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Método de extracción de ADN de alta calidad en tejidos de
moluscos bivalvos. El aislamiento y purificación de ADN
es el requisito previo para la realización de las técnicas
moleculares. A pesar de los numerosos kits comerciales
y protocolos existentes en la literatura, no existe un mé-
todo de extracción de ADN específico para tejidos proce-
dentes de moluscos. El presente método permite la pu-
rificación rápida y económica de ADN genómico a partir
de distintos tejidos de moluscos bivalvos: manto, múscu-
lo, gónada y branquia. La presente metodología permite
la extracción de ADN a partir de productos frescos, con-
gelados, preservados en etanol y manufacturados (en el
caso de productos en conserva, el ADN obtenido puede
ser empleado para realizar PCR de una manera directa).
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ES 2 332 757 B1

DESCRIPCIÓN

Método de extracción de ADN de alta calidad en tejidos de moluscos bivalvos.

Objeto de la invención

La presente invención se refiere a un único método de extracción universal de ADN de alta calidad en moluscos
bivalvos a partir de cualquiera de estos tipos de tejido: manto, músculo, gónada y branquia.

Antecedentes de la invención

Los kits de extracción de ADN genómico de alta calidad, para la amplificación por PCR más utilizados y de
mayor calidad entre los existentes en el mercado (DNA extraction kit (Fermentas), ChargeSwitch qDNA microtissue
kit (Invitrogen), DNeasy blood & Tissue kit (Qiagen), etc) son específicos para la extracción de ADN de alta calidad
a partir de tejidos procedentes de moluscos bivalvos y normalmente sólo pueden utilizarse a partir de un tipo de
tejido. El método que se presenta puede utilizarse para extraer cualquier ADN genómico bicatenario a partir de los
siguientes tipos de tejido procedentes de muestras de bivalvos: manto, músculo, gónada y branquia. La mayor parte
de los métodos existentes en el mercado emplean matrices compuestas de resinas especiales que retienen el ADN y
algunos emplean productos químicos para la obtención del ADN que son tóxicos. Si nos ceñimos a los métodos de
extracción de ADN que son utilizados en la inmensa mayoría de los laboratorios de investigación de las Universidades
españolas éstos requieren el uso de compuestos tóxicos como el beta mercaptoetanol para conformar el buffer de lisis
y una sucesión de lavados con compuestos como el fenol y el cloroformo, que también son perjudiciales para la salud,
para la eliminación de restos celulares y proteínas. Las ventajas del método descrito en esta patente respecto a los
utilizados tradicionalmente se basan en que los tampones utilizados no contienen ningún componente tóxico y pueden
ser manejados sin medidas de seguridad adicionales. Además, el tiempo necesario para realizar una extracción de
ADN a partir de tejido de moluscos bivalvos requería dos días; en nuestro caso, el tiempo se reduce a 5 horas. En
la literatura científica también existen métodos que no requieren compuestos tóxicos y que su tiempo de realización
es bastante inferior a dos días, sin embargo estos métodos de extracción utilizan el compuesto Chelex que posee un
elevado precio y requiere incubaciones a temperaturas elevadas.

El método descrito en esta patente es uno de los más rápidos existentes en la actualidad. No requiere de reactivos
tóxicos ni de equipamiento especial por lo que resulta aplicable en cualquier laboratorio bajo cualquier condición,
además el precio de la fabricación de los tampones necesarios es bastante bajo lo que se convierte en una ventaja
en aquellos laboratorios que posean un presupuesto no muy elevado. A pesar de que el método que se describe en
esta memoria presenta posibilidades de comercializarse como kit comercial, la elaboración de una manera rápida y
sencilla de los tampones necesarios para aislar el ADN, hace posible que sea manufacturado totalmente por la persona
encargada de realizar la extracción sin repercutir en la rapidez ni en la complejidad del proceso total. La presente
metodología puede ser empleada por cualquier individuo, independientemente de sus conocimientos y experiencia, lo
que la hace apta incluso para personal no cualificado.

En el caso de que el tejido para la obtención de ADN sea material congelado o preservado en alcohol, el rendimiento
en la cantidad y la calidad del ADN obtenido no se ven afectados independientemente de la antigüedad del material,
algo que sí afecta al rendimiento si aplicamos los otros métodos existentes.

El ADN obtenido es estable a 4ºC por períodos largos de tiempo (hasta 2 años) y congelado a -20ºC por más tiempo
(más de 3 años).

El objeto de la metodología propuesta consiste en resolver el vacío que existía en los métodos de extracción
de ADN específicos de moluscos bivalvos de una manera rápida y sencilla sin necesidad de emplear equipamiento
especial ni productos tóxicos.

Descripción de la invención

La presente invención tiene como objeto la purificación rápida y económica de ADN genómico de alta calidad
a partir de muestras de tejido procedentes de moluscos bivalvos (a partir de muestras de manto, músculo, gónada y
branquia).

El método consiste en los siguientes pasos: lisis de la muestra (aproximadamente 20 mg de tejido) durante 1 hora
y media mediante su incubación en el tampón de lisis a una temperatura de 65ºC, adición del tampón de precipitación,
incubación en hielo durante 15 minutos, y centrifugación durante 10 minutos. Precipitación del ADN con isopropanol,
centrifugación 10 minutos, lavado del precipitado y resuspensión del ADN en agua. Es un método rápido y eficaz y
es específico para la extracción de ADN a partir de distintos tejidos de moluscos bivalvos. No requiere de reactivos
tóxicos ni de equipamiento especial por lo que resulta aplicable en cualquier laboratorio. El paso de desproteinización
(mediante el empleo de la proteinasa K) es opcional por lo que en el caso de no contar con esa enzima se puede obtener
de igual forma un ADN de alta calidad.

El ADN obtenido es estable a 4ºC por lo menos durante 1 año y congelado a -20ºC por más de 3 años.
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El método es aplicable en distintos tejidos de moluscos bivalvos y se puede obtener ADN de alta calidad a partir de
material fresco, congelado o procesado lo que lo convierte en un método idóneo a la hora de obtener material genético
en laboratorios que analizan productos alimenticios para cumplir con la normativa europea de etiquetado de productos
procedentes de la pesca y la acuicultura.

También es aplicable a la hora de obtener ADN genómico de calidad en cantidad suficiente para análisis de PCR
con fines de investigación básica.

Así pues, la presente invención se refiere a:

Un método de extracción de ADN genómico de moluscos bivalvos, que comprende la lisis de la muestra con lauril
sarcosin sódico como principal compuesto activo del tampón de lisis y una etapa de precipitación con acetato amónico
5 molar como tampón de precipitación. En dicho método no se emplean. resinas que retienen el ADN ni compuestos
tóxicos como el beta-mercaptoetanol, fenol y cloroformo.

La muestra utilizada en dicho método es una muestra fresca, conservada en alcohol o congelada y es obtenida a
partir del manto, músculo, gónada y/o branquia del molusco bivalvo.

El ADN genómico extraído y conservado en solución acuosa es de peso molecular elevado.

Descripción de la figura

Para contemplar la descripción que se está realizando y con objeto de ayudar a una mejor comprensión de las
características del invento, se acompaña a la presente memoria descriptiva, como parte integral de la misma, una
figura, en la que, con carácter ilustrativo y no limitativo, se representa una muestra de ADN genómico extraído a partir
de los siguientes tejidos: manto, músculo, gónada y branquia.

Descripción detallada de una forma de realización preferida

Se toman aproximadamente 20 mg de tejido (en el caso material congelado hay que dejar que se descongele) y se
introducen en un tubo con 400 µL de tampón de lisis y se incuban entre 1 hora y 4 horas (en este paso opcionalmente
se puede añadir proteinasa K si se desea aumentar el rendimiento de la extracción). A continuación se añaden 400 µL
de tampón de precipitación, se agita vigorosamente durante 20 segundos y se introducen los tubos en hielo durante 10
min. A continuación se centrifugan 10 a 13000 g. Una vez centrifugados se recupera el sobrenadante por decantación
y se le añaden 400 µL de isopropanol frío o etanol al 100%. Se mezclan los tubos por inmersión y se centrifugan a
13000 g durante 5 minutos. Se desecha el sobrenadante y el precipitado se lava con etanol de 70º invirtiendo el tubo
varias veces para seguidamente centrifugar otros 5 minutos a 13000 g. Finalmente se retira el sobrenadante y se deja
secar al aire.

Una vez que el precipitado está seco se respuspende en un volumen adecuado de agua bidestilada.

Podemos realizar la comprobación de la presencia de ADN en nuestra solución tomando 1 µL de dicha disolución
previamente mezclada con 4 µL de agua y 1 µL de tampón de carga y lo cargamos en un gel de agarosa al 1% y lo
corremos en una electroforesis a 150 voltios.

Visualizaremos nuestro ADN genómico como una banda de más de 1500 pares de bases al exponer el gel teñido
con bromuro de etidio a la luz ultravioleta en un transiluminador UV.
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REIVINDICACIONES

1. Método de extracción de ADN genómico de moluscos bivalvos, que comprende la lisis de la muestra con lauril
sarcosin sódico como principal compuesto activo del tampón de lisis y una etapa de precipitación con acetato amónico
5 molar como tampón de precipitación.

2. Método de extracción de ADN genómico según la reivindicación 1, en el que no se emplean resinas que retienen
el ADN ni compuestos tóxicos como el beta-mercaptoetanol, fenol y cloroformo.

3. Método de extracción de ADN genómico según cualquiera de las reivindicaciones 1-2, donde la muestra es una
muestra fresca, conservada en alcohol o congelada y es obtenida a partir del manto, músculo, gónada y/o branquia del
molusco bivalvo.

4. Método de extracción de ÁDN genómico según cualquiera de las reivindicaciones 1-3, caracterizado porque el
ADN genómico extraído y conservado en solución acuosa es de peso molecular elevado.
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