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RESUMEN

La utilizacion de marcadores genéticos de tipo microsatélite es
una herramienta importante para vigilar la pureza genética en
las cepas consanguineas de ratén. El primer paso para reali-
zar este estudio es disponer de muestras de ADN con calidad
y cantidad que permita su analisis mediante métodos de Biolo-
gia Molecular. En este trabajo se ensayaron dos métodos de
extraccion de ADN, uno de ellos a partir de tejido de oreja me-
diante la Técnica HotSHOT vy el otro utilizando muestras san-
guineas y basado en una precipitacion salina. Se determiné la
calidad y la cantidad de ADN obtenido por ambos métodos,
mediante electroforesis en gel de agarosa y espectrofotome-
tria de luz ultravioleta respectivamente; también se probd la
capacidad del ADN para ser digerido por la enzima de restric-
cion Sal | y de ser amplificado mediante la Reaccién en Cade-
na de la Polimerasa (PCR). Con el método de HotSHOT, se
obtienen muestras de ADN, cuya cantidad promedio es de
51,56 ug, con un indice A2eo/A2g0. de 1,2 y no son digeribles
por la enzima Sal I. Las muestras de ADN obtenidas por el
método de precipitacion salina, tienen una cantidad promedio
de 13,50 pg, con un indice A2eo/A2g0. de 1,7; son digeribles
por la enzima Sal I, lo cual las hace aptas para estudios donde
se requiera hacer Southern blot. Dado que por ambos méto-
dos se obtienen muestras amplificables por PCR, se seleccio-
né el método de HotSHOT, para el analisis de microsatélites,
por ser un método rapido y econémico. Los resultados obteni-
dos son fundamentales para iniciar los estudios de control ge-
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nético a nivel molecular, en las lineas consanguineas de rato-
nes que se producen actualmente en cuatro bioterios del pais.

Palabras clave: PCR, Extraccion de ADN, microsatélite, ra-
tén.

ABSTRACT

Microsatellite genetic markers are an important tool for the
screening of genetic purity in inbred strains of mice.The first step
to carry out this study is to obtain DNA samples of a quality and
quantity that make analysis with molecular biology methods pos-
sible. In this investigation we assayed two methods of DNA ex-
traction: one of them using samples taken from ear tissue and
applying the HotSHOT technique; the second method used blood
samples and the saline precipitation. Agarose gel electrophoresis
and ultraviolet light spectrophotometry were used to determine
the quality and quantity of DNA obtained by both methods. Also
we tried the capacity of DNA to be digested for the restriction en-
zyme Sal | and to be amplified by Polimerase Chain Reaction
(PCR). With HotSHOT the average quantity of DNA samples was
51.56 pg, with an Azgo/Azso index of 1.2 and they were not di-
gested by the Sal | enzyme. The DNA obtained from blood with
saline precipitation averaged 13.50 pg with an Aeo/A2g0 index of
1.7 and were digested by the Sal | enzyme, making them suitable
to carry out Southern blot studies. Although the samples obtained
by both methods were suitable for PCR, the HotSHOT method
was chosen for microsatellite analysis by PCR, since it was rapid
and economic. The results obtained are fundamental to begin
studies about molecular genetic control in the inbred strains of
mice currently produced at four animal labs centers in Venezuela.
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INTRODUCCION

En la actualidad existen en el pais cuatro cepas de rato-
nes consanguineos diferentes, llamados también ratones “ge-
néticamente definidos” [1]. Estas cepas se mantienen desde
principios del siglo XX a nivel mundial; las mismas son usadas
en la investigacion biomédica y farmacéutica. La condicion de
consanguinidad de estos ratones, les confiere una serie de ca-
racteristicas generales que son comunes a todos ellos. Dos de
estas caracteristicas mas significativas son: la isogenicidad de
los animales pertenecientes a una cepa en mas del 99% de
los loci y la homocigosis, en mas del 99% de los alelos dentro
del animal. La pérdida de estas caracteristicas resulta de la
falta de pureza o de la contaminacién entre cepas de ratones
[9], conllevando a serios problemas a nivel de los resultados
de las pruebas realizadas con éstas [3, 6, 7, 8, 13]. Hasta los
momentos se han desarrollado diferentes pruebas que sirven
de monitor para vigilar la condicién genética de las diferentes
cepas consanguineas del raton y garantizar asi el uso de ce-
pas auténticas en la investigacion [7]. Entre estas pruebas es-
pecificas, se citan las técnicas de andlisis directo del ADN me-
diante la deteccion de marcadores moleculares las cuales re-
sultan incomparablemente exactas y adecuadas para tener un
control estricto de la pureza genética de los ratones consan-
guineos [18], ademas de ser consideradas éstas de gran valor
como monitores en la autenticacion de los mismos.

Entre estas técnicas tenemos las que se aplican para es-
tudiar el polimorfismo mediante el uso de los microsatélites, los
cuales por ser altamente polimorficos y relativamente faciles
para ensayar cuando son amplificados “in vitro” por PCR, pro-
porcionan una invalorable herramienta para la identificacion y
comparacion de cepas consanguineas de ratones [12]. El ADN
usado en la PCR para estudios genéticos con ratones es ADN
genodmico, éste debe estar libre de impurezas que puedan inhi-
bir o reducir la sensibilidad y eficiencia de la amplificacion, ade-
mas debe encontrarse en la concentracion adecuada [5]. Dife-
rentes protocolos se han desarrollado con el objeto de extraer el
ADN de diferentes células de ratén, ya sean sanguineas o de
tejido, entre éstos, los que usan solventes organicos se encuen-
tran entre los protocolos estandar. La extraccion del ADN de te-
jido, es un proceso muchas veces laborioso y costoso que difie-
re dependiendo del tejido del cual se va a extraer el ADN. Exis-
ten varios protocolos los cuales fueron realizados algunas déca-
das antes del desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante
[15], sin embargo, continuamente se hacen modificaciones a los
ya existentes, pretendiendo hacer mas sencillo el proceso.

En el presente trabajo se ensayaron dos métodos con la
finalidad de realizar la extraccion de ADN, los cuales son usa-
dos comunmente en los laboratorios de Biologia Molecular
donde se trabaja con ADN de raton, estos son: la extraccion
de ADN de tejido, a partir de fragmentos de oreja y la extrac-
cién de ADN sanguineo. La finalidad de ensayar estos dos
métodos de aislamiento es seleccionar aquel que permita ob-
tener mejor calidad y cantidad de ADN, para efectuar la ampli-

ficaciéon de secuencias del ADN mediante la PCR con una alta
eficiencia.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras para la extraccion del ADN fueron toma-
das de doce ratones pertenecientes a la cepa consanguinea
BALB/c [16], reproducidos y mantenidos en el bioterio de la
Universidad de Los Andes en Mérida. La extraccion de ADN
de tejido se hizo de acuerdo a la técnica de HotSHOT [17]; el
fundamento de esta técnica es extraer ADN mediante lisis al-
calina usando NaOH 25 mM a 95°C. Para la aplicacion de la
técnica se corté un fragmento de oreja aproximadamente de
2x2 mm.; éste se coloco en un tubo eppendorf al cual se le
agregaron 75 pL de solucion alcalina de NaOH 25 mM, pH 12;
posteriormente se coloco a 95°C durante 15 min., luego se en-
fri6 a 4°C, y se le agregaron 75 pL de solucion Tris-HCI 40 mM
pH 5, se homogenizo la mezcla y se dej6 sedimentar para lue-
go tomar el sobrenadante (140 pL) que contiene el ADN. Por
otro lado, para la extraccion del ADN de células nucleadas de
la sangre, se utilizé un método de extraccién a partir de la
capa de leucocitos utilizando proteinasa K y Dodecil Sulfato de
Sodio, seguido de precipitacion con acetato de amonio y eta-
nol [14]. Este método fue estandarizado y utilizado para prue-
bas de ADN en humanos, en el laboratorio de Biologia Mole-
cular del Nucleo Aragua de la Universidad de Carabobo [11].
Se tomd una muestra de 300 pL de sangre por via retroorbital,
luego se realiz6 tratamiento con la solucién lisante 1 (Tris-HCI
10 mM pH 7,5, MgCl, 2,5 mM, NaCl 9,9 mM, EDTANa, 2 mM
pH 8,0), se centrifugé a 2200 rpm/10 min. y el sobrenadante
se descarto; el pellet fue resuspendido con 1 mL de la solucién
lisante 2 (Tris-HCI 10 mM pH 7,5, MgCl, 2,5 mM, Nonidet P40
0,1%, EDTANa, 2 mM pH 8,0) y se centrifugd a 2200 rpm/10
min. a 20°C, luego se descartd el sobrenadante dejando sélo
lo suficiente para cubrir el pellet. Posteriormente se resuspen-
di6 en 225 pL de TE (Tris EDTA) 20:5; se agregaron 14 pL de
Dodecil Sulfato de Sodio 10% (SDS), se agit6 suavemente, se
colocaron 4 pL de proteinasa K (10 mg/mL). Se incubd toda la
noche a 41°C con agitacion. Una vez transcurrido el tiempo, se
retiraron las muestras de la incubadora, se enfriaron a tempe-
ratura ambiente y se le agregaron 13,5 yL de acetato de amo-
nio 7M y 750 pL de isopropanol 95%. Se agité por inversion
hasta lograr precipitar el ADN, el cual se observa en forma de
medusa. Se centrifugd a 4000 rpm/ 15 min. a 4°C. Se descartd
el sobrenadante y el pellet fue lavado dos veces con isopropa-
nol 70%, luego de retirar el alcohol se seco6 al vacio en el con-
centrador de ADN y se disolvié en 300 pL de buffer Tris-EDTA
10:1 pH 7,5. Se verifico la cantidad y calidad del ADN, median-
te espectrofotometria, para lo cual, se realizaron las medidas
de Absorbancia a 260 nm. y 280 nm. en un espectrofotémetro
marca Perkin Elmer, modelo Lambda 3B. Se calculd la rela-
cion Aygo/Aggo, la cual debe tener un valor que oscile entre 1,6
a 1,9; de esta forma se garantiza una desproteinizacion acep-
table de la muestra. Se prepararon alicuotas de trabajo de 20
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ng/pL y se almacenaron a 4°C hasta su utilizacién. La calidad
del ADN también fue verificada mediante una electroforesis en
gel de agarosa a 0,9% durante 1 hora a 70 voltios; para el
caso del ADN extraido de tejido la corrida electroforética se
realizé durante 1 hora 30 min. a 60 voltios. El marcador utiliza-
do fue ADN del Fago digerido con Hind Ill, el revelado se rea-
liz6 con bromuro de etidio y se observé la presencia del ADN
en el transluminador. La observacién de una banda neta, de
aproximadamente 23 Kb., garantiza la integridad del ADN.

Con el fin de probar si los ADN obtenidos por ambas técni-
cas pueden ser utilizados en analisis que contemplen la realiza-
cion de Southern blot, se ensayo6 la accion de una endonucleasa
de restriccion sobre los dos tipos de muestras de ADN, para ello
se realiz6 una incubacion de 0,5 pg de ADN con 15 unidades de
la enzima Sal | en un volumen final de 50 pL, durante 3 horas a
37°C de acuerdo a las instrucciones del fabricante. En cada caso
se coloco un control de digestion que consiste en ADN sometido
al mismo proceso de incubacion, pero en ausencia de la enzima
Sal I. Al finalizar la incubacion se hizo una electroforesis en gel
de agarosa al 0,9% en las mismas condiciones descritas en el
parrafo anterior. La observacion de bandas de ADN de alto peso
molecular indica que no hubo digestion.

Por ultimo se probo la capacidad de las muestras de
ADN, de ser amplificadas mediante PCR, y en este sentido se
realiz6 un ensayo donde se colocé la siguiente mezcla de
reaccion: Buffer PCR (Tris-HCI 20 mM pH 8,3, KCI 50 mM),
MgCl, 1,5 mM, dNTPs 200 My, oligonucledtidos iniciadores
para el locus D1Mit17 0,3 Mp y 1,5 unidades de Taq ADN Poli-
merasa, en un volumen final de 50 pL. Con el fin de estandari-
zar la cantidad de ADN que debe colocarse en el ensayo se
realizaron curvas; en el caso del extraido a partir de sangre se
ensayaron cantidades de 10, 20, 30, 40 y 50 ng., para el ADN
extraido a partir de tejido se sigui6 el criterio de Truett y col.
[17] quienes trabajaron con voliUmenes y no con concentracio-
nes de ADN, en este sentido se ensayaron cantidades de 2, 4,
6y 8 pL. Los oligonucledtidos iniciadores utilizados en este en-
sayo fueron donados por el Dr. Jean Louis Guénet (Director de
la Unidad de Genética de Mamiferos del Instituto Pasteur de
Paris, Francia). La secuencia del oligonucleétido 1 es:
5'GTGTCTGCCTTTGCACCTTT3' y la secuencia del oligonu-
cledtido 2 es: 5’CTGCTGTCTTTCCATCCACAZ' [16].

La reaccion se llevé a cabo en un Termociclador marca
PerkinElmer (Gene Amp PCR System 2400). Se efectud una eta-

pa inicial de desnaturalizacion a 94°C por 45 seg.; seguida de
35 ciclos de amplificacion realizados de la forma siguiente: a)
Desnaturalizacion: 45 seg. a 94°C, b) Hibridacion de los oligo-
nucledtidos iniciadores a las secuencias complementarias en
el ADN: 45 seg. a 55°C y c¢) Extension: 30 seg a 72°C; poste-
riormente se realiza una etapa de extension final a 72°C du-
rante 7 min., la verificacién de los productos PCR, se realizd
en gel de agarosa 2,5% a 70 Voltios durante 1h 30 min., el re-
velado se efectud en las mismas condiciones descritas ante-
riormente.

RESULTADOS

Este trabajo presenta el inicio de un estudio de control
genético mediante andlisis de marcadores del tipo de microsa-
télites por la técnica de la PCR, de cepas consanguineas de
raton; el cual esta dado por el ensayo de dos métodos usados
para la extraccion de ADN gendémico de tejido y de sangre y
por el analisis de las ventajas y desventajas de ambos méto-
dos, con la finalidad de seleccionar el mas conveniente para el
desarrollo del estudio planteado.

Los valores observados con respecto a la calidad son re-
gistrados en la TABLA I; en las columnas identificadas como
Azgo NM Y Apgg NM se presentan valores promedios de las medi-
das de Absorbancia de las muestras a longitudes de onda de
260 nm y 280 nm. respectivamente. En la columna identificada
como Aygo/Argg Se presentan los valores calculados de la rela-
cion sefialada, si éstos oscilan entre 1,6 y 1,9 como es el caso
de los valores obtenidos para las muestras de ADN extraidas de
glébulos blancos, indican el logro de una buena desproteiniza-
cion de las muestras de ADN, no siendo asi para las muestras
de ADN extraidas de tejido las cuales presentan un valor prome-
dio de 1,2. De acuerdo a los resultados obtenidos en esta prue-
ba, podemos decir que la muestra de ADN obtenida de sangre
presenta mejor calidad en cuanto a la desproteinizacion lograda.

En relacion a la cantidad total del ADN extraido, los valo-
res son calculados usando la expresion sefialada en la parte
inferior de la tabla y relacionando el resultado de estos calcu-
los con el volumen final obtenido para cada muestra; observa-
mos con respecto a estos valores que la mayor cantidad total
de ADN obtenida es a través del método HotSHOT.

La calidad del ADN extraido por ambos métodos se de-
termind mediante electroforesis en gel de agarosa 0,9%; la

TABLA |
COMPARACION DEL INDICE Azs0/A280 Y LA CANTIDAD DE ADN OBTENIDA A PARTIR
DE LOS METODOS DE EXTRACCION ENSAYADOS

Método de Extraccion A 260 MM A 250 NM Ao IAzg0 pg/mL. Cantidad total (ug)
HotSHOT (Tejido) 0,221 0,189 1,2 368,30 51,56
Precipitacion salina (Sangre) 0,027 0,016 1,7 45,00 13,50

La concentracion de ADN, expresada en pg/mL se obtuvo al multiplicar el valor de Azeo nm X 50 X Dilucién de la muestra (33,33 veces). EI nimero
50 es una constante relacionada con una solucién de ADN de doble hebra cuya concentracion es de 50 pg/mL y tiene una Ageo nm = 1.
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FIG. 1A presenta los resultados obtenidos para cinco de las
muestras extraidas a partir de sangre y la FIG. 1B para cuatro
de las muestras aisladas a partir de tejido, observandose en
ambas figuras bandas bien definidas de las muestras extrai-
das por ambos métodos y diferenciandose en que las mues-
tras de ADN obtenidas de tejido presentan menor migracion
que las extraidas de sangre. Es importante, de acuerdo al ob-
jetivo del estudio a desarrollar posteriormente, determinar si
las muestras de ADN obtenidas pueden ser amplificadas me-
diante PCR; se hizo énfasis en la cantidad de ADN que puede
ser utilizado para obtener un producto de calidad, lo cual es la
base para establecer las condiciones 6ptimas para diferentes
oligonucledtidos iniciadores. Los resultados obtenidos en la
amplificacion del locus D1Mitl7 se presentan en la FIG. 2;
cuando se realiza la amplificacion usando el ADN sanguineo,

se observa que el mejor resultado se obtiene al utilizar 20 ng.
de ADN en el ensayo (FIG. 2A, Carril 5); a partir de esta con-
centracion la intensidad del producto amplificado va disminu-
yendo y casi desaparece para la cantidad de 50 ng. de ADN
(FIG. 2A, Carril 8). En la FIG. 2B se presentan los productos
de amplificacién que se obtienen cuando se utiliza ADN ex-
traido mediante el método HotSHOT, en este caso, las ban-
das mas intensas se observan para 4y 6 uL de ADN (Carriles
5y 6).

Por dltimo, es importante tener en cuenta si las muestras
obtenidas por ambos métodos pueden ser analizadas mediante
otros ensayos diferentes a la PCR, tales como el caso del anali-
sis de la huella genética obtenida mediante la combinacion de
digestion con enzimas de restriccion y/o la técnica de Southern
blot, para lo cual se ensayaron ambas muestras con la enzima
Sal |, los resultados obtenidos en este ensayo son presentados
en la FIG. 3, donde se observa que esta enzima digiere el ADN
obtenido de sangre (FIG. 3, Carril 3) mientras que no se produ-
ce digestion en el ADN extraido a partir de tejido, en este caso
el ADN tratado con la enzima (FIG. 3, Carril 5) muestra el mis-
mo perfil que el ADN no digerido (FIG. 3, Carril 4).

DISCUSION

La disponibilidad de un buen molde de ADN es una de
las condiciones indispensables para garantizar la correcta am-
plificacién de secuencias de genes mediante la técnica de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa. En el presente trabajo
se compararon dos métodos para obtener ADN, en cantidad y
calidad deseable, con el fin de seleccionar uno de ellos para
iniciar un estudio sobre control genético de una muestra de ra-
tones de cepas consanguineas que se producen en cuatro bio-
terios del pais. Por los dos métodos analizados se obtiene
ADN que puede ser amplificado mediante PCR, no obstante
hay diferencias en los aspectos siguientes: a) En el perfil elec-
troforético del ADN obtenido a partir de sangre, se observa
una banda neta con un tamafio aproximado de 23 Kb.
(FIG. 1A), muy parecido al obtenido en el caso de humanos
utilizando un método similar [11], mientras que en el otro méto-
do ensayado, el ADN queda muy cercano al lugar de aplica-
cion (FIG. 1B), este comportamiento se debe a la presencia
adicional de proteinas que retrasan la migracion del ADN; b)
La cantidad de ADN obtenida es mucho mayor cuando se
hace la extraccion a partir de tejido por el método de
HotSHOT, en promedio se obtienen 51,56 pg totales que estan
contenidos en un volumen aproximado de 140 pL (368,3
ng/pL), no obstante para realizar la amplificacion por PCR, se
debe utilizar un minimo de 2 pL (736,6 ng.). Por el contrario en
la extraccion realizada a partir de sangre se obtiene menor
cantidad de ADN, hay un rendimiento promedio de 13,50 ug
totales, pero la cantidad requerida para la amplificacion me-
diante PCR es de 20 ng. de ADN, dado que con esta cantidad
se logra una amplificacion comparable a la obtenida utilizando
736,6 ng. de ADN extraido por el otro método. c) En el caso de
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FIGURA 2. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 2.5%
DONDE SE OBSERVAN LOS PRODUCTOS DE LA AMPLIFI-
CACION (179 pb.), UTILIZANDO LOS OLIGONUCLEOTIDOS
INICIADORES D1Mitl7 CON DIFERENTES CANTIDADES
DE ADN. A) ADN OBTENIDO DE SANGRE. CARRIL 1: MAR-
CADOR ¢X174 Hae Ill. CARRIL 2:CONTROL NEGATIVO. CA-
RRIL 3: CONTROL POSITIVO. CARRIL 4: 10 ng. DE ADN.
CARRIL 5: 20 ng. DE ADN. CARRIL 6: 30 ng. DE ADN. CA-
RRIL 7: 40 ng. DE ADN. CARRIL 8: 50 ng. DE ADN. B) ADN
OBTENIDO DE TEJIDO. CARRIL 1: MARCADOR ¢X174 Hae
Ill. CARRIL 2:CONTROL NEGATIVO. CARRIL 3: CONTROL
POSITIVO. CARRIL 4: 2 yL DE ADN. CARRIL 5: 4 yL DE
ADN. CARRIL 6: 6 uL DE ADN. CARRIL 7: 8 uL DE ADN.
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FIGURA 3. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 0.7%
DONDE SE OBSERVA LA ACCION DE LA ENZIMA DE
RESTRICCION Sal | EN MUESTRAS DE ADN. CARRIL 1:
MARCADOR Fago Lambda Hind Ill. CARRIL 2: ADN SIN
DIGERIR (EXTRAIDO DE SANGRE) CARRIL 3: ADN
DIGERIDO CON Sal | (EXTRAIDO DE SANGRE). CARRIL 4:
ADN SIN DIGERIR (EXTRAIDO DE TEJIDO). CARRIL 5:
ADN DIGERIDO CON Sal | (EXTRAIDO DE TEJIDO).

ADN obtenido a partir de sangre, el indice Aygo/Asgp tiene un
valor promedio de 1,7 lo cual indica una desproteinizacién
aceptable, mientras que el ADN aislado a partir de tejido tiene
un valor de 1,2; esta situacion es esperada ya que durante el
proceso de extraccion no se utiliza proteinasa y de esta forma
permanecen proteinas en la preparacion. De acuerdo a nues-
tros resultados, las condiciones 6ptimas para realizar la ampli-
ficacion de secuencias de ADN, tales como las del locus
D1Mitl7, varian de acuerdo al método de extraccién del ADN
ensayado. Para el ADN obtenido a partir de sangre se logra
una buena amplificacién en las condiciones siguientes: 20 ng.
de ADN incubados en presencia de: Buffer PCR (Tris-HCI 20
mM pH 8,3; KCI 50 mM), MgCl, 1,5 mM, dNTPs 200 pM, oligo-
nucleétidos iniciadores para el locus D1Mit17 0,3 uM y 1,5 uni-
dades de Tag ADN Polimerasa, en un volumen final de 50 pL.

Cuando se utliza ADN extraido por el método de
HotSHOT, las condiciones son las mismas, la Unica diferencia
estriba en que la cantidad de ADN colocada en el ensayo, es
como minimo 2 pL de sobrenadante (736,6 ng.). Aunque estos
datos constituyen un punto de partida para la optimizacion de
los otros oligonucleétidos que se utilizardn posteriormente, se
debe recalcar que aln partiendo de las condiciones estableci-
das en este trabajo, es necesario determinar la concentracion
optima de MgCl, para el funcionamiento de cada par de oligo-
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nucledtidos iniciadores. En investigaciones donde se utilizan
varios iniciadores, se observan diferencias drasticas en rela-
cion a los requerimientos de MgCl, este es el caso de un tra-
bajo realizado por Love y col. [10], donde analizan microsatéli-
tes con el fin de construir mapas de alta resolucion del geno-
ma de raton, aqui se reportan iniciadores que requieren soélo
de 1 mM de MgCl,, en contraste con otros, que requieren con-
centraciones de hasta 4 mM de MgCl, [10] Este tipo de dife-
rencias, aunque no tan drasticas, también se observan en un
trabajo sobre monitoreo genético realizado por Benavides [2].
Aunque ambos métodos ensayados conducen a la obtencién
de muestras de ADN que pueden ser amplificadas mediante
PCR, cada uno de ellos tiene sus ventajas y desventajas, por
ejemplo el método que extrae ADN a partir de sangre consu-
me un poco mas de tiempo, pero se obtiene un promedio de
13,50 pg de ADN, tomando en cuenta que para optimizar las
concentraciones de Mg2+ para cada par de oligonucledtidos
iniciadores se consumen aproximadamente 200 ng., al obtener
un promedio de 13,50 pg de ADN, se pueden probar holgada-
mente 20 pares de oligonucledtidos iniciadores y aun queda
cantidad suficiente para realizar los ensayos de control genéti-
co. El nimero de oligonucleétidos utilizados en el control ge-
nético es variable, por ejemplo Benavides [3] utilizo seis pares
de oligonucleétidos iniciadores, para analizar seis loci microsa-
télites con el fin de detectar contaminacién genética en una co-
lonia fundadora de ratones SjL/j., mientras que Benavides y
col. [4] analizaron dieciséis microsatélites (32 oligonucleétidos
iniciadores) para realizar el monitoreo de nueve cepas de rato-
nes SENCAR. Por otra parte el ADN obtenido a partir de san-
gre, es de muy buena calidad, puede ser digerido por enzimas
de restriccion y esto implica que pueda ser analizado no sélo
por PCR, sino por la huella genética obtenida mediante la
combinacion de digestidon con enzimas de restriccion y la técni-
ca de Southern blot; un ejemplo de esto lo constituye la detec-
cion de heterogeneidad genética en una colonia de ratones
consanguineos BALB/c [2].

Con el método de HotSHOT se presenta la ventaja de
rapidez, de bajo costo, la muestra se toma en forma relativa-
mente facil y cuando se trata de pocas pruebas es muy efi-
ciente, sin embargo, presenta el inconveniente del rendimiento
en aquellos estudios donde se analizan muchos loci.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran
las ventajas y desventajas de dos métodos ensayados para ob-
tencién de ADN de ratdn, la seleccion del método que se utiliza-
ra posteriormente depende del nimero de oligonucleétidos que
se decida utilizar en el estudio; también se estandarizaron las
condiciones para la amplificacion mediante PCR utilizando los
oligonucledétidos iniciadores para el locus D1Mitl7, se hizo es-
pecial énfasis en la cantidad de ADN que debe utilizarse en

cada una de las técnicas ensayadas, lo cual es la base para
establecer las condiciones 6ptimas para otros iniciadores.

Todos los resultados son fundamentales para poder co-
menzar los estudios de monitoreo genético mediante analisis de
microsatélites, en cepas consanguineas de ratones que se ultili-
zan actualmente en cuatro de los principales bioterios del pais.
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