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RESUMEN

La extraccion de ADN gendmico de especies animales requiere de una estandarizacion
previa especifica a la especie, dada la naturaleza de los tejidos o material bioldgico que
se pueden obtener tras un proceso de muestreo. En el caso de las aves, al tratarse de
animales con una amplia distribucion en los ecosistemas, la extraccion de ADN a partir
de muestras obtenidas por procesos no invasivos resulta de gran utilidad. El muestreo de
plumas especificamente, en lugar de sangre o tejido, tiene la ventaja de generar menor
estrés y dafio fisico a los individuos, no s6lo por tratarse de un procedimiento menos
complejo, sino también porque se puede extraer ADN viable a partir de plumas
encontradas en el campo y plumas de colecciones antiguas de museo, con lo cual se
pueden realizar estudios sin necesidad de la destruccion de material de coleccion.
Ademas, los métodos no invasivos de muestreo también son importantes en sitios como
el Ecuador, en donde se encuentran ecosistemas fragiles y diversos que deben manejarse
con precaucion. En el presente estudio, se realizd la estandarizacion de un protocolo de
extraccion de ADN a partir de plumas, para lo cual se analiz6 la calidad y rendimiento de
la extraccion al probar variables como el tamafio de raquis, especie, tipo de pluma,
antigiiedad y tiempo de digestion con proteinasa K. Especificamente, al utilizarse 1 cm
de raquis se obtuvo casi el doble de cantidad que con 0.5cm. Por otro lado, con 1 cm de
raquis en tiempos de lisis de 18 horas en lugar de 4 horas, se obtuvo mejores rendimientos.
Ademas, al utilizar plumas recién colectadas se logré mejores concentraciones que con
plumas preservadas en museo. Los rendimientos fueron mayores en plumas de cola que
de ala. Las concentraciones entre especies fueron diferentes, por ende los protocolos de
extraccion deben ser especificos para cada especie de ave. La calidad de ADN fue
aceptable, pero hubo una posible contaminacién con fenoles. Otras variables como la
conservacion de la muestra, asi como el tiempo de almacenamiento pueden ser analizados
a futuro para conseguir los mejores rendimientos. Una buena estandarizacion del método
permitiria obtener ADN en buena cantidad y calidad para futuros estudios moleculares
que aborden temas de diversidad, sexaje, y efectos antropogénicos en especies de aves
del Ecuador.

Palabras clave: ADN genémico, plumas, método no invasivo, fenol:cloroformo:alchol
isoamilico, rendimiento de ADN.



ABSTRACT

The extraction of genomic DNA from animal species requires a previous specific
standardization for the specie, given the nature of the tissue or the biological material that
can be obtained after a sampling process. In the case of birds, these are animals with a
wide distribution in the ecosystems, therefore DNA extraction from samples obtained
through non-invasive processes can be enormously useful. Feather sampling specifically,
instead of using blood or tissue, has the advantage of generating a lower levels of stress
and physical damage to the individuals, not only because it is a less complex procedure,
but also because DNA can be extracted from feathers found in the field. Other studies
also report that viable DNA can be extracted from antique feathers at museum exhibits,
with which studies can be performed without destroying collection material. Besides,
non-invasive sampling methods are also important in places like Ecuador, where there
are fragile and diverse ecosystems that must be handled carefully. In this study, the
standardization of a protocol for DNA extraction from feathers was done, for which the
quality and efficiency of the extraction was analyzed, by testing variables like rachis size,
species, the age of the sample, type of feather, and digestion time with proteinase K.
Specifically, when 1 cm of feather was used, almost double of the amount of the DNA
was obtained than with 0.5 cm. On the other hand, with 1 cm of feather and 18 hours of
digestion instead of 4 hours, higher concentrations of DNA were obtained. Also, using
freshly collected feathers, better concentrations were achieved than with museum-
preserved feathers. Yields were higher in tail feathers than in wing feathers. The
concentrations between species were different, therefore the extraction protocols must be
specific for each species of bird. Other variables, like sample conservation as well as the
storage time can be analyzed in the future in order to obtain the best performance. A good
standardization of the method would allow to obtain DNA in a good amount and quality
for future molecular studies that deal with diversity, sexing, and anthropogenic effects in
birds species of Ecuador.

Key words: Genomic DNA, feathers, non-invasive method, phenol:chloroform:isoamyl
alcohol, concentrations of DNA.
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INTRODUCCION

1.1 Importancia de la extraccion de ADN genémico aviar de plumas

Pese a su pequeio territorio, Ecuador es considerado un pais megadiverso y se
encuentra entre los 5 paises con mayor diversidad de especies de aves a nivel mundial
(Garcia & Gomez, 2007). Por ello, es importante estudiar la biodiversidad de la avifauna
mediante estudios moleculares (Horvath et al., 2005).

Los estudios moleculares son herramientas que permiten el analisis del material
de interés como los acidos nucleicos. Son importantes para para realizar investigaciones
en el comportamiento, taxonomia, tamafio poblacional, tasas de migracion, estructura
genética y conservacion de las aves (Maurer ef al., 2010). El primer paso para los estudios
genéticos es la obtencion del ADN, ya que es el componente principal del material de
herencia en los seres vivos (Viili et al,, 2013). El ADN se encuentra en el material
bioldgico que se obtiene después de un procedimiento de muestreo (Horvath ez al., 2005).

Los tipos de muestreos pueden variar desde procesos invasivos que inducen estrés
en los individuos y los procesos no invasivos que no afectan fisicamente a las especies en
estudio (Sanchez et al., 2013). En los tltimos afios los métodos no invasivos de muestreo
han sido importantes para los analisis genéticos en las aves (Bello et al, 2001).
Concretamente, el muestreo de plumas representa una alternativa potencial para obtener
ADN gendmico viable, ya que las plumas pueden ser recolectadas en el campo o mediante
especimenes de colecciones clasicas de museos (Rudnick et al, 2008; Horvath et al.,
2005).

Las plumas son muestras bioldgicas de interés para obtener ADN. Ya que, estan
compuestas por una estructura queratinosa y un eje que esta dividido en dos secciones: el
raquis y el calamo, el eje tiene una forma cilindrica y se conecta directamente con la

epidermis (Anexo A) (Hogan ef al., 2008: Onifade et al., 1998). El raquis estd formado
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por dos orificios o también denominados ombligos, un ombligo superior donde se ubica
la parte laminar de la pluma y el ombligo inferior que alimenta a la pluma con sangre
durante su desarrollo. El abastecimiento de sangre se detiene cuando las plumas llegan a
la etapa maxima de desarrollo, sin embargo, las células residuales, los pigmentos y las
proteinas permanecen en el eje de la pluma. La queratina y los ejes de las plumas son
materiales resistentes que proporcionan un microambiente que protegen la integridad del
ADN de los factores ambientales extrinsecos no controlables (Sanchez et al., 2013). Por
tanto, las plumas son consideradas como muestras biologicas atractivas para los estudios
y andlisis moleculares (Beja-Pereira et al., 2009).

1.2 Tipos de muestreos: invasivos y no invasivos

Tradicionalmente, se han empleado tipos de muestreos invasivos y/o destructivos
para especies de animales (Dai et al., 2015). Se puede establecer parametros de
comparacion entre el método invasivo y el método no invasivo. El primero
fundamentalmente se sustenta en la obtencion de muestras de tejidos internos, tales como:
musculo, higado, rifidn y sangre representando un riesgo para la vida de las especies
(Horvath et al., 2005). Mientras que, el método no invasivo se ha convertido en una
alternativa ambiental, social y representa una alta viabilidad econdémica para la
recoleccion de muestras, conservando la especie y optimizando recursos (Rudnick et al.,
2008).

En los métodos invasivos los animales deben ser capturados y en ocasiones ser
sacrificados, lo cual incluye riegos a la especie y a la persona quien realiza el muestreo,
lo que conlleva a dilemas éticos que involucran cuestiones humanitarias (Segelbacher,
2002). Capturar a las aves en sus nichos ecologicos en ocasiones son procesos factibles,
pero inducen un estrés elevado que puede tener efectos secundarios en el éxito

reproductivo y en la presion sanguinea (Broquet, Menard & Petit, 2006).
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Una estrategia alternativa es el muestreo no invasivo, el cual presenta mayor
viabilidad para obtener muestras bioldgicas sin causar estrés a las especies utilizando
mayormente plumas y heces para extraer su ADN (Taberlet & Luikart, 1999). La ventaja
del muestreo no invasivo es la obtencion de muestras bioldgicas de animales que estan en
libertad sin tener que atraparlos o manipularlos (Solberg, 2006). Ademads, es la unica
opcion para las especies en peligro de extincion, especies extintas, especies raras y cuando
los procesos de captura son complejos debido a la edad y el tamafio de las aves (Vili et
al.,2013).

1.2.1 Métodos de conservacion de las muestras.

Actualmente, existen diversos métodos que benefician a la preservacion de
plumas, y con ello la integridad del ADN cuando no es posible realizar inmediatamente
los procesos de extraccion de los especimenes recién recolectados. Entre los métodos
para la preservacion de muestras se resaltan los almacenajes en: etanol absoluto, silica de
gel y agentes quelantes como la solucion DETs (EDTA/Tris/DMSO), los cuales
pretenden desactivar e inhibir las actividades de las nucleasas mediante un adecuado
almacenamiento en lugares oscuros, frescos y con niveles de humedad controlados
(Taberlet & Luikart, 1999). Los métodos de conservacion de los especimenes son
importantes para mantener la integridad del ADN por largos periodos de tiempo (Vili et
al.,2013).

1.3 Métodos de extraccion de ADN gendomico

La extraccion de ADN es uno de los pasos mas importantes para realizar los
analisis genéticos. Existen varios métodos para extraer ADN genomico aviar, tales como:
kits de extraccion comerciales, método fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (PCI),

método fenol: cloroformo, chellex al 5%, protocolo con acetato de potasio, métodos de
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extraccion con colagenasa y proteinasa K, entre otros (Rahaman et al., 2002; Bello et al.,
2001; Maturrrano et al; 2012; Freedman et al., 2008; Benja et al., 2009).

Los kits comerciales son muy utilizados para extraer ADN, ya que se adaptan a
una amplia gama de muestras biologicas y generan altas concentraciones de buena calidad
(Fraga et al., 2004). Sin embargo, sus costos son elevados, el rendimiento depende de la
cantidad inicial de la muestra y actualmente no existe una amplia gama y/o disponibilidad
de kits para extraer ADN gendmico a partir plumas (Tang et al., 2005).

En cambio, el uso de PCI es un método alterno que representa una viabilidad
econdémica y proporciona ADN de alto peso molecular. No obstante, en ocasiones la
principal desventaja es la obtencion de ADN degradado, lo cual se puede evitar mediante
el uso adecuado de los solventes orgéanicos durante el procedimiento (Stormer et al,.
2007). El protocolo de PCI ha permitido extraer ADN genomico de calidad y con buenos
rendimientos de 120 especies de aves (Bello ef al., 2001).

Por otro lado, un método simple que no emplea solventes organicos toxicos para
el operador es el Chellex 5% (Walsh et al.,2018). El método utiliza una resina que
intercambia iones metalicos multivalentes, cuya funcion es remover los cationes que se
localizan en una solucién y los pega en la parte superior de la resina para realizar la
digestion del ADN, evitando asi la degradacion y contaminacion por nucleasas (Garcia
et al., 2007). A pesar de ello, la desventaja principal es la obtenciéon de ADN de cadena
simple y/o monocatenaria, siendo menos estable para el almacenamiento del material
genético a largo plazo (Alda et al., 2007)

1.3.1 Limitaciones de los métodos de extraccion de ADN en plumas.

Estudios similares reportan que los procesos de extraccion de ADN gendmico para
las muestras biologicas obtenidas tras un proceso de muestreo no invasivo presentan

algunas limitaciones como el bajo numero de copias de acido nucleico, una calidad
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deficiente del mismo, presencia de inhibidores de la PCR y degradacion del ADN por la
actividad de las nucleasas (Vili et al., 2013; Alda, Rey & Doadrid, 2007). Otro factor es
la contaminacion con los compuestos presentes en el ADN, especialmente con RNAsas
y otros polisacaridos (Maturrano et al., 2012).

El estudio realizado por Linn (1981) establece que la integridad del ADN de las
plumas es afectada por el estrés oxidativo, los procesos de hidrolisis, 1as actividades
enzimaticas y los factores extrinsecos no controlables como la temperatura, la humedad
relativa, radiaciones solares, pH, degradacion microbiana y contaminacion cruzada entre
aves. La humedad causa un notable dafio fisico a las plumas, ya que forma microporos
por los cuales pueden ingresar los microorganismos y degradar la queratina y el eje de la
pluma que protegen el ADN (Villi et al., 2013). El uso de un método adecuado de
recoleccion de muestras, extraccion y purificacion garantiza la calidad y concentracion
del 4cido nucleico (Panasci ef al., 2011).

1.4 Aplicaciones del ADN genomico de plumas

El ADN gendémico aviar de plumas permite realizar andlisis y estudios que
proporcionen resultados acerca de la estructura poblacional, favoreciendo al disefio y la
implementacion de las reservas ecologicas de las aves. Entre los objetivos principales de
los estudios genéticos ecoldgicos es proteger a las especies en peligro de extincion debido
a la sobreexplotacion de su habitat (Sanchez et al., 2013). Por otro lado, la identificacion
de las poblaciones de aves es importante en los programas de conservacion y manejo de
la variabilidad genética (Eguchi & Eguchi, 2000).

Ademas, en diversos estudios se ha utilizado con éxito el ADN gendmico de
plumas para la identificacion de especies, sexaje molecular, determinacion de niveles de
polimorfismos genéticos, reconstruccion de pedigri, evaluacion de la estructura genética,

filogeografia, asi como la filogenia intraespecifica, estimaciones de la abundancia en
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poblaciones no reproductivas e identificacion de la paternidad, andlisis del recambio
individual en los nidos de las aves y andlisis de telémeros que son biomarcadores de
longevidad de las especies animales (Hogan et al., 2008; Rudnick et al., 2008; Salmon et
al., 2006).

Por otro lado, los procesos de extraccion y purificacion del ADN gendmico aviar
a partir de plumas obtenidas tras un método de muestreo no invasivo, requieren de una
estandarizacion especifica previa segun la especie. El objetivo del presente estudio fue
estandarizar un protocolo de extraccion a partir de plumas de gorrion americano cuyo
nombre cientifico es Z. capensis y canario maria cuyo nombre cientifico es S.petechia

con la finalidad de obtener ADN gendémico de buena calidad y cantidad.
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METODOS

En el presente estudio se analiz6 cinco variables que influyen en los rendimientos
de ADN, tales como: el tamafio del raquis, la especie de ave, tipo de pluma, antigiiedad
de la muestra y tiempo de lisis con proteinasa K.

Para probar el tamano del raquis. Se compar6 entre 0.5 cm y lecm de raquis
extraidos de cola del gorrion americano en un tiempo de lisis de 4 horas. Las otras
variables se compararon a partir de 1 cm del raquis. En cuanto a la variable tiempo de
lisis, se ensayod en tiempos de 4 y 18 horas a 56 °C con proteinasa K a partir de plumas
de ala de gorrién americano y canario maria. Con los tratamientos de lisis también se
analiz6 la variable especie de ave, ya que se aplico el mismo procedimiento para ambas
especies. Para probar la variable antigiiedad de la muestra, se compard plumas recién
colectadas de canario maria y plumas conservadas en museo de gorridon americano en un
tiempo de digestion de 18 horas. Para experimentar el tipo de pluma, se compar6 plumas
extraidas de ala y cola de gorrién americano en un tiempo de lisis de 4 horas.

Para los procesos de extraccion de ADN, se siguid el protocolo de Bello et al.
(2001). El protocolo consiste en usar proteinasa K para los tiempos de lisis celular y los
procesos de purificacion del ADN se realizan con fenol:cloroforomo:alcohol isoamilico
(PCI). Se colocé los raquis en un tubo Eppendrof de 1.5 mL, y luego 500 pl del buffer
de lisis y 5.83 ul de proteinasa K a una concentracion final de 175 pg/ml. Posteriormente,
se incubd las muestras en la camara de arena durante 4 y 18 horas a 56 °C
respectivamente, acorde a la variable probada. Después de los procesos de lisis, las
muestras se agitaron durante 1 minuto en el vortex para tener una mezcla homogenizada,
y luego se centrifugd a 13.000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

Se recolectd el sobrenadante y se transfirié a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml.

Se afiadi6é 500 pl de Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamilico (25:24:1) y se centrifugd a
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13.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Con la micropipeta se recolecto el sobrenadante,
se evitd tomar la interfase, y se transfiri6 a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml. Se lavaron
las trazas de fenol con 500 pl de Cloroformo: Alcohol isoamilico (24:1). Se agit6 las
muestras vigorosamente hasta obtener un aspecto lechoso, y se centrifug6 a una velocidad
de 13.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Con una micropipeta se recolectd
aproximadamente 500 ul del sobrenadante y se transfirié a un tubo nuevo de 1.5ml.
Para la precipitacion del ADN se adicion6 50 pl de NaCl 2M, y dos volimenes de
etanol absoluto. Se volvié a centrifugar a 13.000 rpm durante 20 minutos a 4°C. Se
procedi6 a descartar el sobrenadante y para lavar el pellet se adiciond 500 pl de etanol al
70% y se centrifugd durante 5 minutos a una velocidad de 13.000 rpm. Después del
proceso de centrifugacion se descartd el etanol. A continuacion, se dejo secar el pellet a
temperatura ambiente durante 12 minutos y se resuspendio el pellet en 30 pl de agua ultra
pura estéril. La calidad y concentracion de ADN gendémico se midi6 con el equipo

Nanodrop 2000.
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RESULTADOS

Para analizar el rendimiento y la calidad del ADN se probd experimentalmente
cinco variables como el tamafio del raquis, la especie de ave, antigiiedad de la muestra,
tipos de pluma y tiempos de digestion con proteinasa K a 56 °C.

Al experimentar la variable tiempo de lisis a partir de un 1 cm de raquis extraidos
de ala y en tiempos de lisis de 4 horas. Se obtuvo una concentracion promedio de 1.13
ng/ul en plumas de gorrion americano y 23.83 ng/ul en plumas de canario maria. Mientras
que en tiempos de digestion de 18 horas se obtuvo una concentracién promedio de 16.9
ng/ul en plumas de gorrion americano y 66.54 ng/ul en plumas de canario maria (Fig.1A).
A pesar de aplicar el mismo tratamiento de lisis para ambas especies, se alcanzaron
rendimientos diferentes. Por lo cual, otras variables a parte del tiempo de digestion
pueden influir en un mismo protocolo.

Al probar la variable tamafio de raquis a partir de plumas de cola del gorriéon
americano en tiempos de lisis de 4 horas. Se obtuvo una concentracién promedio de 109.9
ng/pl para raquis de 0.5 cm y 246.8 ng/ul para raquis de 1 cm. Obteniendo casi el doble
de concentraciones en plumas més grandes (Fig.1B).

Al experimentar la antigiiedad de la muestra a partir de 1 cm de raquis extraidos
de ala en tiempos de lisis de 18 horas. Se obtuvo un rendimiento promedio de 16.9 ng/ul
en plumas de gorriébn americano preservados en museo y 66.53 ng/ul en plumas de
canario maria recién colectadas y almacenadas en condiciones de oscuridad y seco
(Fig.1C).

Al probar la variable tipo de pluma a partir de 1 cm de raquis extraido de gorrion
americano en tratamientos de digestion de 4 horas. Se alcanzaron rendimientos promedio

de 1.13 ng/pul en plumas de ala y 246.8 ng/ul en plumas de cola (Fig.1D).
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Por otro lado, se utiliz6 la relacion de las absorbancias A260/280 y A260/230 para
evaluar la calidad del ADN. Se considera un ADN de pureza 6ptima cuando la A260/280
tiene valores entre 1.8 a 2.0 y la A260/230 esta entre 1.5 a 2.2 (Surzycki, 2000). Se
obtuvieron valores entre 1.6 y 1.8 en la absorbancia A260/280, mostrando que la pureza
fue aceptable. Sin embargo, los valores de la absorbancia A260/230 fueron menores a 1.5
indicando una posible contaminacion con sales, carbohidratos o fenoles.

A través de una revision bibliografica, se encontr6 que en 28 articulos cientificos
similares existen otras variables que se han experimentado durante la estandarizacion de
un protocolo de extraccion de ADN gendmico a partir de plumas. En la revision se
establecid que la variable mas considerada en 25 de 28 articulos andlogos es el tipo de
ombligo u orificio del cdlamo. En 22 articulos la segunda variable més estudiada es el
estado de la pluma segin su nivel de degradacion. El tiempo de almacenamiento es otra
variable considerada en 20 articulos. Finalmente, los métodos de conservacion de las

muestras se experiment6 en 18 de 28 articulos analogos (Fig.2).
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DISCUSION

Es importante analizar las variables que influyen en los procesos de extraccion de
ADN gendmico para estandarizar y optimizar los protocolos segun la especie y las
muestras biologicas (Hogan et al., 2008). En el presente estudio se analiz6 el rendimiento
y la calidad del ADN a partir de plumas al experimentar cinco variables.

La primera variable que se probd fue el tamafio del raquis, se analizé la
concentracion de ADN a partir de 0.5 cm y 1 cm. Se obtuvo un rendimiento mayor en
raquis de 1 cm, especificamente de 246.8 ng/ul. Los resultados son comparables con los
estudios reportados por Sanchez et al. (2013) y Bayard et al. (2008) que analizaron la
concentracion de ADN a partir de diferentes tamafios de raquis y obtuvieron rendimientos
promedio de 272.47 ng/pl al utilizar raquis de 1 cm. Mientras que al emplear tamafios de
0.25, 0.5y 0.75 cm los rendimientos oscilaron entre 82.46 ng/ul y 175.56 ng/ul. Con lo
mencionado, se sugiere emplear como fuente de ADN raquis de 1 cm, considerando que
los raquis mas grandes tienen mas material genético y tejidos que los pequefios (Hogan
et al., 2008; Bello et al., 2001).

La segunda variable analizada fue el tiempo de lisis celular con proteinasa K a
56°C. Se obtuvo un rendimiento promedio de 41.72 ng/ul en tratamientos de 18 horas y
en 4 horas las concentraciones fueron de 12.48 ng/ul. Los resultados son comparables con
los estudios de Bayard et al. (2008) y Rudnick et al. (2005), quienes reportan que los
tiempos de digestion de 12 y 18 horas ayudaron a mejorar los rendimientos de ADN. Por
ello, mientras mas horas de digestion del tejido, el rendimiento obtenido es mejor (Bello
etal., 2001). Ademas, durante mas tiempo actué la proteinasa K y el buffer de lisis existe
mayor degradacion de la queratina, y de tal manera mayor liberacion de ADN (Rudnick

et al., 2005; Bayard et al., 2008).
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La tercera variable analizada fue la antigiiedad de la pluma. La concentracion de
ADN en especimenes antiguos presevados en museos fue de 16.9 ng/ul. Mientras que los
rendimientos en plumas recien recolectadas, almacenadas en oscuridad y en seco fue de
66.53 ng/ul. Los estudios andlogos de Rudnick et al. (2008) y Maurer et al. (2010)
emplearon plumas de colecciones de museos conservadas en DETs y obtuvieron
rendimientos de 71.4 ng/ul. Por otro lado, el estudio realizado por Robert et al. (2002)
utiliz6 plumas recién recolectadas y almacenadas en oscuridad a una temperatura y
humedad controlada, obtuvo rendimientos de ADN, dentro del rango 126 ng/pl y 267.16
ng/pl. En general, la obtencion de ADN a partir de plumas recién colectadas es mas
conveniente para evitar la degradacion del mismo (Maurer et al., 2010).

La cuarta variable analizada fue el tipo de pluma. Las concentraciones de ADN
en plumas de ala fueron de 1.13 ng/ul y 246.8 ng/ul en plumas extraidas de la cola. Los
resultados obtenidos son comparables con el estudio de Villi et al. (2013). Obtuvo
mayores rendimientos de ADN al utilizar plumas extraidas de la cola. Sin embargo,
estudios similares enfatizan que otras variables ademas del tipo de pluma pueden influir
en las concentraciones del material genético tras un mismo protocolo (Villi et al., 2013;
Bernstein et al., 2002; Hogan et al., 2008).

Los rendimientos de ADN en los procesos de extraccion mostraron diferencias al
emplear los mismos tratamientos de tiempos de lisis en dos especies de aves. Se obtuvo
mayores rendimientos en plumas extraidas de canario maria que de gorriébn americano.
Los resultados son comparables con los reportados en Payne et al. (2002) y Martinez et
al. (2004), cuyas concentraciones de ADN fueron distintas seglin las especies de ave en
estudio. Lo mencionado, se adjudica a que las especies de aves tienen variaciones en las
condiciones ecoldgicas, comportamientos, dietas y morfologias que influyen en el

bombeo de la sangre durante la etapa de desarrollo, lo que repercute en la concentracion
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del material genético en las plumas (Piggot, 2004). Por lo cual, es importante estandarizar
un protocolo de extraccion especifico para cada especie de ave (Horvath et al., 2005).

Por otro lado, la calidad del ADN obtenido fue aceptable. Sin embargo, presento
una contaminacion con fenoles, ya que el fenol absorbid una longitud de onda de 270 nm
(Surzycki, 2000). Para obtener una buena calidad del 4cido nucleico, el operador debe
manejar una técnica de pipeteo adecuada y todas las medidas de bioseguridad. También
es necesario determinar la cantidad apropiada de fenol en el proceso de extraccion de
ADN, especificamente cuando se utiliza el método PCI (Gallou et al., 2015).

Mediante busqueda en la literatura, se encontrd6 que en 28 articulos analogos
existen otras variables que también se han considerado durante la estandarizacion de
protocolo de extraccion de ADN gendmico aviar. En esta busqueda se establecio que la
variable mas considerada en los protocolos de extraccion es el orificio u ombligo del
calamo de la pluma (Horvath ez al., 2005). Los estudios realizados por Hailer et al. (2007),
Hogan et al. (2008) y Villi et al. (2013) alcanzaron rendimientos promedio de 275.1 ng/ul
al emplear plumas con el orificio superior y 134.73 ng/pl en plumas con el orificio inferior
del calamo. Por ende, los resultados sugieren que el codgulo de sangre localizado en el
ombligo superior proporciona mayor cantidad de ADN gendémico en relacion a la punta
basal del calamo (Hailer ef al., 2007; Hogan et al., 2008; Villi et al., 2013; Rudnick et
al., 2008).

Otra de las variables consideradas en estudios andlogos es el estado y/o la
condicién de la pluma segun su nivel de degradacion. Hogan et al. (2008) sefiala que el
estado de la pluma puede ser caracterizada de forma visual. Existen tres estados: Bueno
cuando el cdlamo es transparente y no tiene signos visibles de degradacion; Moderado
cuando existen signos visibles de degradacion y el calamo es de color amarillo por las

afectaciones ambientales; Pobre cuando presenta signos extremos de degradacion y el
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calamo no tiene color. Los estudios de Hogan et al. (2008) y Horvath et al. (2005)
alcanzaron concentraciones entre 92.1 y 435.33 ng/ul al utilizar plumas en estados buenos
y moderados. Sin embargo, Bush et al. (2005) y Runick et al. (2007) reportaron
concentraciones promedio de 3.82 ng/ul de ADN en plumas con estados “pobres” y con
signos extremos de degradacion. En base a los resultados reportados se recomienda
emplear plumas en estados “buenos” y “moderados” (Hogan ef al., 2008).

En cuanto, al tiempo de almacenamiento y los métodos de conservacion de las
muestras. Los estudios de Bernstein ef al. (2002) y Mesa (2005) obtuvieron
concentraciones promedio de 156.17 ng/ul en muestras conservadas entre 1 y 5 afios en
silica de gel. No obstante, en muestras conservadas entre 10 a 15 afios con otros métodos
y tratamientos hiumedos alcanzaron un rendimiento limite de 67.1 ng/ul (Sefc et al.,
2001). Considerando que el tiempo de almacenamiento y los métodos de conservacion
no adecuados pueden generar “cross-linkage” y/o entrecruzamiento del ADN, hidrolisis
en los enlaces fosfodiester del mismo y una elevada actividad de las endonucleasas
(Jimenez et al., 2007). Para mantener la integridad del material genético por mayor
tiempo, el estudio de Frantz (2004) recomienda conservar las plumas en DETs, silica de
gel y almacenar en condiciones oscuras con tratamientos secos y frescos. Por ello, el
tiempo de almacenamiento no es un factor relevante cuando los especimenes se conservan
en métodos y tratamientos optimos (Villi ez al., 2013)

Finalmente, experimentar las variables que influyen en la metodologia permitira
una buena estandarizacion del protocolo de extraccion de ADN a partir de plumas con la
finalidad de conseguir concentraciones de buena calidad y cantidad para posteriores

estudios moleculares.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se encontré que el tamafio del raquis, la antigiiedad de la
pluma, el tipo de pluma y el tiempo de lisis de 18 horas tienen una incidencia en la tasa
de ADN recuperado. Ademads, es evidente que el protocolo de extraccion para cada
especie debe ser especifico y dependiente de los métodos de conservacion previos de los
especimenes.

Estandarizar los protocolos de extraccion de ADN de plumas segun la especie de
ave es importante para conseguir altas concentraciones de ADN viable de buena calidad
para futuros estudios que abarquen temas genéticos, taxonémicos y evolutivos de aves

endémicas y migratorias que se localizan en el Ecuador.
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