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Problema

La calidad del dcido ribonucleico, o ARN, es un requisito clave para analizar la ex-
presion de un gen o del transcriptoma completo. En muestras de carne, la extraccién del
ARN representa un reto debido a que contiene una alta cantidad de proteinas. Aunque las
proteinas suelen eliminarse de la mezcla de extraccién con solventes como el cloroformo,
cuando la muestra contiene lipidos y glucégeno en abundancia, las muestras se vuelven
espesas y viscosas al momento de adicionar el cloroformo lo que ocasiona dificultad para
pipetear la mezcla de extraccion. Otras veces, los componentes de la carne coprecipitan
y contaminan el ARN comprometiendo la precisién de las lecturas para determinar su
cantidad. Aunque existen numerosos protocolos y kits comerciales para extraer ARN, éstos
han sido disefiados para especies modelo y usualmente su rendimiento y

pureza no es la adecuada cuando se aplican a tejidos como los de la

carne. Estas desventajas se corrigen parcialmente con el uso de perlas
magnéticas recubiertas con oligo-dT, las cuales son costosas y solo
ayudan a capturar los ARN mensajeros, dejando de lado otro tipo de

biomoléculas importantes como los ARN reguladores en las mues-

tras de ARN total.

Solucién planteada
La obtencién satisfactoria de ARN de alta calidad y sin
degradacion de muestras de carne se facilita con un paso de
pretratamiento antes de extraer el ARN. El pretratamiento
consiste en la incubacién de las muestras en solucién fisio-
légica salina al 0.9% (NaCl) estéril en una relacién 1:3 (p/v)
durante 3 a 4 horas a 4 °C. Con esta incubacién se eli-
mina la viscosidad de la muestra, aumenta el volumen
de la fase donde se encuentra el ARN vy los analisis de
expresiéon no se ven afectados (Figura 1). Las muestras
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Figura 1. Pretratamiento en solucién salina NaCl 0.9% de muestras de carne para obtener ARN de calidad.
A) Muestra sin pretratamiento. B) Muestras con pretratamiento. C) Migracién en agarosa de ARN integro de
muestras con pretratamiento.

pueden procesarse enseguida de la incubacién o pueden retirarse de la solucién para in-
mediatamente congelarlas en nitrégeno liquido y mantenerlas a —80 °C hasta el momento
de la extraccién.

Con el pretratamiento se obtiene un rendimiento promedio de 1046.84 ng ﬂL_l de
ARN integro para una muestra de carne de 100 mg de ovino utilizando el reactivo
TRIzol™ (Invitrogen). La incubacién en solucién salina también favorece la pureza del
ARN. En tal caso, la pureza promedio es de 1.99 para la relacion Ay 950 y de 1.67 para
la relacion Agg x50 en 100 mg de musculo Longissimus dorsi de ovinos (Cuadro 1).

La evaluacién de la calidad de acidos nucleicos se basa en los criterios de concentracion,
pureza e integridad. El primer criterio (la concentracién) se mide en ng ,uL_1 con base en
la absorbancia obtenida con un espectrofotémetro UV/VIS a una absorbancia de 260 nm
(Aggo) que proporciona un valor especifico del ARN, donde un valor de 1.0 es igual a 40 ug
mL ™" de ARN total. Como varios microgramos de ARN total son necesarios para un and-
lisis de expresion génica y el ARN total contiene de 1-2% de ARN mensajero, la cantidad
de ARN total debe ser alta para enriquecer las moléculas poli(A). Por ejemplo, alrededor
de 30 ug de ARN son requeridos para un microarreglo de hibridacién. El segundo criterio
o de pureza del ARN se refiere a la ausencia de contaminantes. Ademds de medir el ARN a
Aygo 1as absorbancias a 280 nm y 230 nm también se miden para examinar la presencia de
otros posibles contaminantes como proteinas y carbohidratos, respectivamente. De ahi que
los valores de las relaciones Aggy pog) entre 1.8-2.1'y Agg(195,=2.0 indiquen un ARN de

Cuadro 1. Concentracién de ARN; rendimiento y relaciones de pureza de muestras de musculo Longissimus
dorsi de dos razas de ovino.

Raza Concentracién (ng uL ") Intervalo A,g4/4950 Intervalo A,gq/4930
Pelibuey 532.3 (286.6 - 749.4) 1.9-2.0 1.3-1.9
Hampshire 1561.3 (725.1 - 2544.0) 1.9-2.0 1.3-2.1

Valores de 10 repeticiones bioldgicas (animales).
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alta pureza, requisito indispensable para los ensayos de expresion normalizados. Como las
lecturas de absorbancia califican solo dos criterios (concentracién y pureza), una manera
tradicional de evaluar el tercer criterio (integridad) es a través de un gel de agarosa tefiido
con un colorante fluorescente. Con esta prueba, el ARN total debe verse como dos bandas
superiores intensas que corresponden al ARN ribosomal (28S y 18S) que senalan que el
ARN estd intacto, no degradado y que las muestras han sido apropiadamente manipuladas
(Iigura 1). Un manejo adecuado de las muestras se relaciona con la viabilidad celular. En
bacterias, la solucién salina al 0.85% se emplea como diluyente para mantener la viabilidad
celular a corto plazo. En mamiferos, el sodio es esencial para la homeostasis celular al ser
el principal catién del liquido extracelular y presentar la misma presiéon osmoética que los
fluidos corporales cuando se emplea al 0.9%. Por lo tanto, la implementacién del pretrata-
miento en solucién salina (NaCl al 0.9%) antes de extraer el ARN es un aporte satisfactorio
que podria ser aplicado para el estudio de la expresion de genes en muestras de carne,
sobre todo de pequenos rumiantes de razas criollas que, por razones de distancia, traslado,
numero de muestras, trabajo de laboratorio y presupuesto se encuentran limitadas como
sujetos de estudio.

Los autores agradecen a la LGAC “Ganaderia eficiente, cambio climatico y bienestar
sustentable”.
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