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RESUMEN 

 

Debido a la alta contaminación que se presenta Ecuador, cada vez son más 

los lugares contaminados por metales pesados y materia orgánica que se 

observa ausencia de flora y fauna en estas zonas. Es por esto que se estudiará 

dos especies de bivalvos los cuales se ha reportado la presencia de ellos en 

zonas contaminadas. 

 

La razón por la que estos organismos toleran este tipo de contaminación es 

gracias a la expresión de un gen llamado metalotioneína, este gen tiene como 

función detoxificar metales o iones de metales, su alto contenido en cisteína 

hace que estos metales se adhieran a su organismo. 

 

Se determinará el gen de la Metalotioneína en Mytella guyanensis y 

Crassostrea columbiensis, mediante la evaluación de los primers, 

comparación de dos métodos de extracción de ADN (Método fenol-cloroformo 

y por calentamiento), y finalmente una amplificación, para así poder utilizar 

esta información a futuro para medir la expresión de este gen y poder utilizar 

estas dos especies como bioindicadores en la contaminación por metales 

pesados.  
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ABREVIATURA 

 

MT: Metalotioneína 

mm: Milímetros 

kDa: Unidad de masa atómica 

µg: Microgramo 

µl: Microlitro 

rpm: revoluciones por minuto 

PCR: Polymerase Chain Reaction 

ml: Mililitro 
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INTRODUCCIÓN 

 

El desarrollo industrial de los países alrededor del mundo, ha 

provocado graves daños en el ecosistema marino, debido al 

incremento de sustancias contaminantes de todo tipo (orgánicas e 

inorgánicas) [1]. Los ecosistemas acuáticos sufren contaminación 

principalmente por metales pesados como lo son: Mercurio (Hg), 

Cadmio (Cd), Zinc (Zn), etc., por este motivo se ha elevado el 

interés por evaluar el efecto de la contaminación en el medio 

acuático, muchas especies de vertebrados e invertebrados han 

sido objeto de estudio en investigaciones vinculadas con la 

contaminación ambiental [2].  

 

Sin embargo, no existe una amplia información sobre este tema, 

sobre todo en las zonas tropicales a la cual pertenece Ecuador, y 

cada día se vuelve fundamental, el empleo de organismos 

acuáticos, que permitan cuantificar el impacto ambiental, causado 

por la contaminación en los ecosistemas marinos [3]. Para 

determinar contaminación por metales pesados, se emplean 

organismos modelo como bioindicadores, los cuales podrían ser 

especies vegetales o animales, estos organismos nos brindan 

información sobre ciertas características ecológicas, físico-

químicas, micro-climáticas, biológicas y funcionales del medio 

ambiente [4].  
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Es por esto que, se ha estudiado a los bivalvos como organismos 

bioindicadores, ya que estos pueden acumular diferentes metales 

a altas concentraciones, y esto va a reflejar el impacto químico a lo 

que esta expuestos los procesos biológicos, las especies 

mayormente estudiadas son: Mytilus galloprovincialis y Mytilus 

edulis [2]. Además, se ha demostrado que en las especies 

mencionadas anteriormente cuando están expuestas a metales 

pesados, a situaciones estresantes por contaminantes, patógenos 

y condiciones ambientales adversas, producen una respuesta a 

nivel molecular tal como la síntesis de proteínas, ejemplo la síntesis 

de las Metalotioneínas [5]–[7].  

 

Las metalotioneínas son proteínas no enzimáticas, pequeñas, 

intracelulares, ubicuas, capaces de metabolizar metales, unir iones 

minerales y de naturaleza orgánica  [8]–[10], en las últimas 

décadas, se ha generado un amplio interés en estas proteínas, ya 

que juegan un rol importante en la detoxificación de metales tanto 

esenciales como no esenciales[8], por ende, tiene un papel 

ecotoxicológico importante, ya que al ser sintetizadas otorga una 

respuesta específica a elevadas concentraciones de metales, es 

por esto, que se las utiliza como un potencial biomarcador de 

contaminación [9], [11]. 

De acuerdo a todo lo mencionado anteriormente, este proyecto 

integrador propone analizar el gen de las metalotioneínas (MTs), 
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para detectar la presencia de esta proteína en Mytella guanensis y 

Crassostrea columbiensis mediante la expresión del gen, cuya 

información servirá en investigaciones futuras para determinar el 

uso de esta proteína como un potencial bioindicador en el Ecuador. 
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CAPÍTULO 1 

 

INFORMACIÓN GENERAL 

 

1. METALOTIONEÍNAS. 

1.1. Contaminación 

 

El crecimiento de la producción industrial, la agricultura, el crecimiento 

poblacional y los asentamientos urbanos en las zonas costeras, son los 

principales factores que hacen crecer la contaminación a nivel mundial, 

dejando sin hábitat a muchas especies, incluso a la población humana. Debido 

a la descarga de desechos en los ríos, estos transportan toda esa materia 

orgánica e inorgánica hacia el mar [12]. 

 

Uno de los principales contaminantes inorgánicos que está causando daños 

en el ecosistema marino, son los metales pesados, en el mar existe altos 

niveles de concentración de este contaminante. La presencia de los metales 

en el ecosistema marino indica la presencia de fuentes antropogénicas, 

afluentes industriales, minería y refinería, drenaje de los cultivos agrícolas, 

descargas de aguas residuales y deposición atmosférica [12].  

 

Una solución estratégica para poder identificar las zonas contaminadas con 

metales, es la utilización de bioindicadores como los bivalvos [12]. 

 

 



9 

1.2. Bivalvos 

 

En el medio marino se están estudiando organismos para detectar la 

contaminación por metales, y se ha elevado el interés por los moluscos, ya 

que ellos acumulan metales, a niveles altos, del agua, alimento, y partículas 

del material inorgánico. Estos metales se acumulan en diferentes órganos y 

tejidos, este proceso se lleva a cabo ya que son organismos filtradores [13]–

[16]. 

 

Otras características que hace llamativos a los bivalvos en estudios de 

contaminación marina, es que poseen una amplia distribución y abundancia 

geográfica, longevidad relativa, y su sedentarismo, lo cual facilita hacer 

mediciones bioquímicas y fisiológicas [16]. 

 

De acuerdo a lo antes mencionado se utilizarán las siguientes especies para 

cumplir con los objetivos propuestos. 

 

 Mytella guyanensis 

 

Es un molusco que habita en el ecosistema de manglar desde Baja California 

hasta Perú. Estos organismos se los encuentra dentro del fango, las raíces del 

mangle o semienterrados en el fango [17]. Posee un ciclo continuo de 

reproducción dependiendo de la temperatura, es tolerante a variación de 

salinidades y contaminantes [18]. 
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Figura 1.1: Mytella guyanensis [19] 

 

Presenta una concha ovalada, relativamente delgada. En la mayoría de los 

mejillones el umbo se encuentra en el extremo de la concha, en esta especie 

no es así. El periostraco es delgado, este mejillón presenta dos zonas 

identificadas por colores, uno casi negro en la zona ventral y otro con tono 

verdoso en la parte posterior. Presenta muchas líneas concéntricas en la parte 

posterior de la concha en los ejemplares adultos. Tiene longitud de 58mm, 

ancho 28mm y diámetro de 25mm [20]. 

 

 Crassostrea columbiensis 

 

Se encuentra distribuido desde el golfo de California hasta Ecuador, 

incluyendo a las Islas Galápagos. Su hábitat regular se encuentra adheridas a 

sustratos rocosos en la zona estuarina y también sobre las raíces de 

Rhizophora sp. En la parte externa del manglar, son tolerantes a contaminante 

[21]. 
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Figura 2.1: Crassotrea columbiensis [22] 

 

Presenta valvas irregulares de color blanco, con variables, que cambian según 

el espacio disponible y la velocidad de las corrientes. Tiene el umbo opistogiro 

[21], [23], margen ondulado de color púrpura que es liso internamente, la valva 

inferior tiene forma de copa y la superior es pequeña y aplanada. Esta especie 

puede tolerar fluctuaciones considerables de salinidad cercanas a 2 ppm [21]. 

 

1.3. Metalotioneínas 

 

Las metalotioneínas son proteínas no enzimáticas, pequeñas, intracelulares, 

ubicuas, capaces de metabolizar metales, unir iones minerales y de naturaleza 

orgánica[24]–[27]. Poseen bajo peso molecular (7-9 kDa) [26], alto contenido 

en cisteína (20 cisteínas de un total de 60-62 aminoácidos) [26], un amino 

acido no aromático y estabilidad térmica, esto hace que se diferencien de otras 

proteínas [28], [29].  

 

Fueron aisladas por primera vez Margoshes y Vallee en 1957 en un riñón de 

caballo, tenía altos niveles en iones de Cd2+ principalmente, también Cu2+ y 

Fe2+ [26]. Se encuentra presente en todo el reino animal, algunos hongos, 
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plantas y cianobacterias, así como en los humanos. En 1990 mediante 

cristalografía de X-ray y espectroscopia NMR se descubrió que posee una 

estructura tridimensional, [30]. 

 

En los mamíferos estás proteínas se encuentran en mayor porción en hígado, 

riñón, páncreas e intestino, su concentración varía ampliamente en las 

diferentes especies y tejidos, también varía de acuerdo a la edad, el estado de 

desarrollo embrionario, régimen dietético, la exposición a metales pesados y 

agentes estresantes, etc. [27], [31]. 

 

1.4. Estructura y Polimorfismo 

 

Las metalotioneínas posee una estructura tridimensional, pero al ser 

secuenciadas se puede observar una sencilla cadena de polipéptidos, en las 

cuales los residuos de cisteínas están organizados en secuencias Cys-X-Cys, 

Cys-X-Y-Cys y Cys-Cys, donde en “X y Y” hace referencia a un aminoácido 

distinto a Cys [32], [33]. Los residuos Cys son los dominios a los cuales se 

unen los metales a la molécula de MT, formando clusters de metal-tiolato 

llamados dominio α y β [32]–[34]. 

 

El dominio α está formado por 31-68 aminoácidos y está localizado en el C-

terminal, mientas que el dominio β contiene 1-30 aminoácidos. Se ha 

demostrado que el dominio α es capaz de unirse a cuatro metales divalentes 

y el dominio β puede unirse a tres metales divalentes como el zinc, cadmio, 

mercurio o plomo [32], [35], [36] esto en cuanto a vertebrados, en los 

invertebrados se ha descrito la existencia de dos clusters con tres átomos de 

metal cada uno que serían equivalentes a los dominios β [25].  
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Existe otra parte de la proteína que no se une a iones metálicos y se la 

denomina apo-metalotioneína o tioneína, sin embargo se ha identificado que 

existe una muy baja afinidad del Fe+2 hacia esta zona [32], [34]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1: Unión de los metales en la molécula de metalotioneína. 
Dominio α es capaz de unirse hasta cuatro metales y el dominio β es 

capaz de unirse hasta tres metales [32] 

 

 

Las metalotioneínas de la clase I presentan pequeñas diferencias en su 

estructura primaria que la diferencia de las otras clases, es decir presenta 

polimorfismo genético o isoformas, usualmente en mamíferos. La 

nomenclatura de estas proteínas depende a la secuencia de elución de las 

resinas de intercambio iónico (MT-1, MT-2, MT-3, etc.) y las subisoformas son 

representadas por letras (MT-1a, MT-1b, etc.). El polimorfismo más complejo 

en el cual se expresan 10 genes de isometalotioneínas se encuentra en los 

seres humanos[25], [31], [37], [38]. 

1.5. Clasificación 
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Ya que no existe una función enzimática conocida en las metalotioneínas se 

las han clasificado en tres clases de acuerdo a sus características 

estructurales [31], [38], [39].  

 

La clase I se encuentran presentes como cadena sencilla, comprende a las 

MTs aisladas de los mamíferos algunos moluscos y crustáceos ostras, 

cangrejos y langostas [31], [39], e incluye a todos aquellos polipéptidos que 

tengan: alto contenido en metales pesados (4-12 átomos/mol), presentan 

solamente enlaces “Triol” y forman dos agrupamientos metálicos, alto 

contenido en cisteínas (típicamente del 23 al 33%), ausencia de aminoácidos 

aromáticos e hidrofóbicos, baja masa molecular (menor a 10,000 daltones) y 

homología estructural relacionada con las MT aisladas de mamíferos [31]. 

 

La clase II presentan cierta similitud con las de la clase I ya que también se 

encuentran presentes en cadena sencilla y su diferencia radica en la 

secuencia de aminoácidos que las MTs aisladas de los mamíferos. La 

distribución de los aminoácidos cisteína en esta clase no corresponden a la 

localización de las cisteínas en las MTs de clase I.  

 

Estas proteínas han podido ser encontradas levaduras, cianobacterias, 

hongos, insectos, nematodos y erizos de mar [14], [38], [40]. Y finalmente 

tenemos el último grupo que son las de la clase III, se encuentran presentes 

en plantas y algunas levaduras [14]. Son polipéptidos formados por la 

repetición de 2 a 11 unidades glutamil-cisteinil. Se las conoce con el nombre 

de fitoquelatinas cuando el aminoácido carboxilo terminal corresponde a la 

glicina, u homofitoquelatinas cuando el aminoácido terminal corresponde a la 

beta-alanina.  
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Estas MTs tienen una estructura oligoméricas formadas por 2 o más cadenas 

polipéptidicas de longuitud variable [31], [38], [39]. 

 

1.6. Gen de la Metalotioneína en Bivalvos 

 

Los genes de las MTs en los moluscos presenta en su genoma 3 exones y 2 

intrones [41]. En las especies de los bivalvos se han identificado dos isoformas 

o genes de metalotioneínas que son: MT-10 y MT-20. MT-10 es monomérico 

y MT-20 es dimérico, estos dos genes presentan una masa atómica de 10 kDa 

(MT-10) y 20 kDa (MT-20) [41]–[43]. 

 

Otra diferencia en estos dos genes es la MT-10 contiene 73 aminoácidos (21 

cisteínas) y la MT-20 contiene 72 aminoácidos (23 cisteínas). Los residuos de 

las cisteínas en MT-20 pueden mejorar su propiedad de quelación o crear 

ligaciones intermoleculares entre dos unidades monoméricas [41], [43]. 

 

Los genes podrían tener estructuras específicas que favorecen su rápida 

transcripción en respuesta a la exposición a un metal o metales pesados [41], 

[44]. 

 

Figura 4.1: Alineamiento de las secuencias de las proteínas MT-10 y MT-
20. Se indican los dominios α y β [43]. 
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1.7. Función 

 

Existen algunas funciones de las metalotioneínas, como la homeostasis de 

metales esenciales, protección frente al estrés oxidativo, poliferación celular y 

apoptosis, regulación del metabolismo energético y en la regeneración y 

protección del sistema nervioso. Pero la función mayormente estudiada y 

mejor establecida es la detoxificación de metales no esenciales [27], [45]–[47]. 

 

La detoxificación de metales no esenciales hace referencia a la acumulación 

de metales pesados en el organismo y que estos metales no afecten a este 

organismo, en los humanos este proceso de retención de metales es 

específica de cada tejido, pero causa patologías. En crustáceos y moluscos 

es un proceso fisiológico normal conocido como bioacumulación, gracias a 

esta función se utiliza a estos organismos como indicadores de la 

contaminación ambiental [27], [31], [48]. 
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CAPÍTULO 2 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. Recolección de muestras. 

 

Las muestras se las tomaron de la zona de Puerto Hondo, se encuentra 

ubicada en el kilómetro 17 de la vía Guayaquil – Santa Elena [49]. Puerto 

Hondo es una zona de manglar perteneciente al Estero salado, cuenta con 

2000 hectáreas2 [50]. Las muestras se recolectaron de forma manual, cerca 

de las raíces del manglar y algunas enterradas en el fango aproximadamente 

a 20 cm de profundidad, se recolectaron aproximadamente 30 organismos de 

cada especie. 

 

2.2. Extracción de ADN 

 

Se utilizaron dos protocolos para la extracción de ADN uno con Lysis Buffer o 

Calentamiento y el otro método llamado Fenol-Cloroformo, a continuación, se 

describe el primer método: 

 

 Método Lysis Buffer o Calentamiento 

 

Se tomaron las muestras obtenidas en Puerto Hondo, se las abrió con un 

bisturí, se localizó la región de la hepatopáncreas, se colocaron las muestras 

en diferentes cajas Petri separando los organismos Mytella guyanensis de 

Crassostrea columbiensis.  
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Se cortó en pedazos pequeños con el bisturí las hepatopáncreas de los 

organismos, se pesaron 500 µg de muestra de cada organismo, se los colocó 

en tubos con solución de Lysis Buffer y se los dejó durante 10 minutos en baño 

maría. 

 

Después se centrifugó a 13000 rpm por 10 minutos, una vez terminado este 

proceso se tomó una muestra de 150 µl de cada tubo y se los colocó con 300 

ml de Etanol helado al 95% en cada tubo, se los llevó a centrifugar nuevamente 

a 13000 rpm durante 5 minutos.  

 

Una vez finalizada la centrifugación se descartó todo el Etanol de los tubos y 

se colocó 100 µl en cada tubo de Etanol helado al 70%. Se centrifugó a 13000 

rpm por 5 minutos, finalizado el proceso se descartó el Etanol de los tubos y 

se los dejó secar. Al finalizar el secado se re suspende el ADN en 50 µl de 

Agua Utrapura. 

 

 Método Fenol-Cloroformo 

 

Después de cortar la hepatopáncreas con el bisturí tomamos 100 gr de 

muestra en un tubo junto a 500 µl de Buffer (tris-HCl 50mM ph 8,25; EDTA 

50mM; NaCl 50mM; SDS 1%), se las deja por 10 minutos y después se realiza 

un vortex para que homogenice [51]. 

 

Se lleva a centrifugar a 14000 rpm durante 10 minutos, después que termine 

la centrifugación se coloca el sobrenadante de la muestra con 500 µl de fenol: 

cloroformo: isoamil alcohol en una proporción aproximada de (25:24:1), se 
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deja con frío durante 10 minutos y después se centrifuga a 14000 rpm por 10 

minutos [51]. 

 

Se recupera la fase acuosa sin tocar la fase intermedia, a un nuevo tubo con 

el mismo volumen de cloroformo isoamil alcohol a una proporción de (24:1), 

se lleva a centrifugar durante 5 minutos a 14000 rpm [51]. 

 

Se toma 500 µl de la fase acuosa a un nuevo tubo con 2 volúmenes de etanol 

absoluto, se centrifuga a 14000 rpm por 10 minutos. Después se descarta el 

sobrenadante y se observa el pellet en el tubo [51]. 

 

Se agrega el mismo volumen de etanol 70%, se centrifuga a 14000 rpm por 5 

minutos. Terminado el proceso de centrifugación se desecha el etanol 70% y 

se deja secar. Finalmente, se resuspende el pellet de ADN con 50 µl de agua 

UltraPura [51]. 

 

2.3. Cuantificación y Pureza de ADN 

 

Para asegurarse que existe la cantidad suficiente de ADN para obtener la 

proteína deseada realizamos una cuantificación con Nanodrop 2000 Program. 

Esta máquina junto con el programa en una computadora me permitió mediar 

la cantidad de ADN en mis muestras.  

Como primer paso en el programa seleccionamos la opción de Nucleic Acid, 

se colocó nombre al proceso (Sample ID) y primero se blanqueó la máquina, 

se utilizó 5 µl de Agua Ultrapura para estandarizar. 
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Después se configuró la máquina, el proceso consiste en que al realizar la 

medición con 2 µl de Agua Ultrapura, previamente se limpió con una servilleta 

el agua utilizada anteriormente, los valores que obtenga deben ser de -0,2 a 

+0,2 o valores menores a este.  

 

Si obtenemos valores superiores se debe realizar el procedimiento anterior las 

veces que sean requeridas hasta obtener los valores deseados caso contrario 

no se puede continuar con la medición del ADN. 

 

Una vez obtenidos estos valores, se colocó 2 µl de muestra de ADN primero 

de Mytella guyanensis y después de Cassotrea columbiensis, no puedo 

realizar la medición de las muestras simultáneamente y vez que coloque la 

muestra seleccionamos medir o measure y observamos los resultados en la 

computadora.  

Debemos considerar que siempre que coloquemos una muestra se debe 

limpiar el sitio donde va la muestra, también debemos considerar que la 

cantidad mínima de ADN para realizar el proceso de PCR y observar la 

proteína es de 10 ng/ µl. 

 

2.4. Evaluación de Primers 

 

Para evaluar los primers utilizamos el programa Ugene, en el cual tomamos la 

secuencia de Mytella guyanensis y Crassostrea columbiensis, la colocamos 

en el programa, también colocamos nuestros primers forward y reverse para 

así observe si estos funcionan y proceder a realizar la amplificación. 
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2.5. PCR 

 

Para el procedimiento de PCR se preparó un Mix para 18 tubos incluyendo 

mis controles negativos que contenía lo siguiente: Agua Ultrapura 316.8 µl, 

Buffer a 5x 45 µl, 𝐶𝑙2𝑀𝑔 a 25 mM 13.5 µl, Dntp’s 9 µl, Taq 2.7 µl, se colocó 

21.5 µl del Mix en cada uno de los 18 tubos, se adicionó los Primers Forward 

y Reverse del gen de Metalotioneína, se colocó 1.25 µl de cada primer en cada 

tubo y finalmente se adición 1 µl de ADN a cada tubo, teniendo así una 

solución de 25 µl. 

 

Una vez terminado el procedimiento se llevó los tubos a un multiciclador, en el 

cual los valores fueron: 94˚C por 3 minutos, 94˚C por 30 segundos, los tubos 

de Mytella guyanensis se colocaron a 52˚C y los de Crassostrea columbiensis 

a 51˚C, 72˚C por un minuto, 72˚C por 5 minutos, esto se realizó durante 35 

ciclos. El proceso tardó 1 hora 39 minutos. 

 

2.6. Electroforesis 

 

Para la electroforesis se preparó un gel con Agarosa al 1% con 50 ml de 1xTae 

esto se colocó en un frasco, se calentó durante 1 minuto 30 segundos en un 

horno microondas.  

 

Después se agitó y se colocó 5 µl de colorante, se lo llevó al molde para la 

electroforesis, se lo colocó gradillas para poder hacer agujeros en los que se 

colocó la solución de los tubos una vez terminado el proceso del multiciclador, 

y se dejó enfriar. 
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Cuando tuvimos listos los tubos tomamos 20 µl de muestra y se los colocó en 

el gel desde el segundo agujero primero el control negativo, después el control 

positivo. Se colocó 4 µl de marcador de peso molecular en el primer orificio. 

Se realizó la electroforesis a 150 v durante 30 minutos. 

 

2.7. Observación del gel 

Cuando finalizó la electroforesis, se llevó el gel hacia una cámara UV y se 

observó las bandas obtenidas después del procedimiento antes mencionado, 

mediante una fotografía. 
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CAPÍTULO 3 

 

ANÁLISIS DE RESULTADOS 

3.1. Evaluación de Primers. 

 

Después de haber analizado con el programa Ugene obtuvimos que nuestros 

primers se encontraban listos para ser incluidos en la amplificación. 

 

Figura 1.3: Región de los primers en la cadena de ADN de Mytella 

guyanensis mediante el programa Ugene.  

 

 

En la figura 1.3 podemos observar la región en la que los primers se 

complementaron a la cadena de ADN de Mytella guyanensis, estos nos indica 

que se encuentran presentes en el genoma de la especie de interés. Además, 

se realizó una evaluación en la cual obtuvimos los siguientes resultados: 
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Template 
strand 

Length Start Tm GC% 
Self 

complementarity 

Self 3' 
compleme

ntarity 

Plus. 20 51 59.82 50.00 4.00 3.00 

Minus. 20 226 60.25 55.00 6.00 2.00 

Tabla: 1.3 Evaluación de primers de Mytella guyanensis 

 

En el caso de Crassotrea columbiensis los resultados obtenidos fueron los 

siguientes:  

 

Figura 2.3: Región de los primers en la cadena de ADN de Crassostrea 

columbiensis mediante el programa Ugene. 

 

En la figura 2.3 se observa cómo se complementa los primers en la cadena de 

ADN en el cual el color morado indica el primer forward y el color verde el 

primer reverse. 
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Template 
strand 

Lengt
h 

Start Tm GC% 
Self 

complementarit
y 

Self 3' 
complemen

tarity 

Plus. 20 50 60.32 50.00 6.00 2.00 

Minus. 20 168 59.96 55.00 4.00 2.00 

Tabla: 2.3. Evaluación de primers de Crassotrea columbiensis 

 

Es importante conocer los resultados mostrados en la tabla 1.3 y 2.3 ya que sin 

estos no se podría garantizar el correcto diseño y la viabilidad de los primers. 

 

Después de la amplificación se obtuvo los siguientes resultados: 

 

 

Figura 3.3: Amplificación del gen de Metalotioneína 
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En la figura 3.3 observamos la letra M el marcador utilizado que va en múltiplos 

de 100 de abajo hacia arriba y en control positivo +2 de Mytella guyanensis (MT-

Myguy) observamos que entre la primera y la segunda banda que muestra el 

marcador (M) se observa una banda que esta aproximadamente a 175 bp y en 

el control positivo de Crassotrea columbiensis (MT-Crass) +4 observamos una 

banda que está en 200 bp. También se observa bandas en EF-My y EF-Crass 

esto es un ADN de referencia llamado elongación factor y no influye en nuestros 

resultados. 

 

3.2. Comparación de Métodos de extracción de ADN 

 

Utilizando los métodos fenol cloroformo y por calentamiento se obtuvieron los 

siguientes resultados: 

 

 

 

  

 

 

 

 

Tabla: 3.3. Resultados obtenidos con la extracción con el método fenol-

cloroformo 

 
 

ORGANISMO 

 
 

CONCENTRACIÓN 
DE ADN 
(ng/µl) 

 
 

PUREZA 
260/280 

 

MEJILLONES 7.547 1.9  

OSTIONES 5.341 1,8  
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Tabla: 4.3. Resultados obtenidos con la extracción con el método por 

calentamiento 

 

Como se muestra en las tablas 3.3 y 4.3 el método que dio mejores resultados fue el 

método fenol cloroforma ya que se obtuvo mayor concentración de ADN y una mejor 

pureza. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ORGANISMO 

 
 

CONCENTRACIÓN 
DE ADN 
(ng/µl) 

 
 

PUREZA 
260/280 

 

MEJILLONES 39 1.7  

OSTIONES 2.625 1,8  
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

Conclusiones  

 

1. Se comprobó que el método fenol-cloroformo fue más efectivo que el método 

por calentamiento. 

 

 

2. Los primers están correctamente diseñados fueron viables para la 

amplificación. 

 

 

3. Se determinó la presencia del gen de la metalotioneína en Mytella guyanensis 

y Crassostrea columbiensis. 

 

 

Recomendaciones 

 

1. Realizar la amplificación de ADN un día después de la extracción. 
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Figura 1.2: Termociclador para PCR 
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Figura 2.2: Tubos después de la PCR para electroforesis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2: Temperaturas utilizadas en el termociclador para PCR 
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Figura 4.2: Extracción de ADN con el método fenol clorforma después de 

agregar fenol-cloroformo 
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Figura 5.2: Nanodrop 2000 utilizado para cuantificar la concentración y 

pureza de ADN 


