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RESUMEN

Se evaluó un protocolo de extracción de ADN y el efecto de este en la obtención de muestras 
de alta cantidad y calidad para estudios moleculares. El ADN de 25 individuos se extrajo de la digestión 
del músculo y de la aleta dorsal con proteinasa K y el kit de extracción de sangre y tejido animal. Se 
obtuvo ADN en todos los tipos de muestras; sin embargo, las muestras obtenidas a partir de aletas dorsales 
mostraron significativamente mayor cantidad de ADN en comparación con las del músculo. Por lo que la 
definición de una metodología apropiada de extracción de ADN puede contribuir a estudios de la estructura 
genética de la especie. Por otra parte, la extracción de ADN de aletas dorsales en dorados representa un 
método no invasivo, haciendo de esta técnica una alternativa ambiental, social y comercialmente viable en 
la recolecta de muestras,  debido a que no requiere el sacrificio del animal y no altera su valor económico.
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ABSTRACT

A non-invasive method for extracting DNA from Coryphaena hippurus. A protocol for DNA 
extraction and effect of the type of tissue material for obtaining DNA from dolphinfish in high quantity and 
quality for molecular studies was evaluated. The DNA of 25 individuals was extracted from the digestion 
of the muscle and the dorsal fin, with proteinase K, and the extraction kit for blood and animal tissue. 
DNA were obtained in all the samples; however, dorsal fins samples showed significantly higher amount of 
DNA than muscle samples. The definition of an appropriate methodology of DNA extraction can contribute 
to studies of genetic structure of the species. DNA extraction from dolphinfish dorsal fins, non-invasive 
method, is an alternative that is environmentally, socially, and commercially viable, where sample collection 
does not require the sacrifice of the animal and do not alter its economic value. 
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Junto con otras especies pelágicas, el dorado (Coryphaena hippurus) es un 
importante recurso pesquero, suministra seguridad alimentaria y sustento para la pesca 
artesanal y semindustrial en el Pacífico colombiano (Lasso y Zapata, 1999). Sin embargo, 
no se conocen estudios regionales de la estructura genética de la especie, de su variabilidad 
genética dentro o entre la(s) población(es). La identificación de las poblaciones es esencial 
en los programas de control y conservación de variabilidad genética y, consecuentemente, 
en programas de manejo y conservación de la especie (Avise, 2000). 

La colecta y conservación de las muestras para la obtención de ADN de alta 
calidad es parte clave de los diferentes protocolos de análisis genéticos. En la obtención 
de muestras se utilizan métodos invasivos y no invasivos. Los primeros usan muestras 
de tejidos internos (músculo, hígado, riñón), que pueden producir la muerte del animal, 
además de dañar la materia prima en la comercialización (Tripp-Váldez et al., 2010). 
La segunda no necesita sacrificar el animal, el ADN es extraído a partir de tejidos como: 
aletas, sangre, células bucales, escamas y óvulos que se conservan en alcohol etílico 70 
o 100% (Lopera-Barrero et al., 2008).

La aplicación de la biología molecular en especies acuáticas presenta 
varios inconvenientes, puesto que no existen protocolos estandarizados para trabajar 
distintos tipos de muestras como músculo, aleta, sangre, de acuerdo con cada especie; 
principalmente si la especie es escasa en su hábitat, lo recomendable es usar técnicas no 
invasivas, rápidas, prácticas, de bajo costo, libre de contaminación y de toxicidad, que 
no dañe los animales y eficaces en cuanto a la calidad y cantidad del ADN. Por lo tanto, 
el objetivo de la presente investigación fue evaluar un protocolo de extracción de ADN 
en dos tipos de tejido (aleta o músculo) en C. hippurus.

Se recogieron muestras de dorados en los sitios históricamente productivos, 
identificados por los frentes térmicos (Selvaraj et al., 2011) (Figura 1). Los peces fueron 
capturados utilizando el palangre de superficie o línea de anzuelos como arte de pesca. 
Para la estandarización del protocolo de extracción de ADN, se sacó aproximadamente 
5 cm de la aleta dorsal y del músculo de 25 individuos adultos de dorado, se preservaron 
en alcohol etílico a 70% y fueron mantenidos bajo refrigeración (4ºC) hasta su análisis 
en laboratorio.

El ADN fue extraído a partir de la digestión de la aleta dorsal o del músculo, 
con proteinasa K, utilizándose el kit de extracción de ADN para sangre y tejido animal 
DNeasy® Blood&Tissue, Quiagen. La cuantificación del ADN (en ηg/µl) se hizo 
siguiendo la metodología sugerida por Valentim et al. (2003). La calidad del ADN 
fue probada utilizando la técnica de PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa), 
utilizándose cebadores específicos para el gen mitocondrial NADH deshidrogenasa 
subunidad 1(ND1) del dorado (Wingrove, 2000). La amplificación del fragmento fue 
realizada siguiendo los protocolos registrados por Díaz-Jaimes et al. (2006).
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Para determinar diferencias significativas entre los dos tipos de tejidos, 
en relación al contenido de ADN extraído, se aplicó una prueba t para muestras 
independientes (músculo vs. aleta), con el software Statistica 12.0 (Statsoft, 2015). 
El número de muestras fue 25 (N=25).

En todas las muestras de aleta dorsal y músculos se obtuvieron bandas 
de ADN. Sin embargo, las muestras de aleta presentaron una mayor cantidad de 
ADN extraído, donde el promedio de concentración fue de 60 a 100 ηg/µl, mientras 
que en el músculo fue de 10 a 40 ηg/µl. Esta diferencia fue significativa (p<0.05) 
(Tabla 1). Por lo tanto, las aletas mostraron mejores resultados que el músculo, y se 
recomienda para amplificaciones futuras de ADN, y para estudios de variabilidad 
genética, utilizando por ejemplo el secuenciamiento o marcadores moleculares.

Figura 1. Sitios de muestreo del dorado (Coryphaena hippurus) en la Zona Económica Exclusiva (EEZ) 
del Pacífico colombiano, frente a los departamentos de Chocó (norte del país), Valle del Cauca y Cauca 
(centro) y  Nariño (sur).

Tabla 1. Valores de la prueba t considerando los dos tipos de tejidos, músculo y aleta dorsal (muestras 
independientes) de Coryphaena hippurus en el Pacífico colombiano, en relación al contenido de ADN 
extraído. 

Tejidos Media (ng/µl de ADN) N válido Desviación estándar F p
Músculo 28.600 25 8.231 2.353 0.041
Aleta 83.600 25 12.626
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La diferencia en cantidad en la extracción de ADN puede deberse además 
del tejido usado, a la especie y al protocolo de los procedimientos realizados para 
cada tejido y para cada especie. Por esta razón es necesaria la estandarización de 
un protocolo para cada especie, que puede usarse como una guía de trabajo de 
laboratorio en estudios futuros de conservación genética.

Las muestras de tejidos acondicionadas en alcohol al 70% y mantenidas 
bajo refrigeración (4ºC) mantuvieron su calidad y buen estado de conservación del 
ADN después de un largo tiempo de colecta (17-20 meses), haciendo posible los 
análisis en largo tiempo. Resultados similares fueron obtenidos en la extracción 
de ADN en peces cartilaginosos, donde las muestras fueron preservadas en etanol, 
se les adicionó un buffer de extracción sin proteasa, y fueron mantenidas a -20°C 
(Hleap et al., 2009).

En el presente estudio, el ADN extraído de todas las muestras de aletas 
lograron amplificación en la metodología de PCR, presentando bandas visibles 
entre 700 y 800pb, coincidiendo con los resultados esperados para un fragmento de 
751pb. Por lo tanto, las muestras de aletas, además de presentar la cantidad de ADN 
suficiente, también muestran la calidad necesaria para los estudios moleculares.  
Resultados similares se obtuvieron en la extracción de ADN utilizando escamas de 
especies en peligro de extinción como: Gibelion catla, Labeo rohita, L. calbasu, L. 
bata, Cirrhinus cirrhosus, Channa punctata y Cyprinus carpio (Kumar et al., 2007).

La extracción de ADN de calidad de aleta dorsal de dorado (Coryphaena 
hippurus), metodología no invasiva, es una buena alternativa ambiental y socio-
comercial, lo que puede favorecer la cooperación entre investigadores y pescadores, para 
tomar muestras genéticas y/o no alterar el valor comercial de los peces. En conjunto, toda 
esta información es de utilidad para futuras investigaciones genéticas, contribuyendo al 
conocimiento de la estructura de las poblaciones y la conectividad marina, las cuales son 
importantes en el diseño e implementación de reservas marinas para la protección de 
especies amenazadas por la sobreexplotación y la degradación de hábitat, especialmente 
en zonas oceánicas donde la obtención de muestras tiene un costo elevado.
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