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Resumen

Objetivos: Evaluar diferentes tratamientos de preservación de especímenes Anopheles 
albimanus para conocer su utilidad para conservar la cantidad y calidad del ADN que 
permita su análisis en estudios moleculares posteriores.
Materiales y métodos: Se realizó un estudio comparativo experimental con tres bloques 
de trata mientos de preservación: sílica gel, etanol y congelación; los dos últimos bloques se 
dividieron en dos niveles cada uno: etanol absoluto, etanol al 70% y congelación a -20°C, 
congelación a -80°C respectivamente. El bloque control estuvo conformado por especí-
menes frescos sin tratamiento de preservación. Se extrajo el ADN de cada espécimen, se 
cuantificó por espectrofotometría y se amplificó el espaciador interno transcrito 2 (ITS2) 
mediante PCR. Se realizó un análisis comparativo entre bloques de tratamiento usando la 
frecuencia de amplificación de ITS2.
Resultados: Se obtuvo la amplificación de ITS2 de todos los especímenes sin preservación 
previa, del 60% de los preservados en sílica gel y del 20% de los preservados en congelación 
a -80°C y en etanol al 70%. Se halló diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) 
entre las proporciones de amplificación observadas. No se obtuvo amplificación de los 
especímenes preservados en congelación a -20°C y no se observó una correlación por 
regresión logística (p>0,05) entre el índice DO260/DO280 y la concentración de ADN de 
los especímenes que presentaron amplificación de ITS2. 
Conclusiones: Los datos sugieren que la conservación en sílica gel o la congelación que 
se vayan a -80°C pueden ser las mejores condiciones para la preservación de especímenes 
Anopheles a utilizar en estudios moleculares posteriores.
Palabras clave: Anopheles, malaria, ADN, preservación de muestras, reacción en 
cadena de la polimerasa. 
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Abstract

Introduction: Various methodologies have been reported for long term specimen preser-
vation, which protect the DNA from degradation allowing its posterior analysis in molecu-
lar studies. However, the effectiveness of the preservation methods may vary among insect 
groups; therefore, it is convenient to determine the preservation method to be used with a 
particular group before performing molecular studies with a large number of specimens. 
Objetives: An experimental comparative study was conducted to evaluate different pres-
ervation treatments for Anopheles albimanus, to know their utility in conserving the 
quantity and quality of DNA to be used in subsequent molecular studies. 
Methods: DNA was extracted from each specimen, it was then quantified by spectropho-
tometer and the Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2) was amplified by PCR.
Results: ITS2 amplification was obtained in all specimens without previous preservation, 
in 60% of those preserved in sílica gel and in 20% of those preserved at -80°C and in 70% 
ethanol. A significant difference (p<0.05) was found between amplification proportions. 
Amplification was not obtained in specimens preserved frozen at -20°C and not correla-
tion by logistic regression was observed between the DO260/DO280 index and DNA con-
centration of specimens presenting ITS2 amplification.
Conclusions: The data suggest that keeping specimens in silica gel or frozen at -80°C 
may be the best conditions to preserve Anopheles specimens for subsequent molecular 
studies. 
Key words: Anopheles, malaria, DNA, samples preservation, polymerase chain 
reac tion. 

Aproximadamente 50 especies de Anophe les 
están descritas como vectores de la ma laria 
(5). Anopheles albimanus, Ano pheles aquasalis, 
Anopheles darlingi, Ano phe les nuneztovari s.l. 
y Anopheles pseu do punc tipennis s.l. han sido 
repor tados como vec tores principales en 
América Latina (2), mientras que para Co-
lombia se consideran como vectores prin -
cipales a las especies: An. albimanus, An. 
darlingi y An. nuneztovari s.l. (6). 

Entre las estrategias adoptadas para el con-
trol de la malaria, el control de vectores ha 
sido una de las más efectivas, al bloquear 
el ciclo de transmisión del parásito (7). Es 
así como en los últimos años han cobrado 
relevancia los estudios que permiten pro-
fun dizar en el conocimiento del vector, con 
un enfoque de investigación básica y/o apli -
cada (8); principalmente aquellos diri gi-
dos a la identificación de las especies y la 

INTRODUCCIÓN

La malaria es una enfermedad potencial-
mente mortal, causada por parásitos proto-
zoos del género Plasmodium (Coccidia: Plas -
mo diidae) que se transmiten a las per sonas a 
través de la picadura de mosquitos hembra 
del género Anopheles (Diptera: Cu licidae) (1, 
2). Es una de las enfermedades parasita-
rias de mayor impacto a nivel mun dial; se 
registra en 9 países de América, principal-
mente en aquellos que comparten la selva 
ama zónica, y en 8 países de América Cen-
tral y el Caribe (3). Colombia reporta apro-
xi madamente el 20% del total de casos de 
malaria de la región de las Américas y el 
riesgo mayor de transmisión se presenta 
en las zonas rurales ubicadas en la parte 
alta del río Sinú, Bajo Cauca, Urabá y en la 
región Pacífica (4). 
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descripción de la distribución, bionomía y 
capacidad vectorial de los Anopheles spp. 
presentes en las zonas endémicas (9-10). 
En la actualidad, la mayoría de estos estu-
dios incluyen el análisis del ADN de los es-
pecímenes, evaluando secuencias tanto de 
ADN nuclear como mitocondrial (10), que 
son amplificadas mediante técnicas mo ­
leculares como la Reacción en Cadena de 
la Polimerasa (PCR), técnica altamente sen -
sible a la contaminación, inestabilidad y de-
gradación del ADN (11). 

La integridad del ADN puede ser afectada 
por diversos factores, como cambios de 
temperatura, la exposición a fuentes de 
ra diación, variación del pH, presencia de 
microorganismos, pro cesos enzimáticos y 
químicos, entre otros; que a su vez pueden 
afectar o dificultar el análisis y la obten-
ción de datos moleculares, principalmente 
cuando se pretende el análi sis de muestras 
preservadas por largos periodos de tiempo 
(11-14). 

En general, la obtención de ADN a partir 
de especímenes frescos es más conveniente 
para mantener la integridad del mismo 
(15); sin embargo, en algunas ocasiones no 
es posible realizar la extracción del ADN 
de los especímenes recién recolectados, y 
es necesario conservarlos por periodos de 
tiem po prolongados usando diferentes mé-
to dos de preservación (16), tales como: la 
inmersión de la muestra en etanol absoluto 
(17-18) o al 70% (19, 20), la conservación en 
seco, añadiendo sílica gel (21), o la conge-
lación a -20°C (22) o a -80°C (23). 

Los análisis de biología molecular requie-
ren que el ADN que se va a analizar sea de 
buena calidad; por ello, la verificación de la 
calidad del ADN extraído es un pa so esen-
cial para la aplicación de proce di mientos 

posteriores. Teniendo en cuenta que existe 
poco conocimiento sobre la ca pa  cidad que 
poseen los diferentes méto dos de preserva-
ción para mantener la in tegridad del ma-
terial genético obtenido de mosquitos del 
género Anopheles, en es te estudio se com-
pararon cinco métodos pa  ra la preservación 
de especímenes An. albi  manus: inmersión 
en etanol absoluto y al 70%, congelación 
a -20°C y a -80°C y conservación en seco 
añadiendo sílica gel, con el fin de evaluar 
cuál(es) de estos mé  to dos permite(n) ob-
tener un ADN de bue na calidad y cantidad 
para ser utilizado pos teriormente en estu-
dios moleculares.

MATERIALES Y MÉTODOS

Colección de especímenes y 
métodos de preservación

Los mosquitos adultos, Anopheles albi ma  nus, 
analizados en este trabajo se reco lec taron en 
un trabajo entomológico previo, realizado 
en el corregimiento Panguí, ubi cado en el 
municipio Nuquí, en el depar tamento del 
Chocó (5°39’ N, 77°18’ W). Los detalles de 
la estrategia de muestreo y de identificación 
de los especímenes pueden ser consultados 
en Gutiérrez et al. (24). 

El tiempo entre la captura de los especímenes 
y la etapa final de preservación en los tra­
tamientos evaluados en este estudio no fue 
superior a una semana; sin embargo, du -
rante el periodo de pretratamiento se al-
ma  cenaron todos los especímenes en via-
les individuales agujerados en la tapa y 
almacenados en bolsas selladas que con te-
nían sílica gel. 

Para el tratamiento de cada espécimen An. 
albimanus se separaron las extremidades 
(alas y patas) y se preservó de manera in-
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dividual el cuerpo (cabeza, tórax y abdo-
men) durante un período mí nimo de 5 me-
ses para el tratamiento de sílica gel y de 
hasta 26 meses para los tra ta mientos de pre-
servación en etanol absoluto, etanol al 70%, 
congelación a -20°C y congelación a -80°C, 
sin considerar el tiem po como una variable 
para examinar en este estudio. 

Para todos los tratamientos de preservación 
los especímenes se alma cenaron en via les 
individuales, de la siguiente manera: Para 
todos los tratamientos de preservación los 
es pecímenes se almacenaron en viales in-
di  vi duales; de la siguiente manera: para 
etanol absoluto y etanol al 70%, los espe-
címenes se almace naron sumergidos di-
rec ta mente en la con  cen tración de etanol 
co rrespondiente de acuerdo con el diseño 
experimental; pa  ra los especímenes almace-
na dos en con gelación no se adicionó nin-
gún aditi vo al vial que contenía el espé-
cimen, sim plemen te se depositaron en la 
tem peratura co rres pondiente de acuerdo 
con el diseño del es tudio, y en el caso de la 
preservación en sílica gel se realizó un agu-
jero en la tapa de cada vial y se almacenó 
en bolsas her méticamente selladas que con-
tenían la sílica gel de manera externa al vial. 

Diseño experimental

Este estudio se realizó bajo un modelo expe-
rimental de comparación de bloques, en el 
que la variable independiente correspondió 
a los métodos de preservación de especí-
menes y la variable dependiente o de res-
puesta correspondió a la amplificación del 
marcador molecular ITS2 mediante PCR. 

Se consideraron como unidades experimen -
tales los especímenes An. albimanus pre-
servados en cada nivel de tratamiento y se 
realizó un cálculo de muestra no pro ba bi-

lístico por conveniencia. En el dise ño expe-
rimental se establecieron tres blo ques de tra-
tamientos: sílica gel, etanol y con gelación; 
los dos últimos bloques se divi  dieron, a su 
vez, en dos niveles cada uno: etanol absolu-
to, etanol al 70% y con ge lación a -20°C, con-
gelación a -80°C res pec tivamente. 

El bloque de sílica gel fue almacenado a 
temperatura ambiente, donde la tempera-
tura promedio en Medellín es tá entre 19 
y 24°C (25); el bloque control estuvo con-
formado por especímenes fres cos sin tra-
ta miento de preservación (An. albima nus 
donados de la colonia del PECET, Univer-
sidad de Antioquia). Cada uno de los gru-
pos que se iban a comparar, incluyendo el 
control, contenían 5 especímenes o réplicas; 
a cada réplica se le realizaron 3 mediciones, 
tanto en el procedimiento de cuantificación 
del ADN como en la amplificación mediante 
PCR de la secuencia del espaciador interno 
transcrito 2 (ITS2).

Extracción y cuantificación del ADN

Se realizó la extracción del ADN genómico 
de cada una de las 5 réplicas dispuestas en 
los diferentes bloques de tratamiento. Como 
un paso previo a la extracción del ADN, se 
lavó cada espécimen con 100 ml de etanol al 
95% y con 100 ml de TE 1X, excepto aquellas 
muestras pertenecientes a los bloques de 
etanol, que se lavaron una vez en 100 ml de 
TE 1X. 

La extracción de ADN se realizó mediante 
el uso de soluciones salinas y la posterior 
precipitación con etanol (26), como se des-
cribe brevemente: la lisis celular se efectuó 
mediante maceración y homogenización 
de cada muestra en 100 ml de buffer de li­
sis (NaCl 0,1M, sucrosa 0,1M, Tris 0,1M, 
pH 9,1, EDTA 0,05, SDS 0,5%), se adicionó 



40 Salud Uninorte. Barranquilla (Col.) 2011; 27 (1): 36-48

Tatiana Castaño Sepúlveda, Paola Sánchez Zapata, Lorena Viana Guerra, 
Margarita Correa Ochoa, Lina Gutiérrez Builes, Mario Zapata Tamayo

acetato de potasio (1M) y se incubó toda la 
noche a -20°C. Finalmente, mediante tres 
procesos de precipitación sucesiva, usando 
etanol absoluto y etanol al 70%, se obtuvo el 
ADN de cada espécimen, el cual fue homo-
genizado en 25 ml de buffer TE (Tris 10mM, 
EDTA 1mM, pH 7,6), y el producto final se 
almacenó a -20°C. 

La cuantificación del ADN extraído de cada 
espécimen se realizó por medio de la lectura 
de absorbancia de tres diluciones diferentes, 
cada una con un volumen final de 100 ml 
(dilución 1:50), a una densidad óptica de 
260 y 280 nm, mediante espectrofotometría 
de luz (Smartspec 3000® de BIO-RAD, Her-
cules, CA). 

Para cada medición se deter minó el índice 
DO260/DO280 para evaluar la pureza del 
material extraído, cuyo valor se espera en 
un rango de 1,7 a 1,9 cuando el ADN está 
li bre de contaminantes de tipo proteico o 
RNA (27).

Amplificación por PCR de ITS2

Como un indicador final de la calidad del 
ADN extraído de cada espécimen sometido 
a los diferentes métodos de preservación 
se realizaron tres reacciones diferentes de 
amplificación por PCR de las secuencias 
ITS2 por cada réplica; este marcador mo-
lecular fue elegido para este estudio por su 
utilidad para la identificación molecular de 
diferentes especies del genero Anopheles. 
en total se realizaron 90 reacciones de am-
plificación, procesadas en tres fechas dife­
rentes, siguiendo las condiciones descritas 
por Zapata et al. (28). 

Como control positivo de la amplificación 
se utilizó un clon que contiene la secuencia 
de ITS2 de An. albi manus. 

Los productos de la PCR-ITS2 se ana lizaron 
mediante una electroforésis en gel de aga-
rosa al 1% con tinción con bromuro de eti-
dio y visualizados en el transiluminador 
UV - BIORAD 2000 (Hércules CA, USA). 

Se usó el marcador de peso molecular Hy-
per Ladder I de 200-10.000 pb (Bioline, Lon-
don, UK) para determinar el tamaño de los 
pro ductos de PCR. 

Análisis estadístico 

Se compararon los re  sultados correspon-
dientes a la fre cuen  cia de amplificación ob­
tenida en ca da blo que, niveles y sub niveles 
de trata mien to. Los resultados obte nidos de 
la fre cuen cia de amplificación se a nalizaron 
com pa rativamente entre blo  ques de trata-
mien to. Las medidas de dependencia utili-
zadas fueron : la “t” de Student, la diferencia 
de proporciones, el test exacto de Fischer y 
la regresión logística. Para el análisis esta-
dís tico y la graficación se utilizó el paquete 
estadístico SPSS versión 10 (SPSS Inc., Chi-
cago, IL).

RESULTADOS

Cantidad y calidad del ADN extraído

Se obtuvo una concentración promedio de 
ADN de 122,5 µg/mL para las muestras pre-
servadas en etanol absoluto, 151,2 µg/mL 
para las de etanol al 70%, 179,1 µg/mL para 
las muestras preservadas en sílica gel, 180,3 
µg/mL para las de congelación a -80°C, 210,7 
µg/mL para congelación a -20°C y 97,4 µg/
mL para los especímenes sin tratamiento de 
preservación. 

Los valores promedio de 100,9 µg/mL, 83,4 
µg/mL, 216,1 µg/mL, 311,2 µg/mL y 97,4 
µg/mL correspondieron a la concentración 
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de ADN de las muestras que presentaron 
amplificación en la PCR-ITS2, almacenadas 
previamente en eta nol absoluto, etanol al 
70%, sílica gel, con gelación a -80°C y espe-
címenes frescos res pectivamente. 

El promedio obtenido de la concentración 
de ADN de todas las mues tras que ampli-
ficaron en la PCR-ITS2 fue de 190,6 µg/mL, 
con una desviación estándar (DE) de 91,9; 
mientras que para las muestras que no am-
plificaron en la PCR-ITS2 se observó un va-
lor promedio de 161,8 µg/mL (DE: 76,5). 

No se observaron diferencias significativas 
(p>0,05) entre los valores de concentración 
de ADN de las muestras que amplificaron 
por PCR-ITS2 y las que no amplificaron (Fi­
gura 1A). 

Los valores obtenidos del índice DO260/
DO280 de las muestras analizadas oscilaron 
entre 1,5 a 1,9, y no se observaron diferencias 
significativas (p>0,05) entre los valores de 
las muestras con y sin amplificación por 
PCR-ITS2. 

Se observó un valor promedio de 1,5 (DE: 
0,38), respecto al índice DO260/DO280 co-
rres pondiente a las muestras que presen-
taron amplificación en la PCR-ITS2, mientras 
que para las muestras que no presentaron 
amplificación de ITS2 se en contró un valor 
promedio de 1,6 (DE: 0,28) (Figura 1B).

Amplificación por PCR de ITS2

Se obtuvo amplificación de ITS2 del 60% 
de las muestras conservadas en sílica gel, 

Fuente: Datos arrojados de la investigación.

Figura 1. Datos de la concentración de ADN y el índice DO260/DO280 vs. 
los resultados de amplificación de ITS2

A. Concentración de ADN de las muestras que presentaron amplificación positiva o negativa en 
la PCR-ITS2. B. Índice DO260/DO280 de las muestras que presentaron 

amplificación positiva o negativa en la PCR-ITS2.
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de un 20% de las muestras preservadas 
en congelación a -80°C, etanol al 70% y 
eta  nol absoluto respectivamente, y no se 
ob tuvo amplificación de las muestras en 
con  gelación a -20°C. En los especímenes 
fres cos, tomados como control, se obtuvo 
amplificación en la totalidad de las mues­
tras analizadas. Se encontró diferencia es-
ta dísticamente significativa (p=0,0031) en­
tre las proporciones de amplificación de 
los diferentes tratamientos; la prueba de 
Fischer, evaluada de forma independiente 
para el tratamiento de sílica, presentó un 

re sultado estadísticamente significativo 
(p=0,0504) y el análisis de regresión logís­
tica entre los valores de concentración y la 
pro porción obtenida de amplificación de 
ITS2 presentó convergencia (β1=0,0042), con 
un valor de p no significativo (p= 0,21). 

En general, se observó variación de los da-
tos de concentración de ADN y del índice 
DO260/DO280 obtenido para las muestras 
que amplificaron mediante la PCR-ITS2 y 
que se habían preservado en los diferentes 
tratamientos (Figura 2). 

Fuente: Datos arrojados de la investigación. 

Figura 2. Datos de la concentración de ADN y el índice DO260/DO280 en las muestras que presentaron amplificación 
positiva en la PCR-ITS2 y discriminado por tratamiento de preservación.
A. Concentración de ADN de las muestras que presentaron amplificación positiva en la PCR-ITS2. B. Índice DO260/DO280 de las 
muestras que presentaron amplificación positiva en la PCR-ITS2.
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Teniendo en cuenta los resultados de am-
plificación obtenidos en las reacciones de 
PCR-ITS2 realizadas inicialmente se reali-
zaron dos reacciones de PCR adicionales 
tomando como ADN molde el producto de 
amplificación de la PCR inicial. 

En las figuras 3 y 4 se presentan los resultados 
de las reacciones de reamplificación reali­
zadas a las muestras de ADN dispuestas 
en los diferentes tratamientos. La figura 
3 mues tra los resultados de la primera 
ream pli ficación, en la que se observó la 
am  plificación de una de las muestras dis­
pues  tas en el bloque congelación a -80°C, 

la amplificación de todos los especímenes 
fres cos y no se observó amplificación de 
las muestras preservadas en congelación a 
­20°C; mientras que en la figura 4 se pueden 
observar los resultados correspondientes a 
la segunda reamplificación por PCR, en la 
que se obtuvo la amplificación de las tres 
repeticiones de uno de los especímenes 
pre servados en etanol absoluto, de dos de 
las tres repeticiones de uno de los espe-
címenes preservados en etanol al 70%, de 
cinco repeticiones de tres de los cinco es-
pecímenes preservados en sílica gel y de 
todos los especímenes sin preservación, 
usa dos como control.

Fuente: Datos arrojados de la investigación. 

Figura 3. Reamplificación de los productos de PCR-ITS2 del ADN extraído de los especímenes An. albimanus 
preservados en los diferentes tratamientos (producto de PCR esperado de 560 pb aproximadamente). 
Electroforesis de agarosa al 1%.
Carriles: MP: Marcador de peso molecular en pb. 1: Control positivo - clon de ITS2 de An. albimanus, 2: Control negativo - 
agua ultra pura, 3-17: ADN An. albimanus preservado en congelación a -20°C, 5 especímenes por triplicado, 18-32: ADN An. 
albimanus en congelación a -80°C, 5 especímenes por triplicado, 33-47: ADN An. albimanus (sin preservación), 5 especímenes 
por triplicado.
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Fuente: Datos arrojados de la investigación.

Figura 4. Segunda reamplificación de los productos de la PCR-ITS2 del ADN extraído de los especímenes An. 
albimanus preservados en los diferentes tratamientos (producto de PCR esperado de 560 pb aproximadamente). 
Electroforesis en gel de agarosa 1%.
Carriles: MP: Marcador de peso molecular en pb. 1: Control positivo - clon de ITS2 de An. albimanus, 2: Control negativo - agua 
ultra pura, 3-5: ADN An. albimanus preservado en etanol absoluto a temperatura ambiente, 1 espécimen por triplicado; 6: ADN 

An. albimanus preservado en etanol absoluto a temperatura ambiente, 7-9: ADN An. albimanus en etanol al 70% a temperatura 
ambiente, 1 espécimen por triplicado, 10-18: ADN An. albimanus en sílica gel a temperatura ambiente, 3 especímenes por 
triplicado, 19-33: ADN An. albimanus (sin preservación), 5 especímenes por triplicado.

mues tra y al mecanismo de acción ejercido 
por cada preservativo sobre el material pre-
ser vado (15, 30-34).

Por su capacidad para deshidratar el me dio 
e inactivar nucleasas, mediante la disminu-
ción de la disponibilidad de cofactores en-
zi máticos, como el Mg y Mn (13, 35, 36), el 
etanol ha sido considerado como uno de 
los métodos más efectivos para la preser-
vación de insectos. Otras ventajas son su 
disponibilidad y bajo costo en compa ración 
con otros reactivos como la acetona y el ni-
tró geno líquido (31, 34). 

DISCUSIÓN

La preservación adecuada de los especí-
menes es un paso importante para reali zar 
estudios moleculares posteriores; sin em-
bargo, la aplicación de técnicas mole culares 
altamente sensibles depende de factores 
co mo la pureza, calidad y can tidad del ma-
terial genético extraído (29). Di fe rentes es-
tudios han mostrado que la efectividad de 
los diferentes métodos de preservación pa-
ra mantener la integridad del material ge-
né tico de muestras bioló gicas depende de 
fac tores inherentes a la naturaleza de la 
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Igual que el etanol, la congelación ha sido 
altamente recomendada como método de 
preservación de muestras biológicas, por 
conservar la integridad del ADN al re ducir 
la actividad metabólica del cuer po pre-
servado, inhi bir el crecimiento mi cro biano 
y el ataque enzimático que se pre senta so-
bre el espé  ci men luego de la muerte ce lular, 
asegu  ran do la viabilidad de la mues tra por 
pe riodos largos de tiempo (37, 38). 

Estu dios previos realizados en tardígrados 
(29) y garrapatas (32) no encontraron dife-
ren cias significativas en la capacidad de pre­
ser vación de métodos como la con gelación 
a -80°C y el etanol absoluto y al 70%. 

En este estudio se encontró igual por cen-
taje de amplificación de ITS2 (20%) de los 
espe címenes preservados tanto en etanol 
(ab soluto y al 70%) como en congelación 
a -80°C. El etanol y la congelación a -80°C 
pre sentan el mismo mecanismo de inac-
tivación de endonucleasas; sin embargo, 
en este estudio se observó que las muestras 
preservadas en congelación a -80°C presen-
taron mayor concentración de ADN y mejor 
rendimiento de amplificación de ITS2 (al 
obtenerse resultados de amplificación des­
de la reacción inicial de PCR), lo que su giere 
que este método es más efectivo para la 
conservación adecuada del material gené-
tico de especímenes Anopheles spp.
 
En cuanto al método de preservación en sílica 
gel, Mandrioli et al. (15) reportaron que éste 
no presenta buenos resultados en cuanto 
a su capacidad para conservar la calidad 
del ADN extraído de insectos lepidópteros; 
sin embargo, algunos estudios adicionales 
coin cidieron en reportar que éste es un buen 
método para preservar los tejidos ani males 
(31), por ejemplo, de insectos hime nópteros 

(33), ya que permite conservar la estructura 
morfológica de la muestra y la realización 
de análisis de ADN posteriores, aunque no 
conserva adecuadamente la mus culatura 
in terna del espécimen, por no tener la capa-
cidad de penetrar hasta los tejidos. 

El mecanismo de acción de la sí lica gel co mo 
preservativo está basado en su estruc tura 
(dióxido de sílice), que le otorga la ca pacidad 
de formar microporos internos, actuando 
como un sistema amor tiguador que controla 
la humedad tanto en el am biente como en el 
espécimen preser vado (39). 

En este estudio se observó ma yor porcentaje 
de amplificación de los espe címenes preser­
vados en sílica gel, apro ximadamente tres 
veces más (60%), en comparación con los 
demás métodos de preservación evaluados.

Los resultados de amplificación del mar­
cador ITS2 de la totalidad de los especímenes 
sin preservación, en contraste con los 
resultados obtenidos para los especímenes 
preservados, permiten evidenciar el proceso 
de degradación que sufre el ADN durante 
el tiempo de almacenamiento, al igual que 
la capacidad diferencial que presenta cada 
método para conservar la calidad o in-
tegridad del ADN (15). Adicionalmente, los 
resultados observados respecto al índice 
DO260/DO280 de las muestras analizadas no 
mostraron diferencias significativas entre 
los valores de las muestras que amplificaron 
en la PCR-ITS2 y aquellas que no lo hicieron; 
en este caso, el índice de pureza no fue un 
factor determinante para la obtención de 
amplificación de la secuencia ITS2 mediante 
PCR. 

Finalmente, el indicador β1 y su respectivo 
valor p (resultado de la regresión logística 
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de las variables concentración de ADN vs. 
amplificación de ITS2), combinados con el 
valor p de la prueba de Fischer (evaluado 
para los datos de las muestras preservadas 
en sílica gel), ubicados en un margen tan 
cercano a la no significancia, sugieren una 
falta de poder estadístico o potencia es-
tadística del diseño, que podría ser atri  -
buido al número de replicas utilizado por 
conveniencia (5 por tratamiento). Sin em -
bargo, la variación que se observó en este 
estudio respecto a los resultados de am-
plificación del marcador ITS2 mostraron 
cuán importante es la elección acertada del 
método de preservación de los especímenes 
para la obtención de resultados eficientes 
en las técnicas moleculares posteriores a la 
extracción del ADN. 

Teniendo en cuenta los datos obtenidos 
respecto a la amplificación de ITS2 y la con-
centración de ADN, se sugiere que los méto-
dos de preservación sílica gel y congelación 
a -80°C presentan mayor utili dad para la 
preservación de especímenes Anopheles spp. 
en comparación con los demás métodos 
analizados en este estu dio. Adicionalmen-
te, se recomienda la rea lización de estudios 
complementarios, en los que se evalué la 
influencia del tiempo de almacenamiento, 
se trabaje con un ta maño de muestra mayor 
y se incluyan espe címenes de colonia, para 
lograr un control mayor de las variables a 
analizar. 
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