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Notacientifica

Preservacion y almacenamiento de ADN de mariposas utilizando papel filtro

Preservation and storage of butterfly DNA using filter paper
LUZ MIRYAM GOMEZ-P! y SANDRA |. URIBE?

Resumen: Dos técnicas de almacenamiento de ADN de mariposas se compararon por medio de la Reaccién en Cadena
delaPolimerasa (PCR) mediante la amplificacion de un fragmento del gen ND4. El ADN extraido se depositd en tubos
de microcentrifugay se almacen6 a-20°C, alternativamente se deposito en papel defiltro y se almaceno a temperatura
ambiente. Las amplificaciones de fragmentos de ADN mediante PCR provenientes de papel filtro exhibieron buena
calidad. Nuestrosresultados sugieren € al macenamiento en papel filtro como unaalternativasencilla, efectivay econdmica
parapreservar €l ADN extraido.

Palabr as clave: Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). ND4. Lepidoptera.

Abstract: Two techniquesfor butterfly DNA storage were compared using Polymerase Chain Reaction (PCR) amplification
of afragment from the ND4 gene. Extracted DNA was put into microcentrifuge tubes and stored at -20°C; alternatively,
they were put on filter paper and stored at ambient temperatures. Fragments of DNA amplified through PCR that came
fromfilter paper exhibited high quality. Our results suggest storage on filter paper to be asimple, effectiveand inexpensive
aternative to preserve extracted DNA.
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L os estudios mol ecul ares en mariposas han proporcionado un
renacimiento en la sistematica de este grupo que constituye
uno delosmasgrandesy diversosdel mundo animal. Al interior
de Insecta, el orden Lepidoptera (mariposas y polillas)
constituye el segundo orden mas rico en nimero de especies,
con cerca de 170.000 especies reconocidas y unas 300.000
especies todavia sin describir (Wahlberg 2006). Con base en
dichos estudios, se han abordado aspectos taxondmicos,
biogeogréficos y evolutivos proporcionando avances
significativos en el conocimiento sobre estos organismos
(Sperling 2003; Sperling y Harrison 1994; Mallarino et al.
2005; Whinnett et al. 2005).

En laactualidad técnicas como la obtencion de secuencias
nucleotidicas y otras basadas en la PCR (por su nombre en
inglés Polimerase Chain Reaction), son de uso comun en los
estudios de sistematica mol ecular de mariposasy constituyen
una de las principales herramientas para complementar y
contrastar la informacion obtenida con base en caracteres
morfol 6gicos (Campbell y Pierce 2003; Keyghobadi et al.
2003). Para los entomologos y en este caso particular para
aquellosinteresados en estudios molecul ares de mariposas, €l
intercambio de muestras (especimenes o ADN) asi como la
calidad y cantidad de ADN obtenido son de gran importancia;
por lo tanto, aspectos como el almacenamiento, trasporte y
posible degradacion de las muestras por los ciclos repetidos
de congelacion y descongelacion deben recibir especial
consideracion. Todosell os, determinan en gran partelacalidad
de lainformacién obtenida (Hoy 1994; Avise 2004; Dessauer
et al. 1996).

Por lo general, las extraccionesdeADN realizadas a partir
de insectos son almacenadas de formaindividual en tubos de

microcentrifuga y congeladas a -20°C o -80°C hasta su
utilizacion en las diferentes técnicas moleculares; también
pueden pel etizarse medi ante precipitacion en a cohol o secarse
al vacio cuando se almacenan por largos periodos. En este
ultimo caso, se requiere la resuspension del ADN en el
momento de realizar latécnicade amplificacion (PCR) (Yang
et al. 1997).

El papel filtro es usado de rutina en procedimientos de
laboratorio y se haimplementado con éxito en extraccionesde
ADN. Asi, la técnica conocida como Flinders Technology
Associates (FTA®) permite laextraccion del ADN apartir de
sangrey su preservacion a temperatura ambiente. En ella, se
utilizael papel filtro como unamatriz de almacenamiento del
ADN siendo unasolucién adecuadaparaaisarloy preservarlo.
Aunque estatécnicase harealizado con alguin éxito en plantas
y pequefios insectos, es demasiado costosa en relacion con la
lisis celular tradiciona en la que se basa la mayoria de los
meétodos de extraccion de ADN en insectos (1 délar vs 0.05
ddlares por muestra). (Devost y Choy 2000; Natargjan et al.
2000; Snowden et al. 2002). En la presente nota se presenta
una forma sencilla, econdmica y efectiva para almacenar,
preservar e intercambiar ADN de mariposas utilizando papel
filtro. Via PCR se compar0 la utilizacion del papel filtro
comercial con la congelacién y almacenamiento en tubos de
microcentrifugaa-20°Cde las muestras.

Materialesy M étodos
Lasmariposas utilizadasfueron Oleria fumata (Haensch, 1905)

y Oleriamakrena (Hewitson, 1854) colectadasen el municipio
de Jardin, Antioquia. Las extracciones de ADN individuales
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serealizaron apartir de dos patas de las mariposas congel adas
a -20°C entre dos a cinco meses de su recoleccion. La
extraccion se realizé mediante e método sugerido en € kit
comercial Dneasy kit (QIAGEN).

El ADN extraido de 50 muestras fue resuspendido en 80
pl, de TE. La calidad de las muestras se verificoO mediante
observacion en geles de agarosa a 0,8%. Las muestras con
PCR positivo para e gen ND4 (subunidad 4 de la NADH-
deshidrogenasa-mitocondrial-) se seleccionaron para la
comparacion. Posteriormente, se dispuso de dos trozos
circularesde 3 cm de didmetro de papel filtro No.1 de advantec
MFS, inc. marcados con |piz para cada muestra. Con una
micropipeta Gilson se depositaron sobre cada circulo 25 pl,
de ADN y se degjaron secar durante 10 horas. Para ello, los
circulos se colocaron sobre cajas de petri estériles con doble
papel servilleta encimay debajo. Una vez secos, seretiraron
delas cajas petri y se depositaron en sobres blancos de papel
respectivamente marcados que se almacenaron atemperatura
ambiente (25°C) en un cajén de maderade 20 x 20 cms. Otros
25 pl, de cada muestra se ailmacend a -20°C en tubos de
microcentrifuga.

Cada mes durante cuatro meses tanto las muestras
congeladas como las almacenadas en papel filtro, se probaron
para PCR utilizando los cebadores ND4ar 5 -AA(A/
G)GCTCATGTTGAAGC-3' y ND4c 5 -ATTTAAAGG(T/
C)AATCAATGTAA-3', disefiados por Uribe et al. (2001) en
el CDC deAtlanta, que amplifican un fragmento del gen ND4
de aproximadamente 600pb. La PCR se desarroll6 con el
siguiente perfil térmico: 94°C durante tres minutos, 35 ciclos
a93°C, durante 30 segundos, 48°C durante un minuto, 70°C
duranteun minuto y un paso final de extension de 72°C durante
10 minutos. Los geles se visualizaron y fotografiaron en un
transiluminador con luz ultravioleta (Biodoc analyzer,
Biometra).

Para ambos tratamientos el volumen de lareaccion fue de
50 pl empleando 2 pl de ADN molde en el caso del ADN
congelado y un circulo de papel de 4mm, retirado con un
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sacabocado de las muestras almacenadas a temperatura
ambiente (aprox. 25°C) y depositado en lamezcladereaccién.
Losreactivos de mezclade reaccion, (Fermentas) se utilizaron
en las siguientes cantidades y concentraciones: 5 pl de buffer
10x, 4 pul deMgClI2 (25 mM), 0,1 pl dedNTPs (1mM), 0,3 ul
de taq polimerasa (500U) y 0,3 pl de cada primer (50 uM) y
aguaultrapuraestéril gjustadaal volumenfinal delareaccion.
Las muestras se clasificaron como positivas o negativas para
PCR.

Resultados

Delas 50 extracciones, 48 fueron positivas para PCR con los
cebadores paraamplificar el fragmento del gen ND4 las cuales
se seleccionaron paralacomparacion. Al realizar denuevolos
PCR después de preservar las muestras congeladasy en papel
filtro, se aobtuvieron resultados positivos en cada uno de los
cuatro meses para latotalidad de las muestras. En lafigura 1
se observan algunos de los amplificados para algunas de las
mariposas.

Los resultados verifican que el ADN almacenado a
temperatura ambiente en papel filtro durante cuatro meses
funciond de forma efectiva para el almacenamiento y
preservacion del ADN gendmico verificado por latécnicade
PCR. Esta técnica representa una excelente fuente de
almacenamiento de ADN sin los costos de congelacion y con
gran economiade espacio, yaque un gran nimero de muestras
podrian a macenarse en sobres de papel en gabinetes de madera
atemperatura ambiente. Otra ventgja es €l fécil intercambio
delasmuestrasentreinvestigadores al poder enviar losdiscos
de papel envez del ADN en solucién lo cual significano solo
bajar los costos, sino también los riesgos de pérdida de la
muestra por derrames o fracturas en los tubos. Estaforma de
envio también es Util pararemitir las muestras a laboratorios
nacionales o internacionales para andlisis 0 secuenciacion.
Adicionalmente, se evitan los ciclos de congelacion y
descongelacion que afectan la calidad del ADN y se optimiza
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Figura 1. Amplificados del gen ND4 para ejemplares de O. fumata y O. makrena. Las muestras del gel A fueron congeladas a-20°C. Las muestras
del gel B fueron conservadas en papel filtro. En los carriles nimero 2-3, 6-7, 10-11, 14-15 se sembraron muestras de O. fumata. En los carriles 4-5,
8-9, 12-13, 16-17 se sembraron muestras de O. makrena. El carril nimero 1 corresponde a marcador de peso molecular (100 pb).
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lacantidad de reacciones delaPCR que pueden realizarse con
base en unamuestra, lacual corresponde a nimero decirculos
que pueden usarse para cada reaccion.

Es importante validar este estudio con un niimero mayor
de muestras y por diferentes tiempos de almacenamiento del
ADN ya que existe cierto grado de degradacion del acido
nucleico, el cua puede ser mésevidente con €l paso del tiempo.
Estaformade conservar y preservar el ADN puede ser degran
utilidad en especia para técnicas como la PCR en lacual se
logran resultados exitosos con pequefias cantidadesdeADN y
aun con cierta degradacion. Esto es especialmente vélido para
ADN mitocondrial uno delos més utilizados en la actualidad
paraestudios evolutivosy biogeogréficos (Quicke 1993; Avise
2004; Hoy 1994).
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