. La anténula va a presentar tres artejos basales y dos flagelos segmentados con cuatro
sedas terminales. Los pledpodos sufren cambios significativos y presentan diez patas nadadoras
articuladas. El primer par de pledpodos casi no se ven y tienen funcion secundaria sexual, el
telson con forma rectangular y los urépodos se desarrollan completamente en forma de una
aleta caudal. El caparazdn se ajusta totalmente al cefalotérax y muestra una espina hepética

bien definida (Cahuana, 2014).

Figura 7 d. Esquema lateral del estadio de Post larva del camaron P. vannamei. Fuente: (Fenucci, 2016).
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2.3.4 Alimentacion y comportamiento

La siguiente tabla muestra los diferentes estadios larvales del camarén P. vannamei, con su

respectiva forma alimentacion y comportamiento.

Tabla 2 Alimentacion y comportamiento de los estadios del camarén P. vannamei.

Estadio Alimentacion Comportamiento

principal

Huevo Flota, tiene tendencia a depositarse en el
fondo.

Nauplio Sus propias reservas Locomocion por antenas y son planctonicas.

Protozoea Fitoplancton Planctonicas, natacion por  apéndices
cefalicos.

Mysis Zooplancton Planctonicas, natacion por apéndices del
torax.

Post larva Zooplancton Los primeros estadios son plancténicos,

luego de habitos bentdnicos, natacion por

pledpodos.

Fuente: (Fenucci, 2016).

2.3.5 Ecologia

Es una especie caracteristica de los fondos lodosos, entre 5 y 72 metros de profundidad
(Herrnkind & Lipcius, 2013), lodos constituidos por porciones de arena, limo y arcilla, esta
especie tiende a enterrarse (Fenucci, 2016). Los adultos se encuentran en ambientes netamente
marinos, mientras que la cria y levante se desarrollan en los estuarios y lagunas salobres hasta

alcanzar la fase adulta (Moreno, 2007).
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2.3.6 Requerimientos ambientales

Segun menciona Kumlu et al., (2000), los factores abidticos mas relevantes que influyen en
la supervivencia del camarén P. vannamei son, la temperatura y la salinidad, debido a que la
variacion de estos parametros los llevan a estresarse y afectan su capacidad de adaptarse a

cambios ambientales en su estadio post larvario (Ordofiez, 2017).

Por lo general cada estadio conlleva un rango optimo de temperatura y salinidad para su
desarrollo normal. Las larvas se desarrollan en temperaturas entre veinticinco y treinta grados
Celsius (°C), con salinidades entre veintiocho y treintaicinco partes por tonelada (ppt). En
cuanto a post larvas se observa una tolerancia en los cambios de estas variables. Segun Bray &
Lawrence (1994), los juveniles y adultos que se encuentran en estuarios, manglares y lagunas,

son los que mejor se adaptan y soportan las condiciones abidticas.

La concentracion de oxigeno disuelto —OD- en el agua es vital, se ha comprobado que
produce alta mortalidad cuando supera las dos partes por millon (ppm), y cuando la
concentracion del oxigeno disuelto disminuye provoca enterramiento. Este parametro varia
segun la temperatura y el peso del camardn, se ha registrado que para animales entre tres
gramos Yy dieciséis gramos, a una temperatura de veintitrés grados Celsius varia entre 135y 77

cc/kg/hora, mostrando un mayor consumo en los animales de mayor peso (Egusa, 1990).

Para el potencial de hidrégeno, pH, segin la FAO (2006), la concentracion Gptima se
encuentra entre 7 y 8.5. El aumento o la disminucién de este factor puede producir dafios y
efectos letales para el camardn P. vannamei. La concentracion de amonio al igual que el pH es
un paradmetro interviniente dentro de los requerimientos ambientales del ciclo bioldgico de esta
especie, los valores de amonio aumentan segin la carga bacteriana o el exceso de materia
organica, en post larvas este valor no debe ser mayor a 2 miligramos sobre litro (Ordofiez,

2017).
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2.3.7 Distribucion geogréfica

Se distribuye a lo largo de toda la costa americana del océano Pacifico, desde el golfo de
California, hasta el Ecuador (Herrnkind & Lipcius, 2013), en aguas cuya temperatura es
normalmente superior a veinte grados Celcius (°C), durante todo el afio. ElI camarén P.

vannamei se encuentra en ambientes tropicales.

Golfo de

Mar Caribe

Colombia

Figura 8 Mapa obtenido de Google Earth, muestra la distribucion del camardn P. vannamei a lo largo del
océano Pacifico.

2.4 Etapas para el cultivo de camaroén

Para el cultivo de camardn se debe seguir un proceso arduo, desde la obra de mano hasta la
tecnologia utilizada. Hay cinco puntos claves para una buena produccion, que se presenta a

continuacion.

2.4.1 Cultivo de larvas

La produccién de larvas se puede dar en diferentes sistemas, un sistema especializado con
controles ambientales y coordinados, o pequefios no sofisticados. Los estanques se construyen
con concreto, fibra de vidrio o recubiertos con materiales plasticos. Las larvas se crian hasta
PL 10 o 12 (Briggs & Phillips, 2004). La alimentacion en esta fase se basa en la combinacion
de algas monoespecificas, artemia y alimento artificial. EI técnico decide la dosis segun su

criterio y experiencia para gque la larva tenga una dieta completa y balanceada (Calderdn, 1993).
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2.4.2 Sistemas de cultivo

Se pueden clasificar en cuatro; extensivo, semi intensivo, intensivo y siper intensivo. En
Ecuador la produccion camaronera es semi intensiva, para pequefios y grandes productores,

este tipo de sistema no genera un gran impacto al ambiente (Arevalo Talledo, 2014).

Los estanques de cultivo semi intensivos miden de una a cinco hectareas de largo y uno o
dos metros de alto, se siembran semillas que son producidas en incubadoras, el camarén se

alimenta de productos naturales de dos a cuatro veces al dia (FAO, 2006).

2.4.3 Siembra del estanque

El éxito del cultivo se basa en la siembra y para esto se deben realizar monitoreos
consecutivos al estanque, verificar parametros fisico quimicos y bioldgicos para asegurar que
el agua este aceptable para recibir a las post larvas, también, se suele realizar tratamientos al
agua del estanque con fertilizaciones, aplicaciones de melaza y con pro biéticos (Cuéllar et al.,

2010).

Se siembran de diez a treinta post larvas por metro cuadrado (FAO, 2006). Para determinar
la densidad de siembra se consideran la talla y la edad proyectada para cosechar, la calidad del

agua y el disefio del estanque (Cuéllar et al., 2010).
2.4.4 Enfermedades en el camarén P. vannamei

El aspecto de mayor importancia en el cultivo de camardn P. vannamei se relaciona con la
salud del camaron, la falta de evaluaciones periddicas de enfermedades que produce que se
diseminen con mayor facilidad y en cortos tiempos a todo el estanque, produciendo alta
mortalidad, incluso hasta la desaparicion total de la poblacion del estanque (Cuéllar et al.,
2010). En la siguiente tabla se describen las enfermedades con mayor relevancia en el cultivo

de camarén P. vannamei.
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Tabla 3 Enfermedades mas relevantes que atacan al cultivo de camarén P. vannamei

Enfermedad

Sindrome

Medidas

Mancha Blanca

White Spot

Syndrome Virus

El camardn
infectado
manifiesta
reduccion en el
consumo de
alimentos, letargo

y alta mortalidad.

Desinfectar los
nauplios con
formalina y aislar
los  productores.
Mantener la
temperatura a 30

°C.

Evitar el estrés y

usar alimento
fresco.
Necrosis Vibrio Bacteria Menor Desinfectar las

hepatopancreatica  parahemolyticus alimentacion y alta instalaciones y
aguda mortalidad. utilizar alimentos
Decoloracionroja  vivos.

del camaron y

necrosis interna.

Fuente: (Parker, Conte, MacGrath, & Miller, 1974; Varela, Pefia, & Fernando, 2017)

Las enfermedades son principalmente introducidas a través del camarén adulto importado,
pajaros y por humanos visitantes de otros estanques. También se toma en consideracion el
estrés y los problemas crénicos de la calidad del agua, como nivel bajo de oxigeno disuelto,
concentraciones altas de amonio, desajustes de pH y temperaturas extremas (Haws, Boyd, &

Green, 2001).
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2.4.5 Cosecha del camaron P. vannamei

Un buen manejo de la cosecha asegura una buena calidad del producto y con ello evita
pérdidas econdmicas para la empresa, se debe asegurar un buen abastecimiento de agua, y
contar con todo el material y equipo desinfectado cerca del lugar de cosecha (Rojas, Haws, &

Cabanillas, 2015).

El camaron cosechado se maneja de manera rapida y eficiente, debe ser congelado estando
Vivo para evitar su deterioro. Los camarones en sospecha de contaminacion se desinfectan con
cloro, siguiendo las normas oficiales establecidas por la sanidad acuicola. La concentracion
usada para desinfeccion es de 10 ppm, el camarén se coloca en el recipiente con agua, cloro y
hielo para darle un bafio de inmersion. Durante la cosecha se evita por completo animales

domeésticos y operarios que presenten alguna enfermedad o heridas (Rojas et al., 2015).

2.5 Genética en acuicultura

La mejoria en la calidad del agua de cultivo de camaron, asi como, el diagndstico temprano
de enfermedades es gracias al progreso genético (Andriantahina et al., 2013) La genética en el
cultivo de organismos acuaticos influye directamente en la supervivencia, en el uso adecuado

de recursos, en una proteccion ambiental y consigo disminuye los costos (Borrell et al., 2006).
2.5.1 Genética del camaron blanco P. vannamei

La genética es una herramienta necesaria para la sostenibilidad y el crecimiento de la
acuicultura como industria. Las técnicas de analisis moleculares han beneficiado y potenciado
a los programas de seleccion de especies, con el objetivo aumentar la variabilidad genética es
necesario establecer blancos reproductores con niveles altos de heterocigosidad, estudios
realizados en Cuba han llevado a cabo la caracterizacion genética de poblaciones de especies
de camarones, se han producido cinco introducciones del camarén P. vannamei (Cobo & Pérez,

2018).
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2.6 Extracciéon de ADN

El punto de partida para un estudio genético es la obtencién del &cido desoxirribonucleico
pudiendo ser de dos grandes grupos; el ADN plasmidico y el ADN cromosomico, adn
obteniendo pequefias cantidades es posible amplificar genes especificos (Gonzales & Luis,
2003). Las moléculas de ADN estan construidas por dos cadenas de nucleotidos unidas entre
si formando una doble hélice, los nucledtidos comprenden un azlcar (desoxirribosa), un grupo

fosfato y una base nitrogenada; adenina, guanina, timina y citosina (Patricia et al., 2015).

La extraccion se basa en el aislamiento y purificacion del ADN, el procedimiento consta de
tres etapas consecutivas, primero una lisis celular o disgregacion de los tejidos o células, aqui
se procede a destruir las estructuras formadas por lipidos y proteinas permitiendo la liberacién
del ADN, seguido, una inactivacion de las nucleasas intracelulares y finalmente la separacion

del ADN de los demas componentes celulares (Orfao & Morent, 2015).

Se necesitan sequir criterios primordiales para la eleccion de métodos de extraccion como
el tipo de acido nucleico que se va a extraer; acido desoxirribonucleico cadena sencilla, &cido
desoxirribonucleico doble cadena o acido ribonucleico mensajero, tomar en consideracion la
muestra de la que proviene el &cido nucleico, mamifero, planta, procariota o virus y la fuente
que puede ser; tejido, sangre, cultivo celular y por Gltimo la técnica que se utilizara segun los
futuros tratamientos que vayan a aplicarse al acido nucleico, que requerimientos necesita el

estudio, pureza, tiempo de extraccion y rendimiento (Sandoval & Armendariz, 2016).

Se han disefiado métodos de extraccidn con el objetivo de eliminar potenciales riegos para
sus posteriores tratamientos. Existen métodos tradicionales que emplean solventes organicos
para realizar soluciones y el protocolo dura algunas horas o hasta varios dias. Comprende de
cinco etapas; homogenizacion, lisis celular, separacién de proteinas, precipitacion y

redisolucion de ADN (Patricia et al., 2015).
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Con el pasar de los afios se han incluido kits comerciales que ayudan a la extraccion de
ADN, evitan contaminaciones por manipulacion ya que reducen el tiempo de extraccién, sin
embargo, los kits comerciales son mucho mas costosos que los métodos tradicionales pero

aseguran resultados de un ADN integro y puro (Patricia et al., 2015).
2.6.1 Método de extraccion fenol — cloroformo

Es generalmente el mas utilizado y conlleva buenos resultados (Lopera-Barrero et al., 2008).
Es un método relativamente sencillo, eficaz para muestras de cualquier origen y de bajo costo,
sin embargo, se utilizan sustancias tdxicas que pueden ser peligrosas si no se siguen los

procedimientos adecuados por el investigador (Sanchez et al., 2016).

Varios compuestos intervienen en el protocolo de extraccion, uno de ellos es el compuesto
organico tris hidroximetil aminometano, con un pH entre siete y nueve aporta capacidad
tamponante efectiva, se utiliza para preparar disoluciones tampon (Markofsky, 2000). Otro
compuesto es, el acido etilendiaminotetracético o EDTA, se utiliza como agente quelante ya
que tiene la capacidad de formar ligandos para crear compuestos metalicos mas estables, estos
complejos se usan para formar disoluciones como; TAE, TEN y TE (Avila, Cutipa, Quispe, &

Sumiri, 2015).

En la extraccion y purificacion del ADN para desestabilizar las membranas celulares, se
ocupa un detergente, dodecilsulfato sédico o mejor conocido como SDS, un tensoactivo
anionico con alta concentracion de sales (Biddle et al., 2006) y al igual que el fenol ayudan a
desnaturalizar las proteinas que contaminan la muestra (Hu et al., 2020). Luego actia la RNAsa
una enzima que inhibe la hidrolisis del ARN (Cerritelli & Crouch, 2009). y la adicién de
cloroformo permite la separacion de dos fases, una acuosa que contiene el &cido nucleico y una
organica que contiene proteinas y otros contaminantes disueltos, los &cidos nucleicos se

precipitan usando etanol o isopropanol (Orfao & Morent, 2015).
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Enel protocolo es necesario afiadir pasos adicionales como, realizar varios lavados con fenol
cloroformo o filtraciones con columnas especificas, también puede contener inhibidores que

intervienen en la reaccion de PCR, como el fenol o el cloroformo (Salazar et al., 2015)

2.6.2 Método de extraccion PureLink TM microbiome

Es uno de los kits comerciales que ofrecen una purificacién de acido nucleico microbiano
de manera rapida y eficiente. Este método esta disefiado para el aislamiento y purificacion de
ADN a partir de una gran variedad de muestras, incluyendo muestras dificiles de trabajar como
tierra y heces, el kit cuenta con la tecnologia de una columna giratoria que permite obtener un
ADN robusto y purificado que esta listo para tratamientos siguientes como PCR o

secuenciacion (Yoshikawa et al., 2011).

El principio del kit se basa en la selectiva unidn que tiene el ADN con la membrana que esta
hecha a base de silice en presencia de sales caotrdpicas, procede con una lisis triple que hace
que sea altamente eficiente, elimina rapidamente los inhibidores y es apto para investigaciones
con microbiomas debido a su versatilidad, también puede detectar eficientemente bacterias

patdgenas a partir de un muestreo variado (Scientific, 2015).

Las caracteristicas del kit de extraccidn incluyen; una limpieza completa de inhibidores
gracias a su precipitacion con tampon de limpieza, una lisis eficiente para microorganismos, el
desarrollo del protocolo de extraccidn se realiza en tiempos cortos incluso trabajando con varias
muestras a la vez y se obtiene un ADN de alta pureza, las muestras que son eficientes para el
kit de extraccion PureLikn TM son; heces, orina, suelo, hisopos, medios de transporte, medios

de crecimiento y saliva, el kit proporciona seis reactivos, ver tabla 4 (Scientific, 2015).
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Tabla 4 Soluciones que provee el Kit PureLink TM Microbiome y sus funciones

Nombre

Contenido Funcién

S1

S2

S3

S4

S5

S6

Lysis Buffer

Lysis Enhancer

Cleanup Buffer

Binding Buffer

Wash

Concentrate

Elution Buffer

40 mL

5mL

12,5 mL

45 mL

Buffer 13 mL

5mL

Provoca ruptura de células, extrae las
proteinas solubles a partir de un tejido
freo o congelado.

Mejora y estabiliza las proteinas usando
un detergente no iGnico que se puede
mezclar con agentes o inhibidores.
Suplemento agregado al tampon lisis
para la produccién de la mezcla de lisis
celular, se aplica a celulas o tejidos.
Elimina los contaminantes en el proceso
de extraccion de acidos nucleicos. Se
eliminan los contaminantes dejando una
muestra mas limpia.

Provee un pH y concentraciones de sales
adecuadas para que absorba el ADN.
Elimina detergentes, enzimas, aceites,
que se adhieren a las membranas de
silice entratamientos anteriores, dejando
la muestra mas limpia.

Se encarga de eluir la muestra, despega

el ADN de la membrana de silice.

Fuente: (Scientific, 2015).
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2.7 Cuantificacion de ADN

La cuantificacién brinda valores en forma numérica sobre la autenticidad e informacion
precisa de la concentracion de acido nucleico que existe en una muestra, también verifica si un
método de extraccion de ADN es el correctamente usado (Rios et al., 2016), ya que, en este
proceso el ADN puede sufrir dafios (Pérez et al., 2016). Existen varios métodos de
cuantificacion que ayudan a determinar la concentracion y cantidad de &cidos nucleicos

contenidos en una muestra (Monroy et al., 2014).

La principal caracteristica que tiene el ADN es que presenta un pico de absorcion en
presencia de radiacion que se debe a la presencia de bases puricas y pirimidicas, tanto del ADN
de cadena doble como el de cadena simple presentan absorciones diferentes, la absorcion de la
luz ultravioleta del ADN doble cadena es menor al ADN simple cadena por el emparejamiento
de bases. La absorbancia de 260 nm es especifica para el ADN debido a los contaminantes que
se encuentran en la muestra como las proteinas o el fenol restante que pueden ser causantes de

falsos positivos, como es el caso de la cuantificacion por espectofotometria (Valle, 2002).

2.7.1 Pureza de acido nucleicos

Para determinar la pureza interviene como base fundamental la espectrofotometria en
distintas longitudes de onda; 230 nm, 260 nm y 280 nm, y consecuentemente permite
identificar su concentracion en términos de ng/uL. La lectura de la absorbancia a las distintas
longitudes de onda en indices de A260/280 y A260/230 se utilizan para evaluar la pureza de
los &cidos nucleicos, los rangos 6ptimos se obtienen al conseguir valores entre 1.8 a 2.0 en
indice A260/280 y valores de 1.5 en indice A260/230 (Wilfinger, Mackey, & Chomczynski,

1997).
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2.7.2 Qubit

El flourémetro “Qubit” permite medir concentraciones de ADN, ARN y de proteinas, posee
una alta sensibilidad y precision, funciona utilizando fluoroforos que se intercalan entre las
moléculas de interés de una manera especifica, por lo que, reduce los efectos a causa de
contaminantes, tiene un rango de efectividad de 10 pga 1 ug, precision que tiene a pesar de
gue existan bajas concentraciones en la muestra, es una herramienta muy util para procesos de

PCR incluso para secuenciacion masiva (Perez, 2018).

El Qubit brinda una medicion rapida y facil de las muestras, dando como resultado una
lectura directamente en la pantalla del equipo Qubit, las gréaficas de curvas o célculos no son
necesarios gracias al software que contiene, de esta manera asegura resultados para las

aplicaciones de tratamientos futuros que tengan las muestras (Invitrogen, 2007).

2.7.3 Nanodrop

Es un equipo de cuantificacion y analisis de soluciones, a diferencia de otros equipos, el
Nanodrop no necesita realizar diluciones, asi como también es rapido, demora menos de cinco
segundos por cada muestra. EI modelo desarrollado para su proceso se basa en el pipeteo de
micro-volimenes que se colocan directamente en el pedestal plano que contiene la fibra

receptora, obteniendo resultados facilmente (Bustos et al., 2011).

La tensidn superficial es aprovechada por el sistema de retencién y forma un puente de
liquidos entre los dos pedestales, superior e inferior, en el pedestal superior se encuentra fibra
Optica que conectada a una fuente de emision de xendn, da un paso 6ptico para que la longitud
de onda sea encontrada, esto varia segun la concentracion de la muestra (Bustos et al., 2011).
La pureza es determinada mediante la relacion de las lecturas de absorbancia a 260 nmy 280
nm, las soluciones puras de ADN tienen una relacion de DO 260/280 de 1.8 a 2.0 (Corrales &

Sambache, 2018).
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2.7.4 Electroforesis

Este tratamiento de cualificacion se utiliza para analizar, caracterizar y purificar el ADN
procedente de distintas muestras (Alicia et al., 2005). En este método las moléculas son
separadas por su tamafio con la ayuda de una fuente de poder que provee una carga eléctrica
necesaria para fragmentar moléculas de ADN, ARN o proteinas en funcion de su tamafio, ver
figura 9 (Walter, Moran, & Asesor, 2020). Se puede visualizar mediante tinciones sencillas y
asi identificar el contenido de acidos nucleicos en una muestra, obteniendo una estimacion de

su concentracion y grado de entereza (Fierro, 2011).

Su principio es basado en la combinacion de fuerzas eléctricas, fendmenos de friccién y
difusion que permiten el desplazamiento y separacién de las moléculas por tipo o tamafio
(Salazar, Nifio, & Diaz, 2017), sometidos a una carga eléctrica, migrando desde un polo
negativo por la carga de los grupos fosfato en los acidos nucleicos, a un polo positivo, a través
de un gel formado por un polimero como la agarosa y soluciones buffers, haciendo que las
moléculas de menor tamafio migren con mayor velocidad a comparacion de las moléculas de

mayor tamafio, agrupandolas y separandolas en funcién de su masa y tamafio (Fierro, 2011).

El gel de agarosa un producto natural no téxico, puede ser manejado sencillamente, es
extraido de las algas marinas productoras de agar, compuesto principal de poder gelificante,
presenta caracteristica de histéresis, una diferencia entre temperaturas de fusion y gelificacion,
caracteristica que vuelve a este gel idoneo para electroforesis (Carvajal et al., 2013). La agarosa
tiene un limite superior de cuarenta a cincuenta kilo bases en el tamafio de moléculas de ADN
que puede separar y es influido por la concentracion del gel, que va de 0.2% a 3%, no separa
productos de digestiones y mucho menos puede separar cromosomas, estos geles son dificiles

de manipular y muy fréagiles (Fierro, 2011).
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Los fragmentos de ADN se marcan radiactivamente o se visualizan con compuestos
fluorescentes como el bromuro de etidio que intercala las bases de los &cidos nucleicos y emite
fluorescencia cuando se ilumina con rayos ultravioleta, una alternativa de tincién menos
peligrosa a estos compuestos, es una tincion con SybrSafe DNA, altamente sensible para

visualizar el ADN con luz azul (Carvajal et al., 2013).

El tamafio de los fragmentos que migran en el gel se diferencian facilmente gracias a la
adicién de un marcador de peso molecular como el Trackit DNA Ladder, que contiene
fragmentos de repeticiones de cien pares de bases, en su formula contiene dos tintes de
seguimiento, xileno cianol y tartrazina, juntos permiten rastrear visualmente la migracion de
los &cidos nucleicos mediante la electroforesis y al finalizar 1os marcadores moleculares
también colocados en el gel se utilizan para determinar el tamafio de las moléculas por
comparacion, los marcadores son una mezcla de moléculas de ADN o proteinas de tamafio

conocido (Acufia, Ramirez, & Umafa, 2019).

La foto documentacion se realiza a través de un generador de imagenes “E-Gel Imager”, es
sencillo de usar para geles tefiidos que incorporan manchas fluorescentes, esta equipado con
camaras digitales de alta resolucion y el sistema incluye un software intuitivo para bandas y su

analisis (Villalobos et al., 2006).

Figura 9 Esquemadel sistema convencional de electroforesis en gel de agarosa, se observa la cdmara de
electroforesis en forma de rectangulo, se identifica el polo positivoy negativo, el gel en forma cuadrada y sus
pocillos. Fuente: (Fierro, 2011).
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3.1 Nivel de Investigacion

El presente trabajo tiene un nivel descriptivo, ya que se estudiaron las variables
independientes de forma autonoma, las cuales son, dos métodos diferentes de extraccion de
ADN, se observaron los resultados y se caracterizaron en términos cuantificables y cualificales

respecto a la calidad y cantidad que se obtuvo de ADN con cada método ocupado (Arias, 2012).

3.2 Disefio de investigacion

El disefio de investigacion que ocupa el presente trabajo es experimental, debido a que se
sometio al camardn blanco del Pacifico (Penaeus vannamei) (variable dependiente), a dos
métodos de extraccion de ADN (variables independientes), asi mismo se controlaron los
factores de poblacion, obteniendo heterogeneidad en las muestras, al final se observaron y

analizaron los resultados de los efectos producidos por los dos métodos (Arias, 2012).

3.3 Variables

Las variables independientes son: los métodos de extraccion de ADN. La variable
dependiente: el camaron blanco del Pacifico (Penaeus vannamei) y las variables intervinientes:
el tiempo de vida del camaron blanco fuera de las piscinas de cultivo, la temperatura en las
diferentes provincias y la variedad de lineas de camaron producidas en las distintas

camaroneras.

3.4 Poblacién y muestra

Se obtuvo una poblacién finita de dos diferentes provincias del Ecuador; Santa Elena y El
Oro, se seleccion6 como muestra, cinco camaroneras en total, dos y tres respectivamente, se
seleccionaron tres piscinas de cultivo en cada camaronera y se recolect cuarenta camarones
de cada piscina con la finalidad de obtener una heterogeneidad para el desarrollo de la

investigacion.
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3.5 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Se utilizaron varias técnicas e instrumentacion como: tesis, libros, articulos cientificos,
publicaciones en revistas de alto y bajo impacto, fotografias y seguimientos operarios o

bitacoras.

3.6 Técnicas de procesamiento y andlisis de datos

Se desarroll6 un andlisis estadistico, mediante un disefio completamente al azar, se evalud

los dos métodos de extraccion de ADN gendmico de camardn, en términos de eficiencia.

3.7 Procedimiento

3.7.1 Fase 1. Obtencion de la muestra

En la primera fase, se establece el protocolo necesario para el desarrollo del primer objetivo
especifico, el cual, se refiere a la visita en territorio a las diferentes camaroneras para obtener

variabilidad en la extraccion del material genético.
3.7.1.1 Visita a camaroneras para adquisicion de muestras

Las muestras de camardn se obtuvieron visitando dos provincias; EI Oro y Santa Elena, en
la provincia de El Oro, se recolectaron muestras de tres ciudades; Huaquillas, Arenillas y Santa

Rosa y en Santa Elena de dos parroquias; Bajény Chanduy.

La autorizacion de acceso fue otorgada por los duefios de cada camaronera y en el caso de
las camaroneras de Santa Elena, el permiso correspondiente se obtuvo gracias al gerente de la
industria pesquera Santa Priscila. En cada camaronera se seleccionaron aleatoriamente distintas
piscinas de cultivo y se recolectaron 30 camarones siguiendo la técnica de recoleccion al azar
por cuadrantes, las camaroneras y sus coordenadas de ubicacion, se pueden visualizar en el

anexo 1y 2.
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Figura 10 Piscina camaronera en Bagén, Provincia de Santa Elena

Figura 11 Piscinacamaroneraen la parroguia Hualtaco, ciudad de Huaquillas en la Provincia de El Oro.

3.7.1.2 Diseccion y extraccion de hepatopéancreas e intestino del camarén P. vannamei

La diseccion se realizo seguido de la recoleccion en cada camaronera, con el camarén aun
con vida para no alterar el material genético, con ayuda de un bisturi estéril, pinzas estériles y
conociendo la anatomia del camarén P. vannamei, segin Bonda y colaboradores (2001), se

obtuvo el hepatopancreas e intestino de cada camaroén.

Los drganos obtenidos fueros separados, en unrecipiente todos los hepatopéancreas y en otro
todos los intestinos, luego se procedid a realizar un pool, el cual corresponde a una maceracion
de cada grupo de drganos, con la ayuda de un mortero hasta que se obtuvieron dos mezclas

bien homogeéneas.
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3.7.1.3 Suspension de muestras en RNAlater TM

Las mezclas de hepatopancreas e intestino, se sometieron a una técnica de muestreo al azar,
en una caja Petri se coloc6 la mezcla de hepatopancreas, ver figura 12, y en otra la mezcla de
intestinos, ver figura 13, se separ6 en cuadrantes y se recolectd una parte de cada cuadrante. Se

colocd nuevamente en una caja Petri y se repitio la técnica.

Figura 12 Macerado y toma de muestra aleatoria de la mezcla de hepatopancreas de P.vannamei

Figura 13 Macerado y toma de muestra aleatoria de la mezcla de intestino de P. vannamei.
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Se recolectdé aproximadamente 0.5 mL de hepatopancreas e intestino en cada tubo, ver
figuras 14 y 15, los cuales contenian 1mL de RNAlater TM, reactivo de almacenamiento de
tejido que inhibe la degradacién del material genético (Forster et al., 2008), que facilitd el

transporte de las muestras, sin sufrir dafio alguno hasta el laboratorio, para su extraccion.

Figura 15 Muestra de Intestino suspendida en RNAlater TM
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Tabla 5 Provincias y camaroneras de donde se recolectaron las muestras y su cantidad

EL ORO HEPATOPANCREAS INTESTINO
HUAQUILLAS 2 muestras suspendidas en 2 muestras suspendidas en
3 Piscinas RNAlater TM RNAlater TM
ARENILLAS 2 muestras suspendidas en 2 muestras suspendidas en
3 Piscinas RNAlater TM RNAlater TM
SANTA ROSA 2 muestras suspendidas en 2 muestras suspendidas en
3 Piscinas RNAlater TM RNAlater TM
SANTA ELENA HEPATOPANCREAS INTESTINO

CHANDUY 2 muestras suspendidas en 2 muestras suspendidas en
3 Piscinas RNAlater TM RNAlater TM

BAJEN 2 muestras suspendidas en 2 muestras suspendida en
3 Piscinas RNAlater TM RNAlater TM

Fuente: Autor

3.7.2 Fase 2. Extraccion de ADN

En la segunda fase se establece el protocolo necesario para el desarrollo del segundo
objetivo especifico, el cual, refiere a la extraccion de ADN con un método convencional y un

kit comercial de extraccion, seguido de la cuantificacion y cualificacién del ADN obtenido.

3.7.2.1 Extraccion con método convencional fenol cloroformo

El protocolo de extraccion se encuentra detallado paso a paso en el Anexo 3.

3.7.2.1.a Preparacion de la muestra

Las muestras obtenidas de hepatopancreas e intestino de camardon P. vannamei se
transfirieron a nuevos tubos conicos sin la solucion estabilizadora (RNAlater TM), se agrego

TEN y se macer6 hasta homogenizar la muestra, ver figura 16.
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Figura 16 Maceracién de la muestra de intestino junto con el reactivo TEN

Los tubos se incubaron a 65 °C, se centrifugaron y dejaron enfriar a -20 °C

Luego el sobrenadante se transfirio a nuevos tubos cénicos. En la muestra de
hepatopancreas, ver figura 17, se forman tres fases, en la parte superior se encontré una fase

grasa que fue eliminada.

Figura 17 Fase grasa generada en la muestra de hepatopancreas.
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3.7.2.1.b Extraccion de ADN

Para el proceso de extraccion se afiadié SDS y ARNasa [0.1 mg/mL] a los tubos, se
incubaron a 37 °C, seguido, se afiadio fenol a un pH de 6.6 y se agitd. Los tubos se centrifugaron

y finalmente el sobrenadante se transfirid a un tubo cénico nuevo.

Una vez trasferido el sobrenadante, se afiadié cloroformo y fenol (pH: 6.6) a proporcion de
1:1, con ayuda de un vértex se agitd, seguido, se centrifugd y luego, el sobrenadante se dividid
en dos alicuotas en tubos nuevos. Por dltimo, se afiadié etanol absoluto y acetato sédico 3M,

para ser almacenados a -20 °C durante una hora.

Después, se centrifugo y se desecho totalmente el sobrenadante de los tubos, seguido, se
afiadio etanol al 70% y se repitid el paso anterior. Los tubos se dejaron secar con la tapa abierta
en una campana de extraccion por una hora y para finalizar la extraccion, se afiadié TE (pH:

7.5) a cada tubo y se dejo re suspender a 4 °C durante toda la noche.

3.7.2.2 Extraccion con kit comercial PureLink TM

Se utilizo el protocolo descrito por el fabricante, ver Anexo 4 (Scientific, 2015). Para
empezar, se peso6 0.2 g de muestra en un bead tube y se afiadio lysis buffer, ver figura 18. Luego,
se agitd hasta que la muestra qued6 dispersada totalmente en el liquido, finalmente, se agrego

lysis enhancer y se agitd nuevamente.

Figura 18 Bead tubes con 0.2g de la muestra de camardn P. vannamei mas 600 ulL de lysis buffer
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Las muestras se colocaron en una incubadora a 65 °C, e inmediatamente se agitaron. Luego
se centrifugaron y se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo para agregar cleanup buffer

agitando enseguida para una dispersion completa eliminando inhibidores.

Terminados los pasos anteriores, se centrifugaron los tubos y se volvio a transferir el
sobrenadante a un tubo nuevo, seguido, se uni6 el ADN a la spin column, afiadiendo primero
binding buffer. La mezcla de la spin column se volvio a centrifugar y al finalizar, se descartd

el sobrenadante y se repitid el proceso.

Para lavar el ADN, se colocé el spin column en un tubo nuevo, en donde se agregd wash
buffer, se centrifugd, se descartéd el liquido para eliminar completamente el wash buffer. La
spin column se transfirié a un tubo nuevo y se afiadio elution buffer, los tubos se colocaron en
la centrifuga hasta situar nuevamente el eluido que contiene el ADN sobre la spin column. La

elucion se repitio y por dltimo se descartd la columna. EI ADN purificado quedé en el tubo.

3.7.2.3 Cuantificacion de ADN

La cuantificacion de ADN de camarén P. vannamei se determind con la ayuda de una
fluorometro, en este caso el equipo Qubit, ver figura 19, como lo realiza Perez (2018) en su
estudid. Antes de realizar las lecturas se calibré el equipo con los estandares proporcionados

por el equipo y siguiendo el manual del fabricante (Invitrogen, 2007).

El sistema del equipo ofrece la opcion de lectura de ADN, para dar lectura a las muestras,
en un tubo conico de 500 uL se afiadieron 20 uL de cada muestra de ADN obtenida, mas, 180
uL de la solucidn de trabajo. Los tubos se dejaron reposar por un minuto antes de su lectura.Las
soluciones preparadas se colocaron en la cAmara de muestra una a una y se procedio a la lectura,
los resultados se visualizaron en la pantalla tactil del equipo, ver figura 20. Los resultados en
stock de 20 fueron mayores a 100 ng/mL cantidad de ADN estandar para tratamientos de

secuenciacion para posteriores estudios (Necochea & Canul, 2004).
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Qubit® 2.0
Fluorometer
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Volume of Sample Used:

Figura 20 Equipo Qubit, destacando la pantalla tactil donde se reflejan los resultados.

3.7.2.4 Cualificacion de ADN

La integridad del ADN de camar6n P. vannamei extraido se verific6 mediante
electroforesis en gel de agarosa. Las bandas del ADN se visualizaron en un fotodocumentador,
E-Gel Imager. EI gel se prepard a una concentracion de 0.5%, el agar se diluyo con agua
destilada y buffer TAE 10X. El gel contenia 3 uL de Syber Safer DNA solucion altamente

sensible que permitio la visualizacion del ADN (Carvajal et al., 2013).
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En la camara de electroforesis, ver figura 21, se coloco el gel con los pocillos en sentido al
polo negativo, las muestras se cargaron con la ayuda de una micropipeta en proporcion 2:3,
Blue Juice y la muestra de ADN respectivamente. Se dejo correr usando buffer TAE 1X a 110
voltios durante 30 minutos, luego, se visualizaron las bandas de ADN en un transiluminador
de luz azul. Con el software Light Blue base, ver figura 22, se obtuvieron imagenes del gel con

las bandas resultantes.

E-Gel Imager

Figura 22 Fotodocumentador E-Gel Imager, junto al software Ligh Blue Base
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3.7.3 Fase 3. Andlisis estadistico de la extraccién de ADN

En la tercera fase de este trabajo, se utilizd el software Minitab 19, en donde se desarroll
un anlisis estadistico ANOVA de un solo factor, para encontrar diferencia significativa de
concentracion del ADN de intestino y hepatopancreas de camaron P. vannamei extraido por
dos métodos; protocolo convencional modificado y kit comercial PureLink TM. También se

realiz una comparacion en Tuckey (Miller, 1981).
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RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 Extraccion de ADN de camarén P. vannamei

Se ensayaron dos distintos métodos para la extraccion de ADN de camarén P. vannamei, en
intestino y hepatopancreas. Primero, una extraccion con fenol — cloroformo, protocolo
convencional modificado de Lopera y colaboradores (2008), protocolo relativamente sencillo,
de bajo costo y eficaz para muestras de cualquier origen segin menciona Sanchez y
colaboradores (2016) y segundo, una extraccion con el kit comercial PureLink TM siguiendo
el protocolo del fabricante Thermo Fisher Scientific (2019), kit que tiene propiedad de una lisis
eficiente para microorganismos, su capacidad de eliminar inhibidores y su rapidez de
extraccion de ADN, incluso, utilizando varias muestras en el mismo ensayo (Yoshikawa et al.,

2011).

4.1.1 Resultados de la cuantificacion de ADN

Los datos de las concentraciones de ADN obtenidos con los dos métodos de extraccién de
ADN se presentan en la tabla 6. Con el método convencional modificado se obtuvieron dos

alicuotas por cada muestra y con el kit de extraccién una sola alicuota.

La concentracion promedio de ADN obtenido por el método convencional modificado con
fenol — cloroformo, para intestino fue de 548.5 ng/mL y para hepatopancreas fue de 496.4
ng/mL. Para el método de extraccidén con Kit PureLink TM microbiome, la concentracién

promedio de ADN de intestino fue de 311.5 ng/mL y de hepatopancreas fue de 67.7 6 ng/mL.

En las graficas 1 y 2 se muestran las representaciones de los promedios de las
concentraciones de ADN de intestino y hepatopancreas respectivamente. ElI método
convencional modificado muestra un mayor promedio de concentracion de ADN para intestino

y para hepatopancreas a comparacion del kit comercial PureLink TM.
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Tabla 6 Datos de las concentraciones de ADN (ng/mL), del intestino y hepatopancreas del camarén

Penaeus vannamei

ADN de ADN de ADN de ADN de
Camaroneras Intestino Hepatopancreas Intestino Hepatopancreas
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
Muestras El Oro
Método Convencional Método Kit PureLink TM
Modificado
Camarosa A:564 ng/mL A:524 ng/mL 121 ng/mL 53.5 ng/mL
B:602 ng/mL B:440 ng/mL
Valeria A:39 4ng/mL A:746 ng/mL 117 ng/mL 93.7 ng/mL
B:113 ng/mL B:591 ng/mL
Rodriguez A:665 ng/mL A:263 ng/mL 67.5 ng/mL 0.50 ng/mL
B:638 ng/mL B:144 ng/mL

Chanduy

Bagén

Rangos

Promedio

A:394 ng/mL
B:383 ng/mL
A:990 ng/mL
B:742 ng/mL
113 - 990

548.5 ng/mL

Muestras Santa Elena

Método Convencional Modificado

A:1160 ng/mL
B: 410 ng/mL
A: 436 ng/mL
B: 250 ng/mL
144 - 1160

496.4 ng/mL

Método Kit PureLink TM

1145 ng/mL

107 ng/mL

67.5- 1145

311.5 ng/mL

147 ng/mL

44.1 ng/mL

0.50 - 147

67.76 ng/mL

Fuente: Autor
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Gréfica 1 Intervalos con una confianza del 95% y promedio de la concentracion de ADN de intestino de P.

vannamei, extraido mediante dos protocolos.
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Gréfica 2 Intervalos con una confianza del 95% y promedio de la concentracion de ADN de hepatopancreas
de P. vannamei, extraido mediante dos protocolos
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4.1.2 Resultados de la cualificacion de ADN

El analisis de la calidad de ADN de camardn P. vannamei se realizd con un proceso
electroforético en gel de agarosa al 0.5%. EI ADN extraido de intestino y hepatopancreas de
camaron P. vannamei, mediante los protocolos de extraccion por fenol — cloroformo y por kit
comercial, mostraron una visibilidad de bandas proporcional a la concentracién de ADN

obtenido. La visibilidad de las bandas fue fuerte en unos casos y escasa en otros.

El tamafio de los fragmentos de ADN se estimd comparando la migracion de las bandas
provenientes del ADN de camardn P. vannamei, con las bandas formadas por los marcadores
de peso molecular, con tamafios de fragmento conocidos, los valores iban desde los 100 pares

de bases, seguido de 1 500 pares de bases, hasta los 2 072 pares de bases.

4.1.2.1 Resultados de electroforesis, ADN extraido con método convencional modificado

La primera y segunda electroforesis, en gel de agarosa al 0.5%, se realizé con ADN extraido
de intestino y hepatopancreas de P. vannamei de las provincias de El Oro y Santa Elena
respectivamente, mediante el método convencional modificado con fenol — cloroformo. Ambas
electroforesis muestran tamafios de fragmentos de ADN mucho mayor a los 2 072 pares de

bases, a comparacion del marcador de peso molecular.

En la primera electroforesis, ver figura 23, se observé que las bandas formadas por el ADN
de hepatopancreas, aunque son las que mayor contaminacion presentan en sus carriles,
mostraron bandas definidas a comparacion de las bandas generadas por el ADN de intestino y
en la segunda electroforesis, ver figura 24, las bandas fueron muy poco visibles para

hepatopancreas e intestino, a excepcion de los carriles 7 y 8 que mostraron mayor definicion.
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Figura 23 Primera electroforesis: Carriles 1(HV), 2(HV), ADN de hepatopancreas de P. vannamei de
camaronera Valeria. Carriles 3(HR), 4(HR), ADN de hepatopancreas de P. vannamei de camaronera
Rodriguez. Carriles 5(HC), 6(HC), ADN de hepatopancreas de P. vannamei de camaronera Camarosa.
Carriles 7(1V), 9(1V), ADN de intestino de P. vannamei de camaronera Valeria. Carriles 10(IR), 11(IR), ADN
de intestino de P. vannamei de camaronera Rodriguez. Carriles 12(IC), 13(IC), ADN de intestino de P.
vannamei de camaronera Camarosa. Los marcadores moleculares en los carriles 8 y 14

HCH HCH HB HB MM ICH ICH IB IB IV IV MM
1 2 3 4 5 6 11 12

-

2072ph w— - 2072ph —
1500 pb 1500 ph S

100ph™ W 100ph ..

Figura 24 Segunda electroforesis: Carriles 1(HCH), 2(HCH), ADN de hepatopancreas de P. vannamei de
camaronera en Chanduy. Carriles 3(HB), 4(HB), ADN de hepatopancreas de P. vannamei de camaronera en
Bagén. Carriles 6(ICH), 7(ICH), ADN de intestino de P. vannamei de camaronera en Chanduy. Carriles 8(IB),
9(1B), ADN de intestino de P. vannamei de camaroneraen Bagén. Carriles 10(1V), 11(IV), ADN de intestino de
P. vannamei de camaronera Valeria, resultados repetidos. Los marcadores moleculares en los carriles 5y 12.
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4.1.2.2 Resultados de electroforesis del ADN extraido con kit de extraccion PureLink TM

La tercera y cuarta electroforesis, en gel de agarosa al 0.5%, se realizaron con ADN de
hepatopancreas e intestino mediante la extraccion por kit PureLink TM, con las muestras

tomadas en las diferentes provincias de El Oro y Santa Elena, respectivamente

Los tamafios de los fragmentos de ADN en el caso de las dos electroforesis resultaron
mayores a los 2 072 pares de bases, a comparacién del marcador de peso molecular. De igual
manera, en ambas electroforesis se observd muy poca o nula contaminacion en los carriles que

contienen las muestras de ADN de P. vannamei.

En la tercera electroforesis, ver figura 25, se observan bandas definidas para hepatopancreas
en dos carriles y una banda definida para intestino. El resto de bandas resultaron ser escasas 0

poco visibles y de igual manera para la cuarta electroforesis, ver imagen 26.

MM HV HC HR MM IC IR MM IV
2 Al e BB T 8 9

2072 b emm—
1500 ph  Ssssms

100 ph Se—

Figura 25 TerceraElectroforesis: Carril 2(HV), ADN de hepatopancreas de P. vannameide la camaronera
Valeria. Carril 3(HC), ADN de hepatopancreas de P. vannamei de la camaronera Camarosa. Carril 4(HR),
ADN de hepatopéncreas de P. vannamei de la camaronera Rodriguez. Carril 6(IC), ADN de intestino de P.

vannamei de la camaronera Camarosa. Carril 7(IR), ADN de intestino de P. vannamei de la camaronera
Rodriguez. Carril 9 (IV), ADN de intestino de P. vannamei de la camaronera Valeria. Los marcadores
moleculares en los carriles 1,5y 8.
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Figura 26 Cuarta electroforesis: Carril 2(HCH), ADN de hepatopancreas de P.vannamei de la camaronera
en Chanduy. Carril 3(HB), ADN de hepatopancreas de P. vannamei de la camaroneraen Bagén. Carril 5(ICH),
ADN de intestino de P. vannamei de la camaronera en Chanduy. Carril 6(IB), ADN de intestino de P. vannamei

de la camaronera en Bagén. Los marcadores moleculares en los carriles 1,4y 7.

4.1.3 Andlisis estadistico para la concentracion de ADN de P. vannamei

Para la comparacién de los dos métodos de extraccion de ADN se realizaron pruebas de
normalidad, para posteriormente realizar el analisis ANOVA. Las pruebas de normalidad se
realizaron de manera independiente, para cada grupo de datos obtenidos de las distintas
extracciones de ADN y se contrarrestaron las probabilidades de los dos métodos de extraccion
en una misma grafica para cada 6rgano. Los resultados de la prueba de Anderson Darling, para
las concentraciones de ADN de intestino, extraidas por el método convencional modificado y
por el kit PureLink TM, obtuvieron los siguientes valores de P; 0.554 y 0.476 respectivamente,
valores mayores al nivel de significancia de 0.05 con lo que consideramos que los datos son
normales, ver grafica 3. Y para los datos de las concentraciones de ADN de hepatopancreas,
extraidas por el método convencional modificado y el kit de extraccién PureLink Tm los
valores de P fueron; 0.243 y 0.796 respectivamente para cada método, siendo valores mayores

al nivel de significancia de 0.05, obteniendo una poblacién normal, ver grafica 4.
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Gréfica 3 Probabilidad para datos de las concentraciones de ADN de intestino, extraidos por ambos métodos
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Gréfica 4 Probabilidad para datos de las concentraciones de ADN de hepatopancreas, extraidos por ambos métodos.
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Después de que se comprobo que los datos de las concentraciones de ADN resultaran ser
normales, se plantearon las hipdtesis; nula y alternativa, para el analisis estadistico ANOVA
de las concentraciones de ADN de intestino y hepatopancreas. Las hipGtesis se pueden

diferenciar en la tabla 7.

Tabla 7 Planteamiento de Hipotesis

Nivel de Nivel de Hipotesis nula Hipotesis alternativa
confianza significancia
95% a=0.05 Las dos medias son Las dos medias son
iguales distintas

Fuente: Autor

Para el anélisis de la varianza se ocup6 un disefio completamente al azar, con datos de
respuesta separados para cada nivel de factor, considerando que se estdn comparando dos
métodos con tamafio de muestra diferentes. Seguido se analiz6 estadisticamente cada 6rgano
por separado, primero, se procedi6 a realizar el método ANOVA para los datos de
concentraciones de ADN de intestino, y luego para las concentraciones de hepatopancreas, los

detalles del anélisis se describen en las tablas 8 y 9.

Tabla 8 Analisis de varianza para las concentraciones de ADN de intestino

Fuente GL sC MC Valor F Valor p
Factor 1 143466 143466 1.19 0.294
Error 13 1561853 120143

Total 14 1705319

Fuente: Autor

El valor de p que se obtuvo luego del andlisis fue de 0.294, valor mayor al del nivel de
significancia de 0.05, con este resultado se aceptd la hipotesis nula y se rechazo la hipotesis

alternativa, se estableci6 que las medias son iguales para concentraciones de ADN de intestino.
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Tabla 9 Analisis de varianza para las concentraciones de ADN de hepatopancreas

Fuente GL SC MC Valor F Valor p
Factor 1 612441 612441 10.23 0.007
Error 13 778283 59868

Total 14 1390724

Fuente: Autor

Para el analisis de varianza de las concentraciones de ADN de hepatopancreas el valor de p
dio como resultado 0.007, valor mucho menor al del nivel de significancia de 0.05, con este
resultado se rechazé la hipdtesis nula y se acepté la hipdtesis alternativa, estableciendo que las
medias son distintas. Seguido se aplico el método Tuckey, método que indica que, si las medias
no comparten igualdad en una letra en las agrupaciones, los métodos son significativamente
diferentes. Este analisis se realizd para verificar que los métodos son iguales para la obtencion
de las concentraciones de ADN de intestino, y diferentes para las concentraciones de

hepatopancreas. Los detalles se muestran en la tabla 10 y 11:

Tabla 10 Detalles del método Tuckey para concentraciones de ADN de intestino, con una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacion
Convencional modificado 10 519.0 A
Kit PureLink TM 5 312 A

Fuente: Autor

En el primer caso, los resultados de las concentraciones de ADN de intestino de P. vannameli
muestran similitud en las letras en su agrupacion, estableciendo que los protocolos de
extraccion son iguales, verificando con esto el resultado del analisis de varianza en ANOVA.
Esto nos indica que se obtuvieron concentraciones buenas de ADN de intestino, con el método
de extraccion convencional modificado y el kit PureLink Tm, independientemente de las

muestras.
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Tabla 11 Detalles del método Tuckey paraconcentraciones de ADN de hepatopancreas, con una confianza

de 95%
Factor N Media Agrupacion
Convencional modificado 10 496.4 A
Kit PureLink TM 5 67.8 B

Fuente: Autor

El resultado del analisis Tuckey para las concentraciones de ADN de hepatopancreas,
mostré diferencia en las letras de las agrupaciones, indicando que los métodos son
significativamente diferentes entre ellos, confirmando el andlisis de la varianza que se realizo
anteriormente. Este resultado indicé que las concentraciones de ADN de hepatopancreas fueron
distintas y que se obtuvo mejor resultado con el método convencional modificado que con el
kit de extraccion PureLink TM, pudiendo deberse a la fase grasa encontrada en el

hepatopancreas en el proceso de extraccion de su ADN.
4.2 Discusion

La ausencia de un método estandarizado de extraccion de ADN para las caracteristicas
fisicas y biologicas del camardn Penaeus vannamei es un limitante para el conocimiento de su
diversidad (Giacomazzi et al., 2005) y elegir un método adecuado para la extraccion de los
acidos nucleicos depende del estudio de varios factores como; pureza requerida, tamafio de
fragmento requerido, tipo de muestra y cantidad de muestra que se posee (Mirmomeni et al.,

2010), todos estos factores son claves para cualquier estudio del material genético.

En este trabajo se escogieron como muestras; un pool de intestino y un pool de
hepatopancreas de camaron P. vannamei y para la extraccion de su ADN se seleccionaron dos
diferentes métodos, siguiendo una guia de criterios claves mencionados por Sandoval &

Armendariz (2016).
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Se escogid un método convencional modificado con una extraccion por fenol — cloroformo,
un método generalmente muy utilizado por sus buenos resultados, reproducible, sencillo y de
bajo costo (Lopera-Barrero et al., 2008); (Sanchez et al., 2016), que se enfrentd a un kit
comercial de extraccion “PureLink TM microbiome”, método rapido Yy eficiente para
investigaciones con microbiomas (Scientific, 2015), el método se escogié debido a que las
muestras de intestino y hepatopancreas de P. vannamei, presentan una gran cantidad de
bacterias (Rungrassamee et al., 2014), y estas, estan estrechamente relacionadas con el proceso
fisiologico y las funciones biologicas de todo el ciclo vital del camardn P. vannamei (Bou et

al., 2011); (Garibay et al., 2020).

En este trabajo se evaluaron los dos métodos seleccionados y se demostro la efectividad que
puede conseguir un método convencional modificado, frente a un kit comercial para la
extraccion del ADN de camar6n P. vannamei, estos resultados se han visto reflejados en
estudios realizados con diferentes crustaceos, como en la extraccion de ADN del
Macrobrachium carcinus, en donde el método convencional con fenol — cloroformo reflej6
similitud frente al kit comercial de extraccion “ENZA”, en cuanto a la concentracion de ADN

(Rodriguez, 2017).

El promedio de las concentraciones de ADN que se obtuvieron por el método convencional
modificado fueron; para intestino 518.96 ng/mL y para hepatopancreas 496.4 ng/mL vy el
promedio de las concentraciones obtenidas con el kit comercial PureLink Tm fueron; para
intestino 111.5 ng/mL y para hepatopancreas 67.76 ng/mL. Los resultados de las extracciones
de ADN se lograron de acuerdo a lo requerido, excepto, por el resultado de la extraccion con
kit para hepatopancreas, los demés valores de las extracciones servirian para tratamientos y
estudios posteriores como secuenciacion, segun Necochea y colaboradores (2004), las lecturas
se realizaron con la ayuda del equipo Qubit 2.0, flourémetro disefiado para medir las

concentraciones de ADN con una alta sensibilidad y en el stock requerido (Perez, 2018).
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La evaluacion de los métodos de extraccion, segun los analisis estadisticos realizados con
ANOVA, indicaron que para la extraccion de intestino, los dos protocolos pueden dar
resultados eficientes y esto se verificd mediante el método estadistico Tuckey, que compara la
similitud entre ambos métodos segun sus resultados (Silva et al., 2017). Pero, para la extraccion
del ADN de hepatopancreas los dos métodos de extraccion indicaron ser significativamente
diferentes, resultado que puede inferirse a la presencia de inhibidores tales como, la fase grasa
encontrada en el proceso de la extraccién de los acidos nucleicos ya que, en el hepatopancreas
se encuentra una gran cantidad de fosfolipidos, triglicéridos y es el érgano encargado de

metabolizar estos lipidos y absorber los nutrientes (NRC, 2011).

La fase grasa fue eliminada en el protocolo con fenol — cloroformo por su visibilidad en el
tubo conico en el proceso de extraccion, paso esencial que no se pudo realizar en el protocolo
del kit comercial, por lo que, las concentraciones de ADN obtenidas fueron menores

relacionadas a las obtenidas por el método convencional modificado.

En el estudio realizado por Gonzales de la Cruzy colaboradores (2011), en la extraccion del
ADN de langostino M. carcinus, con la metodologia de suelos y sedimentos planteada por
Rojas y colaboradores (2008), no se obtuvieron resultados para el hepatopancreas ya que
inhibidores restringian la recuperacion del ADN (Rojas-Herrera et al., 2008), inhibidores tales
como &cidos biliares y acidos grasos que se encontraron en el sistema digestivo del langostino

(Ahearn, 1978).

Las metodologias de extraccion del ADN de P. vannamei como para M. carcinus son
distintas, pero se encuentra una similitud en la muestra de hepatopancreas, para lo cual se
plantea que es necesario en cualquier protocolo de extraccion de ADN en donde la muestra
contenga acidos grasos, una preparacion previa de la muestra, en donde se tenga como

propdsito romper las cadenas saturadas para su posterior extraccion del ADN (Gonzales, 2011).



57

La evaluacion de la calidad del ADN de intestino y hepatopancreas de P. vannamei extraido
por ambos métodos, se realiz6 mediante electroforesis, con una concentracion en gel de agarosa
al 0.5%, para obtener una estimacion de la concentraciony el grado de entereza (Fierro, 2011),
se observaron diferencias en las bandas generadas para una misma muestra, con un protocolo

diferente de extraccion.

Los resultados de las electroforesis realizadas con las concentraciones de ADN de intestino
y hepatopancreas, obtenidas con el método convencional modificado mostraron tamafios de
fragmentos mucho mayores a los del marcador de peso molecular, que contenia repeticiones
de pares de bases, desde 100 pares de bases, hasta 2 072 pares de bases (Acufa et al., 2019),
los resultados se ven reflejados en las electroforesis realizadas con las concentraciones de ADN
de intestino y hepatopancreas obtenidas con el kit de extraccion PureLink TM, y la diferencia
observada con respecto a la ausencia y presencia de bandas de las concentraciones obtenidas
de una misma muestra, se puede deber al diferente método de extraccion o a presiones
ambientales y la composicion de la microbiota del intestino o hepatopancreas, que se

encontraba y diferia en las muestras analizadas (Gamboa et al., 2003).

La contaminacion presente en los carriles de los geles se mostro especialmente en las
electroforesis realizadas con los resultados del método convencional modificado, acentudndose
mucho mas en las concentraciones de ADN de hepatopancreas, en este caso se puede inferir
que, el método ocupado necesitaba incorporar en su protocolo de extraccién mas lavados con
cloroformo para separar totalmente los contaminantes como; proteinas y ARN, del acido
nucleico o ejecutar una filtracion con columnas especificas para eliminar las impurezas
(Salazar et al., 2015), columnas que se ven presentes en el kit PureLink TM y que junto a su
lisis tripe puede eliminar eficientemente los contaminantes (Scientific, 2019), método con el
cual, las concentraciones de ADN extraidas de intestino y hepatopancreas resultaron tener un

grado de pureza superior y no presentaron contaminacion en los resultados de su electroforesis.
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5.1 CONCLUSIONES

Al final del estudio se concluy6 que, el método méas aceptable en cuanto a los resultados de
las concentraciones de ADN de camaron Penaeus vannamei obtenidas fue, el método
convencional modificado con su extraccion por fenol cloroformo, ademas, por ser un método

de bajo costo y sencillo para el operario.

La caracterizacion de los dos métodos demostro una efectividad y una similitud en cuanto a
sus protocolos de extraccion de ADN de intestino, mientras que para el ADN de hepatopancreas
se presentdé complejidad con el Kit de extraccion y una diferencia significativa entre los dos
protocolos, debido a la presencia de inhibidores, mostrando la necesidad de una efectiva

preparacion de la muestra antes de su extraccion.

En cuanto a la pureza del ADN, el kit de extraccion PureLink TM, presentd una mayor
entereza en las concentraciones de ADN de intestino en los resultados electroforéticos. El
método convencional modificado podria alcanzar una pureza parecida a la del kit comercial de
extraccion, si en su protocolo de extraccion se incrementara el nimero de lavados con

cloroformo o una columna especifica de filtracion.

La eleccidn con respecto al costo beneficio de un método dependera del futuro tratamiento
que se desee dar al ADN obtenido, en este caso los resultados de la calidad y cantidad de las
concentraciones de ADN de cada muestra de intestino y hepatopancreas de camaron Penaeus
vannamei, seran claves para posteriores estudios y esencialmente analisis genéticos como el

estudio de metagendmica.

Los métodos estadisticos utilizados para verificar la normalidad de los datos y comparar la
similitud entre ambos protocolos, resultaron ser simples de usar, gracias al software Minitab

2019, mostrando resultados faciles de interpretar.
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5.2 RECOMENDACIONES

Las muestras de camardn P. vannamei, deben ser recolectadas con sumo cuidado y respeto,
para no estropear el material genético, manteniendo una asepsia controlada evitando la

contaminacién y usando material de laboratorio esterilizado durante su diseccion.

El desarrollo de los protocolos de extraccion necesita obligatoriamente una asepsia total del
area de trabajo y una correcta manipulacion de los implementos utilizados, para evitar

completamente la contaminacion cruzada entre las muestras.

Para la extraccion de ADN se requiere un completo estudio de la muestra, en el caso de la
muestra de hepatopancreas se recomienda eliminar los &cidos grasos que puedan inhibir la
extraccion del material genético y en las muestras de intestino realizar varios lavados con

cloroformo hasta obtener una muestra limpia.

Los protocolos de extraccion del ADN, deben seguirse a exactitud en cuanto a los
requerimientos de tiempos y temperaturas a las que se someteran las muestras, asegurarse de
que las soluciones a ocupar cumplan con el pH requerido y es necesario evitar las agitaciones
bruscas o exageradas, todos estos factores deben ser controlados para no estropear las muestras

y obtener éxito en los resultados de las extracciones.

La mayor recomendacion que se puede realizar, es directamente a los estudiantes, para que
se interesen en proyectos dirigidos a investigaciones y analisis genéticos, ya que se observo
que las bases de datos relacionadas con el estudio genético de varias especies que son de gran

interés atn no han sido estudiadas.
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ANEXOS

Anexo 1. Piscinas de las distintas camaroneras de la provincia de El Oro y Santa Elena.

Figura 27 Camaronera Valeria, en la provincia de El Oro, en Huaquillas.

Figura 28 Camaronera Valeria, piscina 1, coordenadas: 3°22'57" S, 80°7'39" 0



Figura 29 Camaronera Valeria, piscina 2, coordenadas: 3°23'1" S, 80°7'37" O.

Figura 30 Camaronera Valeria, piscina 3, coordenadas: 3°22'57" S, 80°7'41" O.
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Figura 31 Camaronera Rodriguez en la provincia de El Oro en Arenillas.

Figura 32 Camaronera Rodriguez: piscina 1, coordenadas 3°30'35" S, 80°11'30" O.
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Figura 33 Camaronera Rodriguez, piscina 2, coordenadas: 3°30'36" S, 80°11'29" O.

Figura 34 Camaronera Rodriguez, piscina 3, coordenadas: 3°30'34" S, 80°11'23" O
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Figura 36 Camaronera Camarosa, piscina 2.
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Figura 37 Camaronera Camarosa, piscina 3.

Figura 38 Camaronera en Chanduy, Provincia de Santa Elena, piscina 1.
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Figura 39 Camaronera en Chanduy, piscina 2.

=

Figura 40 Camaronera en Chanduy, piscina 3.
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Figura 41 Camaronera Bagen, piscina 1. En esta camaronera debido a sus restricciones no se pudieron
capturar mas fotografias.



Anexo 2. Recoleccion de camarones P. vannamei en las diferentes piscinas

Figura 43 Recoleccion de camarones, en la provincia de El Oro.
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Anexo 3. Protocolo convencional modificado con fenol — cloroformo

Fase 1. Preparacion de la muestra

1. Se pesa 1g de la muestra en un tubo conico de 2mL y se agrega 1 mL de TEN para

macerar con ayuda de un pistilo.

Figura 44 Macerado de la muestra mezclada con TEN

2. Homogenizar la muestra macerada dentro del tubo agregando 1 mL mas de TEN.

Asegurarse de no rebasar el volumen en el tubo.

Figura 45 Muestra macerada con 2 mL de TEN



3. Llevar al vortex para agitar las muestras por 30 segundos.

Figura 46 Agitado de las muestras en vortéx para mejorar la homogenizacién

4. Incubar a 65 °C por 10 minutos en bafio seco.

) Hoating

AccuBLock” S ToE
Digital Dry Bath

Figura 47 Bafio seco con las muestras de ADN en su interior
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5. Centrifugar a 10 000 g por 10 minutos a 4 °C.

Figura 48 Centrifuga configurada para el proceso

6. Enfriar a-20 °C por 10 minutos.

Figura 49 Muestras almacenadas a -20 °C
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7. Centrifugar a 10 000 g por 10 minutos a 4 °C. En la muestra de hepatopancreas se
forman tres fases, la fase grasa que se encuentra en el parte superior del tubo coénico

debe ser eliminada.

~ '\\ J"

ro

Figura 50 Extraccién de la primera capa que contiene alta cantidad de grasa

8. Recuperar en otro tubo conico de 2 mL nuevo, 1 mL del sobrenadante de cada muestra.

Figura 51 Traspaso del sobrenadante a tubos conicos nuevos
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Fase 2. Extraccion de ADN

1. Afadir SDS a una concentracion final de 1% (100 pL), RNAsa a una concentracién

final de 0.1 mg/mL (5.5 yL), e incubar a 37 °C durante 5 minutos.

Figura 52 Muestra con SDS y RNAsa lista para proceder a incubar

2. Afiadir 1 volumen de fenol (1 mL) (pH 6.6) y agitar en un vortex durante 30

segundos.

Figura 53 Muestra con fenol para luego agitar en el vértex
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3. Centrifugar a 16 000 g durante 5 minutos a 4° C y transferir el sobrenadante (1 mL)

a un tubo conico de 2 mL nuevo.

Figura 54 Sobrenadante transferido a un tubo conico nuevo

4. Afadir 1 volumen de fenol (500 uL) (pH 6.6): cloroformo (500 uL) (1:1) y agitar

en vortex durante 30 segundos.

Figura 55 Fenol utilizado en el proceso con un pH de 6.6
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5. Centrifugar a 16 000 g durante 5 minutos a 4 °C y transferir el sobrenadante (1 mL)

a un tubo conico de 2 mL nuevo.

Figura 56 Centrifuga configurada a 5 minutos para obtener el nuevo sobrenadante

6. Afadir 1 volumen de cloroformo (1 mL) y agitar en un vértex durante 30 segundos.

Figura 57 Vortex listo para la agitacion
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7. Centrifugar a 16 000 g durante 5 minutos a 4 °C y transferir el sobrenadante (1 mL)

dividido en dos alicuotas de 500 uL a dos tubos ¢ de 1.5 mL nuevos.

J—

Figura 58 Tubos de 1.5 mL con la muestra dividida en alicuotas de 500 pL

8. Afiadir a cada tubo 2 volumenes de etanol absoluto (1 mL) a -20 °C + 1/10 volumen
de acetato sédico (40 pL) 3M (pH 5.2) y guardar a -20 °C durante un tiempo minimo

de 1 hora.

Figura 59 Todas las muestras divididas en las dos alicuotas de 500 pL cada una
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9. Centrifugar a 16 000 g durante 15 minutos a 4 °C, tirar el sobrenadante, dar un pulso

en la centrifuga y retirar lo que quede de sobrenadante con una micropipeta.

Figura 60 Sobrenadante desechado con cuidado, para la obtencién del pellet

10. Afadir 1 mL de etanol al 70%.

Figura 61 Etanol siendo agregado a las muestras en una camara de extraccion.
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11. Centrifugar a 16 000 g durante 15 minutos a 4 °C, desechar el sobrenadante, dar un

pulso en la centrifuga v retirar lo que quede de sobrenadante con una micropipeta.

[

Figura 62 Interior de centrifuga donde las muestras son colocadas de manera que no se ocasione un
desequilibrio

Figura 63 Retirado del sobrenadante con la ayuda de una micropipeta
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12. Secar el precipitado en una campana de extraccion durante 40 — 60 minutos, con la

tapa del tubo conico abierta.

Figura 64 Tubos conicos con tapas abiertas dentro de una campana de extraccion para secado del
precipitado.

J'.'s.. -

Figura 65Muestra luego de una hora en la campana de extraccién
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13. Afiadir 50 pL de TE 110 E (pH 7.5) sobre el precipitado y dejar que se suspenda a

4° C durante toda la noche. EI ADN quedara listo para ser usado o almacenado.

Figura 66 Muestras con TE (pH:7.5)



Anexo 4. Protocolo de extraccion de and con kit “PureLink TM DNA microbiome”

1. Afiada 0.2 gramos de muestra y 600 uL de Lysis Buffer al Bead Tube.

Figura 68 Pesado de muestra dentro de cada bead tube
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2. Coloque en vortex hasta que la muestra se disperse en el liquido.

m

Figura 69 Muestras en los bead tubes mas lysis Buffer antes de ir al vortex

3. Aifada 100 uL de Lysis Enhancer y lleve al vortex brevemente.

Figura 70 Solucion S2: Lysis Enhancer
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4. Incube la muestra a 65 °C por 10 minutos.

Figura 71 Muestras sometidas a 65 °C

5. Homogenice la muestra utilizando el adaptador del vortex por 10 minutos a velocidad
maxima.

Figura 72 Las muestras nuevamente sometidas a agitacion en el vortex.



6. Centrifugue a 14 000g por 5 minutos.

Figura 73 Centrifuga programada

7. Transfiera hasta 400 uL del sobrenadante a un tubo nuevo.

Figura 74 Transferencia del sobrenadante con ayuda de una micropipeta
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Figura 75 Sobrenadante en un nuevo tubo

8. Aifada 250 uL de Cleanup Buffer y lleve al vortex de manera inmediata para asegurarse
dispersion homogénea y eliminacion de inhibidores (acidos biliares, &cidos humicos, etc.).

Figura 76 Solucion S3: Cleanup Buffer



Figura 77 Reactivo colocado en cada muestra con una micropipeta

9. Centrifugue a 14000 g por 2 minutos.

Figura 78 Centrifuga configurada
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10. Transfiera hasta 500 uL del sobrenadante a un tubo nuevo, evite tocar el precipitado y
cualquier residuo.

Figura 79 Transferencia del sobrenadante a otro tubo

11. Ahora unir el ADN a la columna “spin column”. Primero afiada 900 uL de Binding Buffer
y lleve al vortex brevemente.

Figura 80 Solucién S4: Binding Buffer
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Figura 81 Reactivo siendo agregado a los tubos con columnas adaptadas

12. Cargue 700 uL de la mezcla en una columna (spin column) acoplada a un tubo.

Figura 82 Tubos con columnas para el proceso
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13. Centrifugue a 14 000 g por 2 minutos. Descarte el sobrenadante y repita nuevamente.

Figura 83 Centrifuga programada para el proceso

14. Para lavar el ADN coloque la “spin column” en un tubo nuevo y afiadale 500 uL de Wash
Buffer.

&

S i
w“fg Buffer €O
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Figura 84 Solucién S5: Wash Buffer
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15. Centrifugue a 14 000 g por 1 minuto.

Figura 85 Muestras en centrifuga programada para el proceso

16. Descarte el liquido y centrifugue nuevamente por 30 segundos a 14 000 g para eliminar el
Wash Buffer.

Figura 86 Reactivo wash buffer agregado a las muestras



101

17. Coloque la “spin column” en un tubo nuevo y afidadale 100 uL de Elution Buffer y deje a
temperatura ambiente por 1 minuto.

Figura 87 Solucion S6: Elution Buffer

18. Coloque nuevamente el eluido que contiene el ADN, sobre la columna y aplique una
segunda elucion.

Figura 88 Aplicacion de la segunda elucion
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19. Centrifugue por 1 minuto a 14 000 gy descarte la columna.

Figura 89 Muestras colocadas en la centrifuga

20. El ADN purificado se encuentra en el tubo y listo para uso o para almacenarlo.

Figura 90 Columna desechada para obtener el ADN
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Figura 91 Tubos rotulados con el ADN obtenido
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