Resumen de la continuidad del estudio genémico de perico/dorado

INFORME SOBRE EL DESARROLLO DE LAS LIBRERIAS GENOMICAS EN COLABORACION CON IMARPE

Por este conducto, desgloso las actividades realizadas durante la estancia de investigacién de la Dra.
Giovanna Sotil Caycho, |2 cual abarco la semana del 9 al 13 de junio de 2025. Dicha estancia se realizd
en las instalaciones del Laboratorio de Genética de Organismos acuaticos, del Instituto de Ciencias del
Mar y Limnologia, Ciudad Universitaria.

Muestreo

Las muestras utilizadas correspondieron a una re-extraccion de 58 tejidos de Coryphaena hippurus
colectadas durante 2022, 2023 y 2024, que corresponden a distintas localidades de Perd y Ecuador
(Tabla 1)

Tabla 1. Muestreo de organismos de Coryphaena hippurus, realizados durante diferentes afios.

Localidad Afo No. muestras Pais

Esmeraldas 2023/2024 1215 Ecuador

Manta 202212023/2024 1/5/3 Ecuador

Santa Rosa 202212023/2024 21414 Ecuador
Tumbes 2023-2024 2 Perd
Paita 202212023 T2 Peri
Pucusana 2022 2 Perd
Matarani 2023 5 Peri
llo 202312024 i Peri

Asi mismo, se realizd la extraccion de 32 tejidos de Coryphaena hippurus colectados durante el afio
2025 los cuales corresponden a un muestreo realizado con la finalidad de complementar la base de
datos con la que se cuenta (Tabla 2).

Tabla 2. Muestreo de organismos de Coryphaena hippurus, realizados durante 2025.

Localidad Afo No. muestras Pais
Esmeraldas 2025 13 Ecuador
Santa Rosa 2025 1 Ecuador

Tumbes 2025 2 Peri

Salaverry 2025 4 Perl

Huarmey 2025 2 Perl

Trabajo de Laboratorio

La extraccion de ADN asi como la digestion de las 90 muestras obtenidas se realizo en el IMAPRE. Las
librerias genémicas se elaboraron siguiendo el protocolo 3RAD (Bayona-Vasquez et al., 2019). El primer
paso consistid en normalizar las muestras de ADN a una concentracion de 20 ng/pl, utilizando una
concertacion final para la fragmentacion enzimdtica de 100 ng totales. Se utilizé una combinacion de



las enzimas de restriccion Clal, Mspl y Bam-HI. para la digestion del material gendmico, asi como de
la eliminacion de quimeras y dimeros. Los fragmentos de ADN generados por la accion enzimatica
fueron ligados a adaptadores especificos para identificar entre individuos. Los productos ligacién
fueron purificados utilizando perlas magnéticas y etanol al 80%, lo cual permite que se retengan
fragmentos de ADN de mayor calidad. Los productos de ligacién purificados fueron resuspendidos en
20 pl de buffer TE. Para la elaboracicn final de las genotecas se utilizaron 3 pl del producto de ligacion,
los cuales fueron amplificados utilizando una combinacidn de los primers iTrub y iTru7 (Glenn et al.,
2019), los productos finales fueron visualizados en un gel de agarosa al 1.5%, y se seleccionaron
aquellas librerias que tuvieran una mayor concentracion de fragmentos entre los 300 y 800 phb.

Desafortunadamente, en la visualizacion de los productos de PCR y de los productos Pos-PCR
detectamos gue |as librerias gendmicas estaban recuperando fragmentos de mayor tamafio (entre 600
y 1000 pb), esto con respecto a los productos obtenidos en general con el protocolo 3RAD (Fig. 1).

Fig.1 Librerias genomicas empleando perlas elaboradas con un tris mayo dd

En total se generaron las 90 librerias gendmicas. las cuales presentaron tamanos de fragmentos muy por encima
de 1000 pb {lo cual no es |o esperado), aunque las muestras parecian estar en buen estado. Una vez detectados
Ios problemas en la recuperacion de fragmentos mas pequenios, se realizaron diversas pruebas con los diferentes
reactivos, con el fin de detectar las posibles causas. Debido a lo anterior, se detectd que existid una alteracian
en el pH de uno del buffer que permiten |a elaboracion de |as perlas magnéticas (Tris). Fue por esto que se realizd
un stock nuevo empleando un reactivo que contara con el pH =8 y de esta forma realizar las genotecas.
Actualmente, nos encontramos finalizando las librerias ya que se cuenta con ADN base que fue almacenado en
el LABGEN. Los productos elaborados con este nuevo reactivo, mostraron una eficacia adecuada y se estima que
sean enviado a su secuenciacion a principios de agosto que es cuando regresan a las actividades la Universidad
Nacional Autonoma de México.
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Fig. 2 Prueba del funcionamiento de las nuevas perlas magnéticas. En verde se sefialan el control positivo, en amarillo
las muestras que fueron utilizadas para las pruebas.



