ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DEL LITORAL

FACULTAD DE INGENIERIA MARITIMA
Y CIENCIAS DEL MAR

"DESARROLLO Y ANALISIS DE SONDAS
NUCLEICAS COMO HERRAMIENTAS
DE DIAGNOSTICO EN LA LARVICULTURA
DE CAMARONES PENEIDOS"

TESIS DE GRADO

Previa la obtencién del titulo de-
ACUICULTOR

Presentada por:
César Bedoya Pilozo

GUAYAQUIL-ECUADOR
1996



AGRADECIMIENTO

A Dios, por brindarme su amor y ayuda cuando mas lo
necesitabi,

A mis padres por “soportarme”,
A mi familia por su carifio y aliento.

AICENAIM, en la persona de Jorge Calderén V., Ph.D., por
haberme dado la oportunidad de desarrollar csta tesis.

Al personal del CENATM y en especial a mis amigos del
“PIG” (Programa Patologfa, Inmunologia y Genética) por su
cooperacion y simpatia,

A Eric por mostrarme el maravilloso mundo de la ciencia ¥
ensenarme los tesoros mds valiosos del universo, la humildad y 4
sinceridad.

A EmmeriK por guiarme y brindarme su amistad.

A Rafaela por ser una excelente profesional y commpafiera de
trabajo,

A mis compaiieros de tesis. por ** ser como son”,

A Lucia, quien fue la primera persona que tuvo fé en mi,
dondequiera que estes, GRACIAS. te quiero,



DECLARACION EXPRESA

“La responsabilidad por los hechos. ideas y doctrinas expuestos en esta

tesis, me corresponden exclusivamente: y el patrimonio intelectual de la
misma, a la ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DEL LITORAL.”

(Reglamento de Exdmenes v Titulos profesionales de la ESPOL.)

[y

..I')-\.

LN | |

S
Ty
| W

LT TR LRl L L e TN TR ]

César Bedoya Pilozo




Jorge Caldemn Ph D

Presidente del tribunal

./_

Tamam de qu I_n g.
Vocal Principal

LM

- Eric Mialhe Ph.D.

Director de Tesis

.,'.‘,.m_..- AR

—-"r‘--f‘-x"

SR s v [ /o el

. f/ R Y
J, er'{'y L‘dndivan M.Sc.

Vocal Principal



RESUMEN

El proyecto tuve dos componentes: en primer lugar, ¢l desarrollo de una sonds
homéloga de una cepa probablemente probidtica de Vibrio alginolviicus y de upa pricha
basada en este reactivo, y en segundo lugar la evaluacion de una sonda aeterdloga de

densovirus de camardn (1HH NV

La sonda homéloga fue preparada a partir cel ADN plasmidico de |x cepa |58
de Vibiio alginotyticis, Este tipo de ADN fue encontrado también en otgas copas, 166 v
166, del mismo vibrio. El plasmide fue marcade con digotigenina segiin la téenica
“Random primer labeling™. v se evalué su sensibilidad y especifidad mediante la téenica
del Dol Blol. Se determing (ue lasonda podiadetectar hasta 10 Pg de ADN plusmidico.
cicuanto a suespectfidad reaccions con los ADNs de Jas cepas 160 v 166, sugiriendo
la posibilidad que en realidad estay tres tepas poscan el mismo lipo de pldasmide. No
presento reaccion con la cepa ILT de Vibrio elginolyticus, sapuestamante del mismo
lipu que la cepa LS, tampoco resccions con cepas de Vidrio harveve ni con ADNs de
otros origenies. Se desarrollé lu téenica del Colony Blat debido 4 que presenta las mejores
caracteristicas pera utilizar este reactivo ranto en gl diagndstico de ruring como en ¢l

estudio de la probiosis en la larviculiura de carmarones pencidos,

Se evalud una sonda hete rologa de deasovirus de camardn (IHHNV) preparada
a partir del genoma completo del densovirus del lepiddptern Junonin Cania, 1.4
evaluacion se 1z realizé mediante (a téenicy del Dot Blol y se tomé como referencia la
sonda del Kit “THIINV shoimp prebe” de DiagXoatics. Los resultdos mostraron que oy
sonda reconocia a las muestras queposeian al virus aunque la sefial de IECOnoCimicnlo
era muy baja, por otro lado 1y sonda reaceions cen el control positivo del referido ki,
Estos resultados abren 14 posibilidad de que las sondas heterdlogas podrian ser utihzados

en el futuro como herramientas de diagnostico en ol cultiva de camarones.
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INTRODUCCION

La acurcultura de camarones penerdos ha erecido vertiginosamente en los tltimos
anos, poseyendo el Ecuador un lugar muy destacado dentro de esta industria,. Con el
incremento en la produccion han aparecido un serie de problemas patolagicos

(especialmente infecciosos) que amenazan al sector camaranicultor

Las etiologias de algunas de estas enfermedades permanecen atin idiopaticas v
poseen una epizooiy rdpida v devastadora (Ej. el Sindrome de Taura o el Sindromie de
laZoea 2). Por otro lada ciertas patologias han pasado de epidémicas o endémicus como
es cleaso del Sindrome de Bolitasen larvicultura o el de las gregarinas v los baculovims

en la fase de engorde de las camaroneras.

En la actualidad no se disponen de medios eficaces para eliminar a aleunes de
estos patdgenos. Tal situacién hace que sca necesario un i AgnOstca precoz v confiahle
Que permita tomar medidas preventivas para evilar la propagacion de la enfermedad.
Ninguna de las écnicas rradicionales puede brindar este ti po de diggndstico entonces ¢y
pricritario que sean implementados métodos allemativos sensihles v ripidos basades ar:
reactivos muy especificos (Mialhe, 1990; Mialhee: al, 1992: Mialhe el al. g constderacian

ay b

Las recnologias de disgndstico basadas en sondas moleculares cumplen con estos
requerimientos, Gracias a ello durante los altimos 10 afos Ia patologia de invertehrados
marinos ha pasado de una deseripeion morfalogica v un diagnostico microsedpico de
s patogenos a una caracterizacion profunda v reconocimiento sensible de 1os mismos.
Las sondas moleculares son agrupadas en dos tipos de tecnologias: de Anticuerpos v de

Sondas Nuocleicas,



Vil

Latecnologia de anticuerpos presenta dos clases de herramientas, [os anticucrpos
monoclonales (producidos por hibridomas resultantes de la fusién de linfocitos,
praductores de anticuerpes, con células cancerpsas o miclomas) v los anticuerpos
policlonales. Ambos pueden ser usados para el reconocimisnto de patégenes (anligenos)
mediante pruebas de colory blot, dot blot y ELISA. La diferencias catre ambos tipos
radica en que los monoclongles al poseer un solo epitope son mds especificos v estin

disponibles siempre en grandes cantidades,

La tecnologia de sondas nucleicas esta hasada en la deleccion de ADN o ARN
de un patdgeno en una muestra por hibridacion especilica de las sccuencias
complementarias de ADN o ARN del patdgeno con el ADN 0 ARN de una sonda nucleica.
Una sonda nucleica consiste en un fragmentn monocatenario de un dcide nuciéico ( ADN
0 ARN) marcado. gue liene la capacidad de hibridarse por complementariedad de los
nucleotidos con el ADN 0 ARN objetivo. Este tfragmento es altamente especilico de
secuencia ohjefivo de ahi que se constituye come una herramienta de diagndstico muy
valiosa, Existen también éemicas especiales para utilizar estos reactivos, como son:

Southern Blot, Dot Blot v Colony blot,

El presente provecto busca explorar la utihizacion de las sondas nucleicas como
herramicntas de diagnistico para su aplicacion en la camaronicultura de pencidos . Para
gsfe fin se han trazado los siguientes objetivos:

- Desarrollar sondas nucleicas homdlogas y pruchas de diagnéstico especificas
de unu bacteria asociada a lurvas de Penccus varnamed

- Evaluar una sondu heterdloga especilica de un densovirus de insecto para el

diagnostico de densovirus de camardn (THHNV Y,



CAPITULO 1
ANTECEDENTES

L.1. EIADN como el soporte de informacién genética.

El dcido desoxiribonucleico (ADN) es el materal zpenélico de todos los
OILanismaes, microorganismos v de un gran nimero de virus aungue algunos de cllos
tienen el dcido ribonucleico (ARN) como miterial genético. EL ADN (figura 1) y
ARN estan constituidos por elementos de dase llamados nucledtidos, que difieren en

la naturaleza del azicar, desoxitibuosa ¥ ribosa respectivamente.

Eailases ohe
IHdrbgeme

LLER PRI Py PR I

Figura 12 EI ADN, wmade de Miciobiolomy, second edition, 1993 { Preseatt, Hearle,
-ﬁi:.ll{"!..l'!_l. W, p]!h.!-j_'..'rf:r'_g‘
La expresion del material genético reposa sobre dos procesos conseculivas, la

transcripeitn y Ia traduccidn,

La teanscripeion se efectia mediante una enzima llamada la ARN polimerasa,
cuya funeion es la produccion de una molécula de ARN yue es la copia de secuencia

de una parte de la molécula de ADN portadora de 1a informacion global. Esta secuencia



pincial puede corresponder: a genes de ARNSs ribosémicos, que son los clementos
constitutives principales del ribosomu: a genes de ARNs de transferencia ( ARNL),
que son moléculas Iransportadoras de los amino dcidos para la sintesis de proteinas:
apenes codificadores de protefnas celulares, genes que son transcritos en moléculas

lamadas ARN mensajero (ARNm).

La traduecion de los ARNm en proteings se efectia mediante la lectura de si
secuencia en el ribosoma, leciura que se efectla de tres en tres nuclestidos (lres
nueledtidos = un coddn). El proceso de traduccion empicza 4 nivel del codon de
iniciacion (AUG) v termina a nivel de codones de lerminacidn, La traduccion de [
informacidn ARNm en proleina necesita la participacion de los ARNI (figura 2) fue
lransportan sucesivamente ¢l amino deido correspondicile a cada codon. Asi, una
sevuencia especifica de nueledtidos corresponde a una secuencia especifica de amine
deidos. es decir, que a un gen corresponde una proteina. Muchos genes en célulag
eucariotas estin interrumpidos por secuencias ne codificantes lamadas intrones.
Los segmentos codilicantes separados por los intrones son llamados exones

(Lehninger et al, 1993),

Acido Ribonucleico de Transferencia
(tRNA)

Fona e adhexiin
del aminngeide
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Figura 2: ARN de ransferencia, tomada ile Miccobialapy, second cdition, 1997 {Preseoit, Harle,
Klein), WA C pablishers.



El ADN, en cierta forma, se patece a una pelicula de cine. Camo en el filme, el
ADN estd subdividido en cuadros que ticnen sentido cuando son vistos en correctn
orden, estos cuadros son dencminados nucledtidos, Cuando una serie de cuadios o
nucledudos estan organizados en una combinacidn especilica, ellos crean una escenu

en el caso del filme ¥ un gene en el caso del ADN (Drilca, 1992),

En las células cucariotas, moléculas de ADN se cncuentran dentro del niclen
{ADN cromosomico) ¥ en diferentes organelas, las mitocondrias v los cloreplastos,

catacteristicos de las oflulas vegetales.

En las procariotas lenemos ADN gendmico libre en el citoplasme v

ocasionalmente. ADN extracromosdmico conocido como plismidico.

Los virus tienen un genoma constituido por ADN o ARN.

1.2. Estructura del ADN

Lamolécula de ADN estd generalmente formada por una deble cadena en hélice,
cada una constituida de nucledtidos. Cada nucledtido estd formado por un azticar
pentosa (un azucar de 5 carbonos en forma de anillo), una base nitrogenadsa (un
anillo heterociclico de carbon y anillos de nitrégenc) y un grupo fosfato {Lewin,

1004).

Dos tipos de penlosa son encontrados en los dcides nucleicos caracterizandolos
con sus respectivos nombres. En el ADN Iu pentosa es una 2-desoxirribosa; y en el
ARN es una ribosa. La base nitrogenada ligada al aztcar es lamada nucledsido
cuando un grupo fosfato es afiadido, la base-aztcar-fostato es Hamada nocledtido

(Lewin, 1994).



Las bases nitrogenadas son de dos tipos: pirimidinas y purinas, Las pirimidinas
lienen una estructura cn anillo de 6 elementos; las purinas tenen dos anillos

fusionados, de 5 v 6 elementos respectivamente.

Cada tipo de dcido nucleico contiene cuatro lipos de bases. Adenina y guanina,
gsldn presentes tanto en ADN como en ARN. Las dos pirimidinas ¢n ¢l ADN son
citosina y tinnng; en el ARN el uracilo cs encontrado en el lugar de la timina. Las
bases son usualmente releridas por las letras iniciales, asi el ADN contiene A, G. C,

T mientras que el ARN contiene A, G, C, U (figura 3),

El grupo fosfato le da al AN una carga eléctrica negativa. Cuandoel ADN esti

en solucidn, i vitroy fas cargas se neutralizan con la adicidn de iones metilicos:

Las enntro hases del AHN
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Fig 3: El dcido sibonucleco (ARNY, tomade de Micrdiodogy,
second edition, (Y93 (Prescorr, Harley, Klein), WA C. pulsfishers,



.+ ; o o ;
usualmente Na ' es el que provee esta carga. En el estado natural, in vivo. las proteinas

cargadas posilivamente proveen de la [uerza neutralizadora.

Los nuciedtidos son los bloques de construccion con los cuales los dcidos
nucleicos serdn construidos, Los nucledtidos estan unidos une sl otro en una cadena
polinuclzatidica, la cual descansa sobre una columna vertebral consistente en series
alternativas de residuos de aziicar y foslato. La posicion 5 de un anillo de pentosa
estd conectada a la posicién 3" del siguicnte anillo de pentosa a través del grupo
fosfato.  Entonces el esqueleto azdcar-fosfato se dice que consiste de uniones

losfodiéster 5°-37 (ligura 4).

Las dos cadenas de polinucledtidos se unen por puentes de hidrégeno entre las

pases nilrogenadas, Usualmente la guanina se une mediante un doble enlace de

desrdreblsona

Falpe ) Enloce §°
| SR |

Umvid frstned Iéstee H

Il Termbnachin3'

Figara 4: Bsqueleto amicar-Toslato iomade da Genex 1 fifith edition, (Bewgamin Lewin), jored
wiriversity Pressifue, New Yook
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hidrdgeno especitficamente ala citosina, mientras la adenina con un tiple puente de
hidrogeno se une solamente con la timina. Fstas reacciones son descritas como
apareamiento de bases, y las bases aparcadas se dice gue son complementarias (figura
3l

El nucledtido teriinal de una de las cadenas posce el carbono S° libre mientras
gue la otra cadena tiene el carhann 3" libre. Es convencidn escribir lag secuencias de
los dcidos nucleicos en direccion 5°-37, a sea, dejando la terminacion 57 a la 1zquierda
yla3'aladerecha. Las dos cadenas de polinucledtidos son antiparalelas. Asi, a o

largo de la hélice una cadena corre en direccién 5°-3" v la ofra 3°-5 (Lewin, 1994),
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Figura 5: Complementariedad de bases, lomada de Miraobiolapy, second edition,
1993 Preseatt, Harley. Klein), WA O, publishers,

Las bases nitrogenadas son estructuras planas dispuestas perpandicularmente al

eje de la hélice. ITay que considerar gue la doble hélice en (érmino de una escalera



i

espiral, los pares de basés forman los peldafios. Los pares de hases contribuyen a la
eslabilidad termodindmica de la dobls hélice libzrando cnergia de dos maneras: por
la formacién de pares de bases y por las interacciones enire los pares de bascs

aﬂ.jmeentﬂs.

1.3. Replicacion del ADN
Lareplicacidon del ATIN e5 un proceso capital en la transmisién de la informacion
~de la célula madre a las eéhulas hijas y también en la multiplicacidn de los vinus.
Esle proceso presenta variantes en cuanto a su iniciacion, pera en lo concerniente a
la siutesis, el proceso de replicacidn es universal ¥ de ipo semiconservativo, lo que
significa que cada molécula hija tiene una cadena de la melécnia madre y una de

nueva sintesis (figura 6).

Lasintzsis de las moléculas de ADN se inicia a nivel de puntos llamados arigenes
de replicacion. Estos puntos son reconocidos por un grupo de proteinas, primosoma,

resultando en la separacién local de las dos cadenas, En este lugar. un sistema muy

Sintesis de AN
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Figura fi: Sintesiz de ADN, proceso semiconservative
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complejo de proteines, el replisoma, tiene la funcién de desespiralizacion de la cadena,
estabilizacion del ADN en simples cadenas y sintesis de las cadenas hijas, Laenzima
directamente involueradz en la sintesis de ADN. L ADN polimerasa, funciona
solamente en la direccidn 5' - 3', necesitando un pequedio fragmento de ARN, ¢l
miciedor, para iniciar su actividad ¥ una molécula matriz. para polimerizar nucledtidos
de acuerdo con |a complementaricdad de bases A - T ¥ G- €. Como consecuencia
de estas caracteristicas una nueva cadena de ADN es sintelizada de forma continu
en la direeeion 5' - 3' y la otra cadena de forma discontinua en pequeiios fragmentos
amados “lragmenlos de Okazaki” (figura 7). Ulteriormente. los peguenos
imiciadores de ARN son eliminades ¥ los [rugmentos de Okazaki son lipados pracias

4 la accion de una enzima, la ADN ligasa.

ADM polimerisa 111

Cadessa lider colbire la cadena lider
{ ,-r--\ =)
N .*’ 4l
Molde de cadena lider i
Hellzisa
ARMN Primasa ],g: 14
ARN iniciadar I “:/
Malde de cadena rezagada \ /' sl

| _..-—\

ADMN malde

Frolzinas de usicr
de ADN simple cadena
ADM palimecasa 11T

sobre la cadema rezagada Fiagmento de (hazaki

Figura 7. Sintesfs de ADM, aparata de replicacian, tomada de 1ife: The Seiene e o Bividergy, Third
ecditon, £992, (Purues, Orians, He cller), Sinaer Asrociates. hie
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L4. Organizacién de genomas

En los organismos superiores que son los eucariotas, el ADN gendmico esid

generalinente organizado en cromosomas. con una estructura relativamente compleja,

que se manticne gracias a diferentes proteinas (figura 8). Bl tamajio del ADN

eromosomico es de alrededor de mil millones de pares de nucledtidos,
“':""-'Il'.r - 2
» S L S L T
Urnemntinn combengady ! gf:l
P:: ’{; ,;! igl ‘p o ""’?“9,’“:‘4““ ”$ S
Jr_g.f 4 f
N Brccidn rutendiile dv cromading
u e (o Fhormmertandn el Suminin curvads
@Wﬁ lgg;g" a:-‘ AP RIS
- i B .
Tibro de cromatbin (30 pms dr;, : | ‘._
i!% % ..

Cullar” de maclensomay sphre
i “hehrn” de ALY

Figura §: Organizacién del cromosoma, tomada de Life: The Science of Biology, Third
edtdorn, (992, [Purwes, Origiy, Heller), Sinawer Assoeiares, Ine
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Enlos procariotas, el genoma estd generuhmente organizado en una sola moléeula
ile ADN circular superenrollado, con un tamaiio aliededor del millon de pates de

nucleatidos,

En procariolas y eucariotas se pueden encontrar moléculas de ADN
exfracromosomico y no asociado a organelas, Hamados pldsmidos. Los plasmidos
son moléculas de ADN circular, con un lamafie de algunos miles de pares de
ucleotidos. Tienen relativamente pocos penes, que generalmente no son esenciales

para Ia célula hospedadora,

En las virus fos genomas, ADN o ARN, simple cadena o doble cadena, 0o
0 polimoleculares, lienen tamaio muy vanade, entre cicntos de miles v algunos

miles de nucledtidos.

En base a su parentesco taxondmico, los organismos tienen relaciones mds o
Menos cercanas, gue se traducen en simililudes en la organizacion ¥ la informacion
de sus genomus. Los organismos dentro de una especie tienen una informacion
genética casi idéntica, mientras que existen diferencias entre las especies dentro de
un género, diferencias mayores cada vez 3i las especies pertenecen a diferentes
géneros, familias, Grdenes y clases. Asf, sise considerael gen de una proteina cemo
la actina, que constituye el citoesqueleto v yue consecuentemente estd presente cn
el genoma de todas las céiulas encariotas, la secuencia nucleotidica de este pen
presenta un nivel de similitud u homologia tanto més grande cuanto mds prixima
sea su relacién taxendmica. Por ¢l vontrario. existen secuencias presentes
especificamente en un grupo taxonémico, por ejemplo una toxina, que 1o Licnen

equivalente en ntros grupos,
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Este concepto de homolngia es muy importante en la tecnologia de ADN., en

particular ¢n relacion con la concepeion y la utilizacién de sondas nueleicas.

5. Teenologia de ADN

En la biclogia, el campo mis especitico de la biologia molecular, como temitica
¥y como leenclogia, es relativamente reciente, pero hoy dia, afecta a todas las
diseiplinas (patologia, inmunalogia, ﬁ's}ulogia, genétivy, endocrinologia) v Liene

numerosas aplicaciones, particularmente en el diagnéstica de las enfel wedades

Adnfeeciosas.

3¢ puede considerar que la tecnologia del ADN fue iniciada con el conociimiento
e las enzimas de restriceidn ¥ sus prumeras utilizaciones. En efecto, estas enzimas
olteciercn la posibilidad de generar fragmentos de ADN, que son més Ficiles de

manipular y analizar gue las grandes moléculas en estado nativo (figura 9).

Digestion y Ligacién de Fragmentos de ADN
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Figura 9. Teenclogla del ADN




Las enzimas de restriceicn o endonucleasas se encuentran en nn amplio rango
de especies bacterianas v su funcidn es reconocer especificamenle secuencius de
ADN ¥ subsecuentemente, cortar este AN, I vive, el sistema de restrieeion
protege a la cflula del funcionamiento de ADN extranjero que puede penetrar y
Fapresarse por un fenémeno conocido come transformacién. Fp electo, el ADN ey
Eipidamente reconocido como extranjero porgue no tienc ninguna modificacion a
nivel de las secuencias especilicas de las enzimas de restriceion. Por ol cottrario, el
ADN de la bacteria esid protegidu de la aceidn de las enzimas de restriceion porgue
las secuencias especificas estan metiladas, Este proceso de metilacion es realizado
por enzimas celulares yue funcionan a nivel del mismo sitio de reconocimiento que
las enzimas de resiriceisn ¥ al mismo tempo que Ia replicacién del ADN.
Clisicamente, estus enzimas de restriceion y de metilacion se consideran
constitnyentes del sistema restriceidn-madificacion de la bacteria (Lehninger et al,

1963

Existen tres tipos de cndonucleasas de restriceidn, designadas 1, [1, ¥ 1T que
paeden contener {anto las actividades de endonucleasa como de nelilasa. La
endonucleasa de tipo I corly ADN en sities aleatorios gque pueden estar situados
hasta mis de mil pares de bases antes del sitiv de reconocimiento, Las envimas del
tipo 11l cortan ADN a unos 25 pares de bases del sitio de reconucinmicnto. Ambos
lipos de enzimas se mueven a lo largo del ADN en una reaccion quc requiers un
aporte de energia, propercionado por ¢l ATE. Las enzimas de restriceidn del tipo 11
son simples. no requieren ATP y cortan ¢l ADN dentro de la secuencia de
reconocimicnto. Mis de 809 endonucleasas de restriceidn han sido descubicrias en
diferentes especics bacterianas, Cerca de 100 diferentes secuencias especificas son

reconocidas por una o més de estas enzimas. Algunas endonucleasas de restriceion



cortan ambas cadenas de ADN sin dejar bases no parcadas en cualquicra de los dos

exfremos; estos extremos son llamados terminaciones francas. Otros en cambio

al cortar dejan en alguno de los dos extremos algunos nucledtidos lihres,

tenomindndose lerminaciones cohesivas, debido que ellas pueden unirse con otra

extremidad saliente complementaria de otro fragmento de ADN. A continuacién se

presenta una tabla (tabla 1) con algunas enzimas del tipo 11 con sus correspondientes

Sitios de reconocimienta:

Enzima de restriceion Secucncia il
reconncimiento
Al I (Al A CT 3
(31T A GA (5
BuamH 1 (370G A GATCC (3,
(I OCTAG A Gy
EceR T (3G A AATIC (30
(ANCTrAA A G(5)
Hae 111 {2 GO A CCY) R
(poea GGosY)
Hindill (30A A AGCTT 3
(3TTOGA A A5
Pst 1 [(FYCTGCA N G537
(3G A ACGTC(5)
Sall 304 TCGAC (3
ANCAGCT A G5
Xhe | (590 A TEGAG (37)
(A VOAGET A C (5"

Tabla I: Tnaimas de regidiceidn

Los fragmentos generados por las enzimas de restriceion pueden ser facilmente

identificados y separados por electroferesis en gel de agaross, aprovechando la carga

negitiva del ADN y la movilidad relativa de los fragmentos en relacion inversa a su
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0. Los fragmentos separados pueden después ser purificados, bien por
oelucion del gel, o con el usn de kits que permiran la solubilizacidn de la
sa ¥ la precipitacion consiguiente del fragmento de ADN. La etapa siguienle
ste en infroducinel fragmento purificado enun sisterna vector capaz de replicarse
0 a la presencia de un origen de replicacion. Con este fin, el fragmento v ¢l
r, previamente abierto con una enzima de restriccion, son mezelados y ligados

ando una enzima, ligasa,

xisten Lres tipos de vectores de clonaje: plasmides, bacteridfagos v cosmidos,

s plasmidos (figura 10) son moléculas de ADN circular extractomosdmico
enen capacidad de replicarse dentro de la célula huésped. Tienen un rango de
inentre Jas 3000 hasta 40000 pares de bases. Pueden incorporar fraginenios
IN exdaeno de hasta 15.000 pares de bases. Eslos vectores son introducidos
celula huégped por un proceso denomivado transformacion, en el cual la
wand de Ja célula se permeabiliza por aceidn del cloruro de calcio permitiendo
reso del vector. Los plasmidos a menudo poseen genes de resistencia a
oticos y de caracteres fenotipicos ficilmente detectables, ambas propiedades

mpleadas para scleccionar a la célula huésped que lu conliene.

gmentos de ADN de hasta ~ 23.000 pares de bases pueden ser clonados nsando
riofagos A como vector. Los bacteridfagos A ticne un mecanismo muy eficaz
ntroducir su genoma dentro de una bacteria, gue corresponde al proceso natu-
infeccion, siendo el ADN inyectado después de la fijucidn de la particula viral
la bacteria. El clonaje de ADN en un bacteridfago A (figura 10) estd basado

s caracterfsticas de su genoma - (1) cerca de una tercera parle del genoma no es

1al ¥ puede ser reemplazada con ADN extranjero, resultando en un ADN
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recombinante. (2) El ADN serd empaquetado espontineamente dentro de las
particulas virales por mezcla simple con los elementos constitutivos de la cdpsicla,
eon la condicion de gue el ADN recombinanle debe lener un tamafio final de 40 000

4 30.000 pares de bases

Los edsmidos (figura 1) son pldsmidos recombinantes que pueden incorporar
segmentos de ADMN hasta 45.000 pares de bases. Loz césmidos son peguenss
moléculas circulares de 5000 a 700 pares de bases, Poseen un origen de replicacién
plasmidico, uno o mds marcadores de seleccion, unz serie de sitios de restriceidn
finicos donde el ADN extranjero puede ser insertado y una secuencia para el

empaquetamiento del ADN (secuencias cos del bacteriofapo A).

6. Sondas nucleicas

Lasonda nucleica o genética es una molécula monocatenaria de un dcido nucleico
(ADN o ARN), oblenida gencralinente por teenologia de ADN recombinante
dnteniormente descrita, o directamente extraida de células (plasmido o ARNm) o
por sintesis in vitro (2n sistemas hioldgicos o con aparatos de sintesis quimical.
Esta molécula monocatenaria tiene la particularidad de unirse especificamente a un
fragmento de ue deido nucleico de interés basandose en la complementariedad de
sus bases (figura 11). El producto de esta unién especifica es una moléeula hibrida,
que es visualizada gracias a que la sonda nueleica lisne incorporado un marcador
ficilmente detectable,

Las sondas nucleicas Lienen un lamaiio comprendido entre unos pocos nucledtidos
(oligonuclectidicas) hasta miles de nucledtidos. Se pucden distinguir dos tipos sondas
en funcidn de su marcado: sendas isotdpicas o radioactivas y sondas frias o no
isolopicas.  Las sondas radioactivas fueron las primeras en ser desarrolladas, se

denominaron asi porque sus marcadores son elementos radinactivos, generalmeznte
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el P22, Su revelado se efectia con contadores de centelleo o auloradiogiulia.
Aclualmente estin siendo desplazadas por las sondas ftias debido a que lienen dos
desvenlajos: el corto tiempo de existencia del 180lopo afecla la estabilidad del marcado

I el peligro que contempla el manejo de malerial radioactivo.

ADN blance inmobilizado
de simple cadena Sonda de ADN marcada

t"\ ,,.f /;7 CON UnAa enzima

= -

Membrana

La sonda marcada con la enzim
ge hibrida con el blancae

Sustrate
sin color

/

Precipitado coloreado

Deteecidn

Figura |1~ Sondas nucleicas, tomado de M twrolinlogy, second edition, 1993 (Prescots, Haer
Klein), WA L publishers,

Las sondas [rias son [lamadas de estz manera; perque sus marcadores son
molcculas no isotdpicus, pequefias méleculas como haptenos {digoxigenina) y la
nloting que son reconocidos porun anticuerpo en el primer caso o por la avidina via
stieptavidinag en el segundo caso. La visualizacidn del resultado s¢ realiza medianie
4 tipos de reacciones: colorimétricas, fluorescentes, y quimioluminiscentes o

bioluminiscentes.



6.1, Técnicas de hibridacién.

Las técnicas de hibridacién de uso mds corriente son lus realizadas sobre
filtros de nitrocelulosa o de nylon, en los que las muestras son fijadas tras un
tratamiento de desnaturalizacion quimica, practicada con el fin de separar
las cadenas complementarias. Una vey fijadas, las muestras s ponen en
contacto con la sonda, que se unirun solamenle si existe un cierto nivel de
homologia cnlre las sccuencias diana v las secuencias de la sonda. La
visualizacion del hibrido (diana-sonda) depende del tipo de marcador. .as
técnicas de hibridacién basadas en ¢l uso de membranas se distin guen por la
naturaleza del dcido nucleico (ADN o ARN) ¥ por la maodalidad de
transferzncia sobre la membrana. Asi, el Northern blot v el Southern blot
(figura 12) corresponden a una separacion de moléculas por electroloresis
de ARN y ADN respectivamente, seguidas de una desnaturalizacicn (uimica
enel gel y por dltimo una translerencia sobre la membrana, La téenica de dat
blot (figura 13) corresponde a un simple depdsito sobre la membrana de una
gota de la muestra previamente desnaturalizada quimicamente. La técnica
colony-blot (figura 14) corresponde a una transferencia de colonias

bacferianas sobre la membrana, seguida de una desnaturalizacion quimmica .

L6.1. Parametros de interés en la reaccién de hibridacién,
Diferentes pardmetros pueden influenciar fuerlemente la reaceion de
hibridacién entre un dcido nucleico diana y una sonda,

Secuencia de la sonda. Lu secuencia de la sonda ¥ su grado de homologpfa

con el dcido nucleico diana, van a influenciar radicalmente Ia teaccion de
hibridacién. la rapidez de 1a reacciéa y su estabilidad, ¥, consccuentemente,
liespecificidad v sensibilidad de la reaccién, De hecho, sondas homdlogas

Sutt mids apropiadas en cuanto a sensibilidad y especificidad de la reaccidn,
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va que las secuencias de la diana y de la sonda son practicamente iguales.
Por el contrario, el uso de sondas heterdlogas lleva a una eflicacia de
hibridacidn dependiente del nivel de homologin.

Tamafio de la sonda. Es muy importante y debe ser considerado dehido a
que va a influir en la velocidad de la reaccidn y en la sensibilidad de la
deteccion si el marcador estd presente a lo largo de toda la sonda.
Composicion nucleotidica de Ia sonda. La composicion de la cadena, en
cuanto a porcentaje de G v C va a influenciar positivamente la estabilidad
del hibride, ya que cuanto mayor es el porcentaje, mayor serd la estabilidad.
Fuerza ionica. La velocidad de hibridacidn estd en relacidn directa con la
fuerza ionica. Bsta velocidad aumentla 5 veces cuando la concentracidn de
NaCl pasade 0.2 a 1.5 M.

Temperatura de hibridacién. [.a temperatura es uno de los [actores mas
importantzs que influye en la velocidad y especifidad de hibridacion, A
temperaturas demasiado bajas no existe la suficiente energila para activar la
reaccion pero por otro lada con temperaturas demasiado elevadas no se podrin
formar los puentes de hidrdgeno necesarios para la hibridacion.

Enccuantu a la especifidad con un aumento de la temperatura la unidn de
cadenas que no son tolalmente complementarias serd menos probable.
Formamida: La formamida permite disminuir la temperatura de hibridacién,
sin alterar la especificidad del aparcawmicnto entre el deido nucleico diana y

la sonda.
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6:2. Aplicacién de las sondas nucleicas y de técnicas de hibridacién

para el diagnéstico de enfermedades en acuicultura,

En acuicultura marina, el desarrollo de diagnéstico hasado en el uso de
$ondas nucleicas y de técnicas de hibridacitn ¢s relativamente reciente ¥y
concieme mayoritariamenie g enfermedades de moluscos hivalvos (Lubat e
al, 1990: Gogginetal, 1991; Le Deulf of al, 1991 Kellneret al, 1993: Robledo
el al, 1995)

En cuanto a fa wilizacion de las sondas nucleicas en patoluglia de
camaroncs, los primeros trabajos se remontan a 1993, sohre baculovirus tipo
‘monadon (Vickers et al, 1993: Mari o| al, 1993 a: Lightner et al, 1994: Poulos
clal, 1994). Después, fue aislado. caracterizado y clonado el ADN del virus
de la infeccitn de la necrosis hipodérmica y hematopoyélica ITIHNY (Mari
elal, 1993 b; Lightner et al, L994). Estudios posteriores lograron desarrollar
sondas genéticas para el Buculovirus penaei BP (Bruce et al, 1993; Bonami
etal, 1995 a; Lightner g al, 1994): para el parvovirug hepatopancredtico
HPV (Mari et ul, 1995; Lightner et al, 1994: Bonami et al, 1994 b); para ¢l
virus del Sindrome de Taura (Hasson, en prensa); y para el agenle cavsante

“de la hepatopancreatitis necrotizante NHP (Frelier, ey prensa).



CAPITULO 11

MATERTALES Y METODOS

. Material Biologico.
Animales: Sc emplearon camaranes F. stylirostris infectados con IHHNV
provenienies tanto de muestreos g diferentes laboratorios de larvas realizados por el

dieade epidemiologia del CEN AIM como de infecciones experimentales efectindas

por Maria Dolores Villacreses (Tesis de Grado). También se ulilizé camarones

Sanos P, vannamei ¥ £ stvlirosiris procedentes del stock carriente del CENAIM,
-

Cepas bacterianas: Las cepas utilizadas Tueron las siguientes: del Vibie
et s P i

alginolyticus las cepas BTRIR, 158, 160, 166, ProA | 1li la primeras aislada por el
departamento de bucteriologia del CEN ALM, Ia segunda, tercera y cuarta cepa pur
Tleana Morales (eomunicacidn personal) ylailtima por Acuatecsa; del Vibrio fmy evE
Jas cepas 82, E22. aisladas por Ileana Morales (comunicacicn personal) v por el
departamento de bacterinlogfa del CENAIM respectivamente; una cepa de Vibrio
Tubishii v ura cepa de Escheriehia coli,, aisladas por el departamento de
Epidemenlogfa del CENA M.

Plismido PBRJ: Es una donacidn del Dr. Max Bergoin (Universidad Montpellicr
AL Francia) para el ("ENA IM. Esun plismido recombinanie (10271 parcs de bases)
formado 5 partir de |4 insercién del genoi completo del densovirus Junonia ecenia
en el plismido pBR322 (Jourdan of al, 1990; Dumas et al, 1992). El plismido
tecombinanic antes de su donacisn habfa sido introducido en bacterias del 1 po £

coli (figura 15) v como tal fue cntregadu 4 la unidad de Biologia molecular del

CENAIM,

':'Si}nﬂa homdloga de THHNV: Sc utilizé Ia sonda homologa de THHNV del Kit de

THHN‘#" Shrimp Probe, que es distribuido por DiagXoties, Ine, 27 Cannon Road
Wilton, C'T 06897, EE.UU,
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Figura 13 Plismido recombinante PBRJ con ol penoma soinplete de Juronia caniy

21. METODOS
22.1 Extraccién de ADN Plasmfdico
2.2.1.1 Método de Lisis alealina: mini prep (Protocolo segtin Maniatis
et al, 1989)
L. Sembrar una colonia bacteriana individual o |0 tl en 2 ml de medio
LB (veranexu ) gue contenga el antibistico apropiade. Incubarel cultive
toda la noche a 37 0C ( 28 ©C para baclerias marinas) con movimiento
constante.
2. Vertir 1.5 ml del cultive en un microtubo, Centrifugar a 12.000 g por
30 segundos a 4 9C en una microcentrilugs,
3. Remover el madio por aspiracisn, dejar el pellet (sedimento)
bacteriano tan sece como sea posihle.
4. Resuspender ¢l pellet bactetiano en 100 Hl de Solucion Glucosa-Tris-
EDTA, GTE (ver anexo), helada en hielo con una agitacidn VIFOrOs.

5. Afadir 200 de Solucién NaQH-SDS (ver anexo 1) recién preparada,
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Cerrar el tubo y mezclar |os contenidos invirtiendo el (ubg ripidamente
cinco veces. Asegurarse que la superfice enleradel tubo esie op contacto
con la Solucién 1. No hay que agitar vigotosamente., Almacenar ef
tubo en hielo,

6. Afiadir 150 i de solucién Acetato de Polasio (ver anexo) helada en
hielo. Cerrar el tubo, mezelarlo y agitarlo suavemente €N una posicidn
inversa por 10 segundos para dispersar la solucign 1] 4 lraves del hisado
bacterial viscosa, Alinacenar el tubo en hielo por 3 - 5 minutos,

I Centritugar 4 12,000 £ ot 5 minutos a 4 0C e upy microcentrifugs,
Transferir el sobrenadanic a un wbo nieva,

8. Precipitar el ADN dobie cadena con dos volimenes de clanal 100% a
lemperatura ambiente ¥ mezelar. Dejar que la mezela se estabilize por
2 minutes a lemperatura ambiente,

9 Remover ¢l sobrenadante con una agitacion suave, Parar ¢l tubo cn
Ui posicién invertida sobre papel toalla para permitir que toda el fluido
drene. Removercual quier potade fluido que este adherido a las paredes
del tubag.

10. Lavar el pellet del ADN doble cadena con | m! de etanol 0% a4
8C. Remover el sobrenadante como ¢s explicado en el paso an lerior, y
dejar scear el pellet del deido nucleico al aire por [0 minutos,

I Redisolver los dcidos nucleicos en 50 1l de TE PH & (veranexo) que
contenga ARNasa libre de ADNasa (20 ug/nl). Mezelar, Almacenar ¢
ADN a-20 oC,

2.2.1.2 Método de lisis alealina: maxiprep (Segiin Maniatis et al,
1989)

I. Sembrar en 500 ml de medio LB 200 i de 1a tepa bacteriana pura,
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incubar a 37 *C { 28 *C para bacterias MAlNas) con apilacion Vigoros:
por 12 -16 horas,

2. Cosechar las céluias bacterianzs con una centr fugacidn a 4000 rpim
por 15 minutos a 4 *C. Eliminag el sobrenadante. Parar la botell de
cenirifuga en una posicion invertida para permitir que todo e
sobrenadante drene,

3. Resuspender el pellet bucterial e 100 ml de STE (ver anexo) helado
en hielo.

4. Colectar las célulus bacterianas por centrifugacion como se explica
en el paso 2.

3. El pellet resultante eg resuspendido en 10 ml de Solucian Hucosa
Trs-EDTA, GTE (ver anexo).

6. Afiadir | ml de una solucisn recién preparada de lisozimg (10 mg/ml
en 10 m©M Tris-CJ pH 8).

7. Afiadir 20 ml de Solucidn NaOH-SDS recién preparada. Mezelar los
contenidos a ravés de una suave inversion de la hatella varias veces,
Almacenar 1a botella a lemperatura armbiente por 5 - 10 minutos,

§. Aftadir 15 ml de Solucién Acetato de Potasio helada en hielo. Mezelar
los contenidos agitando [ batella varias veces, No deben distinguirse
las dos fases. Alnacenar Ia botellaen hielo per 10 minutos. Un loculado
blanco deberia formarse.

0. Centrifugar el lisada bacterial a 4000 pin por 15 minutos a 4 *C.

7. Recuperar el sobtenadante ¥ iltrarlo por varias mallas. Aladir 0.6
volimenes de isopropanol, mezclar bien, y dejar Ia botella por 10 munutsy
lemperatura minbiente,

8. Recuperar los dcidos nicleicos por centrifugacicn a 5000 rpm por |5
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minutos a temperatura ambicnte. Silacentrifugacion es llevada a cabo
a 4 °C puede ocurrir una precipilacion de sal.

9. Drenar cuidadosamente el sobrenadante, Luego lavar cl pellet v las
paredes de la botella con etanol 70% a tlemperatura ambiente. Eliminar
el alcohol, colocar la botella invertida sobre papel toalla por algnnos
minutos de tal manera que las dltimas trazas de ctunol se cvaporen.

10. Disalver el pellet del dcide nucleico en 3 ml de I (ver anexo ) pH

14,

2.2.1.3. Método Qiagen: mini prep (Plasmid Midi Kit, Qiagen Inc,
9600 De Soto Avenue, Chatsworth, CA 91311, USA)
| Sembrar una colonia bacteriana individual o 10 pl en 2 ml de medio
LB {ver ancxo) que contenga el antibidtico apropiado. Incubar el cullivo
toda la noche a 37 AC ( 28 0C para bacterias marinas) con movinmiento
conslante.
2. Cosechar las células bacterianas por centrifugacién a4 «C durante 15
minutos a 6000 g. Remover todas las trazas de sobrenadante invirtiendo
el tubo de centrifuga abierto hasta que toda el medio haya sido drenado,
Congelar el pellet a -20+C para almacenar o proceder directamente con
el siguiente paso.
3. Resuspender el pellet bacteriano en 4 mil de Buffer P (ver anexo).
Ascpurarse que la ARNasu A haya sido afadida al buffer P1. Las células
bacterias deben ser resuspendida sin dejar grumos.
4. Anadir 4 ml de Buflfer P2 (ver anexo ), mezelar suavemente, ¢ incubar
alemperatura ambiente por 5 minutos. Bl Buffer P2 debe ser chequeado

antes de ser usado debido a que ¢l SDS (ver anexo ) ticnde a precipitarse



por las bajas temperaturas de gl macenaje, si es necesario disolver SDS
por calentamicnio, Después de la adicién de Bulfer F2, 1a solucian
debe ser mezclada gentilmente pero invirtiendo el tubo varias vecee (4-
0). No agitar fuertemente Puesto resulta en la fragmentacicn del ADN
genomico. El lisado debers aparecer viscoso. No hay gue permitir gue
esta esta reaccion dure mas de 5 minutos.

3. Afadir 4 il e Bulfer P3 ( ve; anexo ) helado, mezcla;
minediatamen e PELy Suavemiente ¢ incubar sobye hielo por 15 6 20
minutos. Después de la adicién del buffer P3 |4 solucidn se pone viseosy
¥ gruimosa,

0. Centrifugar g 4 «C por 30 minules 4 = 30000 8. Remover gl
sobrenadan (e tipidamente.

I Equilibrar una columna QIAGEN tip 100 aplicando 4 ml (e QBT
(ver anexo ) v dejar que [a columna se vacie pPor gravedad.

8. Vertir el sobrenadante del paso 6 sohre Ia colunma QIAGEN lip y
permilir que este entre a la res) i por gravedad

9. Lavar la columna QIAGEN tip dos veces con 10 ml de buffer QC
(ver ancxo). El primer lavado es suficiente para remover todos Jos
contaminantes en Iy mayoria de las preparaciones de ADN, [3] segundn
tavado es particularmente necesario cuando grandes voliimenes de
cultivo o cepas bacterianas contienen randes cantidades de
carbohidratos,

10 Capturar el ADN con 3 ml de Buffer QF (ver anexn ),

L1. Precipitar ADN con 0.7 volimenes de iseprupanol, previamente
equilibrado a temperatura ambicnte. Centrifugar inmeditamente az

15000 g a 4 «C por 30 minu(ps, ¥ culdadosamente remover el



d 3

sobrendante, La precipitacion con ADN debe ser levada con todas las
soluciones equilibradas a temperaiura ambiente para minizar el riesgo
de precipitacion de sales.

12, Lavar ADN con 5 ml de etancl 70% helado, secar al medio ambiente
por 5 minutes y redisolver en un adecuado volumen de TE. El pellet del
ADN debe ser lavado brevemente en etanol 70% y luego ser cenlrifugado
nuavamente, El etanal de 0% sirve para remover cualguier sal

precipitada, haciendo mds ficil de redisolver el ADN.

2.2.2. Extraccion ADN Gendmico

2.2.2.1. Técnica de extraccion de ADN genomico del mosquito

Anopheles gambiue (Protocolo segan Institute National of Health,

EE.UU)
1. Se caloca 400 pl de Grinding buffer (ver anexo) a la muestra,
macerar hasta homogenizar los tejidos del animal, tomando en cuznta
que o haya una gran cantidad de muestra debido a que después seré
muy dificil de resuspender el ADN, incubar a 65 «C por 30 minutos.
2. Afiadir 56 )1 de acetato de Potasio 8 M (concentracidn final | M),
mezelar, dejar en hielo 30 minutos, el acetato de Potasio debe ser
colocado cuando atn el tubo esta caliente,
3. Microcentrifugar L muestea a | 3000 rpm por [0 minulos, recuperar
rapidaimente el sobrenadante,
4, Afiadir 0.1 voldmenes de acetato de Sedio 3 M pH 5.2 mis 2
voltmmenes de ctanol 100% helado, dejar a temperatura ambiente
por 5-10 minutos.

5. Microcentrifugar la muestra a 13000 rpm durante 10 minulos. Se



elimina el sobrenadanie.

b. Se luva el pellet del ADIN con un | mletanol 70%. Microcentri fugar
a4 13000 rpm durante 5 minutos.

fo5e elimina el acohnl, se seea al vacio 1 min, luepo al medio
ambiente por |5 minutns.

8. Resuspender ¢l ADN en 200 il de TE (ver anexo ), homogenizar
sin usar las puntas de las pipelas automdticas. Adadic 10 ul de
ARNasa libre de DNAasa incubar a 37 =C pur | hora y media,

9. Anadir 190 pl de TE (ver anexo )y homogenizar suavemente.

10, ARadir 100 il de NaCl 5 M, mezclar,

. Afiadir 55 pl de CTARB (veranexo ) 10% mezelar e incubar 4 65
*C por 11 minutos.

L2. Esperar que la muestra vuelva 4 letaperatura ambicnte, luego
attadir | volumen de Clorofermo/Isoamilo (24: 1}, mi:.;rm:c:nLriIUgur
a 13000 rpm durante 55 sepundos.

13, Se recupera la fase superior y se le afade | volumen de Fenol/
Cloreformoflsoamilo (25:24- L) luepo se microcentri fuga a 13000
rpm durante 55 segundos,

14. Se recupera la fase superior y se le agrega 1 volumen de
Cloroforma/ | seamilo (24:1). Se microcentrifuga duranie 55
segundos a 13000 rpm,

I5. Se recupera la Fase superiol, se le aftade 0. | volimenes de acetalo
de Sodio 3M pH 5.2 mis dos volimenes de etanol 100% para
precipitar ¢l ADN purificado, se deja a temperalura ambiente por 3
mirutos. Lucgo se microcentrifuga a 13.000 Ipm por 35 segundos.

16. Se lava el peilet del ADN con elanal 0%, se elimina el aleohol

¥ se deja secar al vacio y luego a temperatura ambiente.



L7, Se resuspende el ADN cou TE (ver anexo ) segiin la cantidad e
ADN yjue se tenga,
2.2.3 Digestion enzimdtica del ADN
Enun twbo de microcentrify gacion se mezela el ADN Que se quiere cortar,
lienzinma que se quiere ulilizar (tomando en cuenta la relucion 1 U de enzima/
g de ADN) v ¢] timpon de la enzimg ieolocdndalo en up volumen que
fepiesenta el 10 % de la reaccidn). El tiempo de incubacion es mnimo ung

hora v Ia tem et pencralinente usads e 2
¥ I g

2.24. Visualizacion del ADN

2.2.4.1. Electroforesiy en gel de Aparosa Segiin Maniatis et al, 1989
L. Preparar ¢l gel, usando el buffer de electroforesis (ver anexo )y Ja
cantidad de aparosa necesaria de acuerdo al tamajio de los fragmentas
de ADN. Sc utiliza un horno microonda o upa estula para calentar Iy
agarosa y mezclarla con el bulfer deelectioloresis, luego se dejaenirjar
Y cuando la terperatura ha ya descendido hasta 55 o se colovs el gel
en la platalorma de geles previamente sellady ¥ seinsertael peine del
gel para erear log pozos donde se van a colocar las muestras de ADN,
El bromuro de Fiidio puede ser affadido a] gel y al buffer Je
eleciroforesis g 0.5 Lg/ml,
2. Después que ¢ gel se ha endurecido, e retira tanto el sello de [y
plataterma de geles como el peine del pel, Luego se coloca Ia
plataforma con el gelenlacubeta de o] eclroforesis v se afade suliciente
bulfer de electroforesis para cubrir el gel =1 mm,
3. Preparar as muestras de ADN con una apropiada cantidad de bufie;
de deposita 5x {ver anexo ) luego colacar | 45 muestras en los pozos

COm una pipeta. Hay que estar Seguro de incluir |os apropiados



marcadores de peso molecular para ADN (ver aneso ),

4. Arreglar los polos de tal maners que el ADN (cargado
negativamente) migre hacia el anodo o palo positive v realizar la
electroforesis a L-10 Viem del gel.

3. Parar la electroforesis cuando el finte azy| de bromofenol del buffer
de déposito (ver anexo ) ha migredo totalmente indicando asi que los
fragmentos de ADN esten opticamnete bien separados. El wrul

bromofenol coemigra con fra gientos de =0.5 Kilopares de hases (kb),

§2.2.5. Cuantificacion de ADN ¥ estimacién de su pureza

Después de lu extraceion es necesario conocer la concentracion y pureza
del acido nueleico que se ha logrado obtener para poder aplicar con eficiencia
las manipulaciones siguientes.

La concentracion de ADN se derermina mediante gspectrofotomelra
utlizando la propiedad de lus bases puricas y pirimidinicas de absorber los
ultraviolelas 4 260 nm,

Una unidad de absotbuncia a 260 nm cotresponde a;

-Lna solucién de ADN bicatenarioa S0 gl
-Una solucién de ARN menocatenario a 40 pgfml

Las proteinas absorben a un miximo de 280 y 200 nm. Para determinar
st existe una contaminacion proteica se efectia un control de densidad aplica
comparando la razdn DO260/DO280 que ticne que situarse entre |8 ¥ 2.0
para tener un ADN puro, La metodelogla es explicada a continuacion

1. Una vez encendido el cuantificador de ADN Genequant {Pharmacia
@), aparece un mensaje. Instrurment Ready, indicindonos que podemos

proceder



2. Antes de tomar fa lectura de la muestra, primero se debe tomar una
lectura de referencia. Esta lectura se almacena y se usa como lectura base
para todas las medidas de la muestra hasta que tome una lectura de referencia

3 Una ver lista la relerencia, se puede medir la muestra. Sc aplasta ¢l
botén de Sample. |a maguina indicard cuando es oportuno colocar la mucstre,
realizado este paso, la maguina nos indicard la absorbaneia de la muestra, i
deseamos conocer la cantidad de ADN aplaslamos el botdn 2VA RNVA | para
la pureza Parity. para conocer la razdén DO2g/DO2x0 aplastamos el hoton

Rutio,

.2,6, Purificacion de un fragmento de ADN

2.2.6.1. Gen Clean (GENECLEAN KIT, BIO 101, 1070 Joshua Way,

Vista Ca 92083)
1. Cortar del gel de agarosa los fragmentes deseados
2. Los fragmentos cortados son pesados en tubos de eppendord, si ¢l
pesoes < (.4 g pasarlo a un tubo de 1.5 ml. Si es mayor usar un tubo
mas grande, 5Se toma en cuenta la signiente relacion para caleular ¢l
volumen de mucstra que hay, 1 g= lml
3 Adadic 3 volumenes de solucion de Nal (concentracion [inal 4 M),
aqui se elimina la agarosa. Incubar a 45 - 55 «C durante 5 minulos en
baiio maria agitando con suavidad. Verificar si el gel se ha disuelto,
de lo contrario incubar per dos minutos mas,
4, Adadir 15 vl de Glasimulk sobre la muesora, mezclar e incubar sobre
hiclo durante 5 min, agier la muestra cada 1-2 min. Si el volumen de
muestra es superiora 1.5 ml incubar hasta |5 minutos sobre hielo,

3, Centrifugar a 13000 EPM por 23 seg dos veces.para precipitar el

glussmilk.



6. Recuperar el precipitado ¥ guardar el sobrenadante.

7. Recuperar el pellet,lavar 3 veces con 300 ul de New Wash,
centrifugar cada lavado 2 veces a 13000 rpm por 25 seg,

8. Despugs de la dllima ceniri [Ugacidn, se recu pera el pellet, se lo
dejar [a vacto y luego la medic ambiente,

9. Se resuspende el pellet del ADN en T {anexe 1) de acuerdo a Ia

cantidid que haya.

2.2.7. Marcado de ADN con digoxigenina,

2271, Método Random primed DNA labeling {Genius 1 DNA

Labeling and Detection Kit, Boehringer Mannheim)
Este método se basa en |a sintesis de ADN utilizando primers aleatorios
(hexaprimers) y deoxynucledtidos marcadas con digoxizening. Una
vez que ld cadena molde es desnaturalizada, los primers se aparcan,
iiciando la clongacisn de la cadena hija, jos nuclestidos marcados
son empleados para la ereacisn de las cadenas e esta manera al final
del proceso las nuevas cadenas Hevarin incorporade la moléculy de
digoxigenina (figura 16),
I.EFADN debe scr lincarizado previamente para oplimizar el marcaje
del mismo. Después el ADN deber ser desnaluralizado en un hafio de
agua hirviendo por (0 minnios y rdpidamiente ser enfriado en hizlo
por 30 scgundos antes de su uso,
2. Se incuba en tubo de reaccion el ADN linearizado y desnaturalizado

con los siguientes reactivos: (tabla I}



REACTIVO

VOLUMEN

Cantidad de ADN

variable (10 ng-3 ug)

Mazcla de Hex anueledtidos

2l

Mezcla de dNTF para marcar

2

(120 hasta 19 pl
Enzima de Klenow 1l
Volumen total 20 pl

Tabia l: Reactives utilizades en e marcado con digusigening

La incubacion se by reslie: por 20 horas a 37 .

3. 3e afade 2 pl de EDTA al tubo para terminar la reaceion.

MARCAJE CON DIGOXIGENINA

o CADENA MOLDE

DEZNATURALIZATION

R

ST ..

Apareamilenta da las hasaprimars
con la correspondianls elongaclén
i Iz cadena hila

— Digoxlganina

- Deaxynucladiida
marcado

DA Hexaprimer

Lim thecxynucieotidn
marcado se agraga
el 2025 muclestidos

Ml Adenina
Bl vmina

I:l Cilosing

Figuza L6 Bandem primer labeling




2.2.8. Técnicas de deteccion de ADN
2.2.8.1. Técnicas de Hibridacién con sondas nucleicas

2.2.8.1.1. Southern Blot (Protocolo segiin ‘The Genius System

User’s Guide for Filter Hybridization, Boehringer Mannheim,

19492
I. Sumergirel gel de aparosa en solucidn desnaturalizadara
(ver anexo 1) por 30-60 minulos g lemperatura amhbienre,
Agitar snavemente. Lu incubacion desnatugaliza el DNA
blanceo previo a la transferencia,
2, Sumergir ¢l gel en solucion neutralizadora (ver anexo
I} por 30-60 minutos a temperatura ambiente para
newrilizar el gel.
3. Impregnar el ADN en una membrana de nylon
(Beehringer Mannheim nyion membranes) cargada
Dositivamente a través de una transferencia de capilaridad
usando bufler 20x ssc (ver anexo L}, Realizar la operacion
de transferencia durante toda la noche.
4. Lavar Ia membrana en buffer 5x ssc (ver anexn 1) por |
minuto a temperatura ambiente. El la vada wemueve |og
restos del gel v contaminantes particulares gue fucron
intreducidos comeo resullada del proceso de transferencia.
3. Cuidadosamenten enlocar la membrana hiin weda sobre
una pieza de papel toalla, Fara fijar el ADN a la membruna,
sela coloca en una estufa a4 ung lemperatura =80 «C por
una hora. También se puede usarun horno UV, crosslinker
para fijar el ADN, en este caso se deja la membrana por 3

nuitees,
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6. Después de una hora, la membrana puede ser usada para
la prehibridizacion o ser almacenada seca a 4 +C en up
cimara de desecamiento para futura deteceion.

1. Colocar la membrana en una tundla plistica que conten il
20 ml de solucicn de prehibridacicn LVET alexo ) por 100
e de drea de membrana. Sellar la funda v prehibridizar
afa temperalura de hibridacion por 2horas. | .atemperatura
Gptima de hibridacicn dependerd del largo de Ia sonda \d
de que lan grande sea la homolagia de secuencia,

8. Cuando se usan sondas ADN de doble cadena, hay que
desnaturalizarla calentindola en agua hirviendo por 10
minuos previo a la hibridacion,

9. Diluir la sonda en solucion estindar de hibridacion [ver
ancxo ). El volumen de sonda a emplearse dependera del
lamano de la muestra,

L0, Eliminar la solucidn de prehibridacion, colocar a
solucion estandar de hibriducicn que conticne la sonda
marcada con digoxigenina, Dejar que la sonda se hibride,
la temperatura v el ticmpo de hibridacién dependersi de 1a
sonda v su conceniracion |

I Al final de la hibridacidn. se recupera la solucion de
hibridacidn que coutiene la sonda, se la puarda en un tubo
¥ 82 la almacena en congelacién a -20 «C. La solucidn
entera podra ser utilizada en futuras hibridaciones,

12. Lavar la membrana dos veces e wash solution 2x, 4

lemperatura ambienie. Bsie Faso ¥ el siguiente remueven



la sonda que no se ha unido, lo cual podifs conducic a
grandes falses positivos si no es removido.

|3, Lavar la membrana dos veces cada 15 minutos en wash
solution 0.5x. Sondas grandes (= 100 bp) deben ser lavadas
a-065C.
Ll revelado de la hibridacion se lo efectda mediante la

téenica de deteccidn coloriméliica .

2.2.8.1.2. ADN Dot Bloting (Protocolo segiin The Genius System
User’s Guide for Filter Hybridization, Boehringer Mannheim,
1992)
L Adtadir 0.1 volumenes de solucidn desnaturalizadora (ver
ancxe | a la muesira, Incubat a temperatura ambiente por
HYminutos. Bsta solueidn desnaturaliza el ADN blanco y
degrada cualquier ARN en la muestra.
2, 51 la impregnacion se la realiza sobre nitrocelulosa,
neutralizar la muestra a través de la adicion de un volumen
1gual de solucidn neutralizadora de nitrocelulosa (ver
ancxw). Estono esnecesario si la impregnacion se la realiza
sobre membranas de nylon.
3. Preparar la membrana de acuerdn a las recomendaciones
del manufactor. Las membicnas de nylon (Boehringer
Mannheim Nylon membranes) carzadas positivamente no
requieren de pasos adicionales de preparacion.
A. Coloear la membrana sobre una pieza de papel toalla.
Usande una micropipeta antomdtica, eolocar 1 pl de la

muestra de ADN sobre una membrana secy,



A

3. Fijar el ADN a la membrana con el horno 1)V,
crosslinking durante 5 minutos o op una estufa a =8() «
por dos horas,

6. Se repiten log pasos del 7-12 de |4 Lécnica antenor,

El revelado de ta hibridicicn es ablenido a través de 1a

técnica de deteccicn colorimélrica.

2.2.8.1.3. Colonyv Hybridizations (Protocoly segiin The Genius Sys-
tem User's Guide for filler Hybridization, 1992 Boehringer
Mannheim)
L. Sembrar las bacterias en una caja Petri que contenga
medio LB jver ansyed AR L5 i o FEERY pravie Vibeos
marinos
2. Después que las colonias hayan alcanzado un didmetro
de 1-2 mm, guardar las piacas en refrigeracion a 4 »C por
una hora,
3. Celocar las membranas sobre Jas colenias de la caja
petri durante 5 minutos.
4. Remover las membranas, Lisar las células de Jas
membranas incubando 1g membrana en solucion
desnaturalizadory (ver anexo) durante |5 minutos dejando
las colonias en Ta parte arriba,
A, Incubar las membranas por 15 minutos en solucicn
newtralizadora (ver anCxo).
6. Fijar el ADN wla membrana con LLV. crosslinking o

colocando la membrang en una estula a =80 +C por dos

horas,
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7. Antes de Ia prehibridacidn incubar las membranas en
solucion de prehibridacidn a la temperatura anticipada de
hibridacion por una hora. Bste paso elimina los restos del
cultivo hacterianc.

8. 5¢ repilen 1os pasos 7-12 del Southern Blot,

2.2.8.2. Visualizacién de la hibridacion _

2.2.8.2.1. Deteccion colorimétrica con NBT y X-Phosphate

(Protocolo segin The Genius System User's Guide for Filter Hy-

bridization, Boehringer Mannheim, 1992)
I. Despucs de la hibridacidn y de los lavados de post-
hibridacion equilibrar la membuana en Genivs buffer | (ver
anexo) por | minuto.
2, Usando una caja petri nueva o una funda bloguear Ja
membiana con el Genius bulTer 2 (ver ancxo) ulilizando
una agitacidn suave duranle 30-60 minvtos. Al acercarse
el final del perindo de blogueo, preparar la solucién de
anticuerpo como se describe en el paso 3,
3. Diluir el anticuerpo antidigoxigenina-fosfaiasa alcaling
|:5000 en el Genius buffer 2 (ver anexo 17 para chlener
una concentracion de trabajo de 150 mUfml. Mezclar
suavemente por inversion. Por ejemple afiadir 6 pl
antidigoxignina a 30 ml de Genius buffer 2 (ver anexo ) y
mezclar. La solucion de anticuerpo es estable poer 12 horas
adC.
4. Eliminar el Genius buffer 2 (ver anexo) ¢ incubar |a

membrana por 30 minutos en la solucidn de anticuerpo




preparada en el paso 3. Si una funda es usada, hay que
remover todas las burbujas de aire que se pueden presentar
en la funda.

5. Transferir la membrana a una nueva funda o un disco
que nunca ha estado en contacto con el anticuerpo
antidigoxigening.

6. Lavar dos veces, 15 minutos por lavado, en 100 ml de
Genius buffer | (ver anexo). Este paso remueve cl
anticuerpo no unidao.

7. Equilibrar la membrana en 20 ml Genios buffer 3 (ver
anexo) por dos minutos,

8 Mezelar 45 1l de NBT ¥ 35 pl X-phosphate en 10 ml de
Genius buffer 3. Hsta solucion se denomina Solucién de
Coloracidn de Susirato, es preparada antes de equilibrar 1a
membrana con el Genius buffer 3 (ver anexo ) ¥ va i ser
utilizada en el paso 9.

9. Eliminar ¢l Genius bulTer 3 v afiadir aproximadamente
L0 ml de Solucidn de Coloracion de Sustrato a la
membrana. Incubar [a membrana en una funda plastica
sellada o en unu caja en la oscuridad. No agitar el contenido
mientras la coloracion se este desarrollando. La reaccion
es usualmente complela despoés de 12 haras.

10. Una vez que las manchas o bandas descadas son
detectadas, lavar la membrana con 1120 para prevenir
sobredesarrollo. También puede utilizarse TE (ver anexa)
0 Genius buffer 4 (ver anexo ) para parar la reaccion de

coloracion,
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CAPITULO IIT

RESULTADOS

En lu estrategia de prevencion de enfermedades infecciosas de camarones
ieidos, las sondas molaculares parceen esenciales para desarrollar pruebas de
gadstico dtiles en cuanto a su sensibilidad, especificidad y aplicabilidad a las diferentes
estle la produccion. Esta estralegia puede estar basada en anticuerpes especiticos de
erminantes antigénicos o cn sondas nucleicas especiticas de secuencias del material
iefico. Lo linea de investipacion presentada se reficre a este segundo tipo de sondas,

siderando las sondas nucleicas come reactive homologo o heterdloza,

i lo que concierne a la preparacicn ¥ el uso de sondas nucleicas hmnélogas, el
Mjo fueiniciade sobre un modelo bacteriano de tipo probidtico su sceptible de constituir
L aliernativa ul uso de antibidticos para controlar las cepas bacterianas patdgenas.
e el punto de vista leenologico. la preparacion de sondas homélogas de una bacte-

pareee un buen madelo. teniendo en cuenta que las bacterias pueden ser cultivadas

mente,

En lo que se refiere al uso de sondas nucleicas heterdlogas v por tanto,
wdiatamente disponibles, el trabajo fue iniciade sobre el modealn viral comrespondiente
ensavinus de la necrosis infeeciosa hipodérmica y hematopovética (IITHN V), debido
disponibilidad de una sonda correspondiente al genoma completo de un densovirus

lepidoptero Junonia coenia,
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1. Desarrollo de sondas nucleicas ¥ pruebas de tipo dot-bhlot
‘eolony-blot especificas de la cepa 158 de Vibrio alginolyticus,
sociada a Penaeus vannamei
La bacteria Vibrio alginolyticus, cepa 138, fue obtenida de un laboratario de
produccion donde fue aislada y utilizada como "probidlica”. Bl desarrolio de sondas
nucleicas ¥ de una prueha de tipo colony-blot fucron motivados por el intcres de
poder reconocer, detectar y cuantificaresta cepaen poblaciones bacterianas asociadas
i larvas de camarén.  Este tipo de sondas fue considerado preferencialinente a
anticuerpos debido a que su preparacion es, tedricamente, mdis ripida que li
preparacion de anticucrpos,  Advinds, esta estrategia permitio ¢l desarrollo en el
CENAIM de tecnologia del ADN, mientras la tecnologia de preparacién de
anticuerpos ¢ inmunodiagndstico estaban mis desarrolladas., Debido al cardcter
Cienovador de este trabajo, se escopid rabajar con bacterias. que como ya hemos
“mercionado,se pueden cultivar en medios de cultivo ¥ por tanto se puede disponer
e ellas sin limiles para la preparacion de [a sonda, de la prueba v la evalnacion de

ambas.

J.L1. Puesta en evidencia y caracterizacign de un pliasmido
Teniendo en cuenita que las hacteriag pucden poseer ADN
Exlracromesamico plasmidico, inicialmente cste lipo de AN [ue buscade.
Este ADN es ficil de aislar, manipular y puede corresponder a genes
particalarmente importantes en algunos caracteres relacionados con una

funcién, por ejemiplo, Lu probiosis,

La aplicacidn de diferentes 1écnicas de aislamicnto de ADN iver

Miteriales y Métodos) permitic detectar constanlemente la presencia de una




3.1 Desarrollo de sondas nucleicas y pruebas de tipo d

J colony-blot especificas de Ia cepa 158 de Vibrio alginol
asociada a Penaeus vannamei

La bacteria Vibyie alginolyicus, cepa 158, fue oblenida de un labar:

Produceidn donde fue aislada y utilizada como “probidtico™, Bl desarrolio d

micleicas y de una prueba de tipo colony-blot fucron motivadas por el in

pader reconocer, detectar y cuantificaresta cepa en poblaciones bactertanas a

(A Jwvas de camarén. Este tipo de sondas fue considerado preferencials

nlicuerpos debidao u que sy preparacion es, tedricamente, més ripida

Preparacion de anticuerpos, Ademds, esta esfralepia pernitic ¢l desarrall

tENMM de tecnologia del ADN, (uientras la tecnologia de preparac

Aulicuerpos e inmunodiagndstico estaban mis desarrolladas, Debido al c

ar ; i . ]
Amnovador de cste trabajo, se E5COgi0 trahajar con bacterias, que como ya

meneionado,se pueden cultivar en medios de cullive y por tanto se puede di

lias sin limites para la preparacion de la sonda, de la prucha v L evaluac

L1, Puesta en evidencia ¥ caracterizacion de un plasmido

Teniendo en cuenta que las bacteriag pucden posesr

- EXtracromesdmico plasmidico, inicialmznte este tipo de ADN fue bus

Este ADN es fécil de aislar, manipular y puede corresponder a :

particularmente importantes en algunos caracleres relacionados con

funcién, por ejemplo, [a probiosis.

La aplicacién de diferentes t€cnicas de aislamiento de ADN

Maleriales ¥ Métodos) permitis detectar constantemente la presencia de



banda de ADN extracroinusomico mediante electroforesis. Debido a su
actugcidn cualitativa y cuantitativa v a su simplicidad, la (éenica de
minipreparacidn por lisis aloaling tue regularmente utilizada en Ia exlraccion
de ADN plasmidico. Se debe sefialar que esta téenica permite la obtencicn de
ADN plasmidico Puro, pricticamente sin contaminacién con ADN

cromasomico (Figura 17),

Extruceidn de Ay eortpledn de lus copas
1y 158 de v afeinadyticns v de In
cepu 32 de V. fiqrvey

Voalglinlpicns 1. wfgielytices  V, fiarpepi frlatrcadar
cepa 158 wpa L1 crpa 51 e pesn
imnielzcishar
—
s T D Lo
e ML
AN wenHnice g
ADM concnlennde —L e — A LAph
—_—
ADK linvar = Abw - ol bl
ADN Clicwtar  —— — | Plusmidics — 335l
e — 522
- 1nT nh
— e Sidlph

Figura 17; Extraccion ADN 1ol 158

Laelectroforesis en gelde agarosa condujo regularmente a la ohser Vacian
dz 3 bandas (Ide 23, |3 Kb, Il de 7.287 Kb v Ll de 4.898 Kh) Y ucasionalmente
Wil Cuarta banda suplementaria (2. 152 Kb} de peso molecular muy inferior g
las otras, Las bandas 1Ty TH estdn muy proximas 1a una a la ot porlo que

fueron purificadas de formg simultines.

Las relaciones entre las diferentes bandas Fueran invesligadas para

determinar s correspondian a diferentes formas de un misino plismido o 4

s de un plismido, Con este [ n fueton paralelamenie purificadas las bandas



H-1Ty Ta banda IV, Cada una de estas preparaciones fueron analizadas por
electioforesis. Ly electroforesis de |a banda -1 mostré una imagen igual a
la del ADN plasmidico completo, presentando oeasionalmente una cuaria
banda. Al contrario. |g PIEPAracion correspondiente 4 Ja banda IV purificada

llevé a Ja identificacisn de esta banda solamente, despuss de la eloctroforesis,

Estas bandas, [1-111 ¥ IV lueron posteriormente marcadas ¥ ulilizadas
LMo reactivos de southern-hlog para determinar similitudes de SECUSNCIas
entre las bandas, 1o resultados de esia exXperimentacion de hibridaciones
cruzadas mostraron que cada sond: reconoeia lus cuatro bandas, indicando [
similitud e secuencias. Dstas diferentes bandas [ueron consideradas coma
las diferentes formas que puede presentur up pldsmido: multiméricy (I}, lin-
ear (I1), circular (T}, superenrrallads simple cadena (IV). Estailtima formg
ES raramente observada ¥ puede ser interpretada cono uniarte fucto de la (éenica
de purificacidn. Se piensa adicionulmente que a nivel de 1a primera handa

existe la presencia de ADN gendrnjeo.

Similarmente, fueran realizadus extracciones de ADN de otras cepas
bacterianas: 11 o0y 166, cepas usadas como probigtiea, Mientras que no
S€ @iSlo ningin plasmido de ILL un plasmido del misia maiio v pation

electroforéticn [ue identificado e¢n lag cepas 160 v |66,

Las enzimas Je restriceién, Heo RI, Bay HI, Alu T y Hpa, Meron
empleadas para intenrar establecer g napa de restriceion del plismido. Ly
digestion ¢on BamH | produjo upa soly banda, fo {JUE N0% indica que el

Plasmido pasé de una forma circirlar 4 una Tinear:
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Laenzima Hha mosité un patron de restriceion de cineo fra gimentos, con

los siguientes amaiios: [.623 Kb, 1.234 Kh, 1.028 Kb, 687 ph v la dltinia

handa menor a 564 pb,

La digestidn con Alu T mosir cinco fragmentos de 1.220) Kn, 1.041 Kb,
380 pb y los dos dltinos menores a 364 pb.de menor peso que el marcador

iilizado, por o cual no fue posible estimar los tumafios de estas dos bandus.

El plasmido ( figura 18) de 1o cepa 158 fue considersdo como marcador
Otencial de cepas “probidticas” y por tanto comao reactivo de eleccidn para
esarollar una prucha de deteceian especitica, de acucrde con el concepto

e sonda nucleicey,

Electroloresic de ADN plazmitticn de L cepy
158 sin digeric v con digesiiin

1588 Abrcador 155 1ER i5% Marcadaor
sin digmerlpe e peso + Mo HE  + alut +ftha e pesn
mdecular malccular
D P o omn Lo ] R
DN gendmice o
DM romcstenidn — - = e e AN ST
I [oear — - — e —2 - —— LRl h
Ircolor o super —— . — G f{:: p|r:
0 ET
. —I _— =t 13T s
iper en.lrrlllalln — it — - 240z7 F:r
AN enarie ==y
— —.
E 2 .
== —_— Sl
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Figura 18; ADN plasmidico de 1a cepa 158 diperido
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3.1.2. Preparacion de una sonda nucleica “fria’

La preparacion de una sonda nucleica corresponde gencralmente a un
[ragmento del material nucleico de un organismo, fragmento que deberd ser
clonado en un vector, a lin de ser producido en cantidad y subsecuentemente
marcado. En ¢l presente caso, se considerd el uso directamente del pliasmido
completo ya que la bacteria Vibrio alginclyticus puede ser cultivada
ficiimente. Cn lo gue concierne al tipo de marcador, fe imposible pr:!nzf.zlr' en
el uso de sondas radioactivas en laboratorios de camardn debido al problema
de mancjo de residuos v la inestabilidad del marcado relacionado con L vida

imedia de los isdtopos radioactivos.

Una téenica de marcado no radioactivo o “0iv”, yue es muy utilizada en
la actualidad corresponde a la sintesiz de ADN con el uso de nucledtidos
narcados con digoxigenina, sintesis iniciada aleatoriamente con una mezcla
de hexanucledtidos yue reaccionan con Ta ADN polimerasa v la matriz de
ADN previamenle desnaturalizada en simple cadena, El marcado [ue realizado
sigwiendo estrictamente el protocolo v recomendacinnes del proveedaor del

kit de marcado (ver Materiales y Métedos).

Apartir de [0ml de ADN plasmidico directamente extraido de la bacte-
tia 158 (200 ng), fueron obtenidas 130 ng de sonda marcada (p158) por
referencia a la muestia dada en el kil, Esta rentabilidad de la operacion de
mareade fue aceptable, considerando las informaciones del proveedon.
Uheriormente, 1a sonda fue utilizada a la concentracion de 10 ngfm| de tampén

de hibridacion.



La sensibilidad de la sonda fue determinada con la t€enica de dot-blot,
depositando sobre una membrana mucstras de | ul correspondientes a ung
gamil de dilucion del plasmido, de 1 ngijul a 0.1 pe/il. Esta sensibilidad fue
estimada en verca de 10 pz de ADN plasmidico, que es compatible con la
idea de desarrollar una prucha de lipo colony-blot, considerando la cantidad

de ADN plasmidico que puede fijarse de una eolonia.

La especilicidad de la sonda fue posteriormente analizada también
mediante la téenica de dot-hlol, probande su reactividud frenre a frente de
diferentes ADN:  Vibrio harvevi, cepas 52 y E22 W alginolvticis, cepas
158, 160, 166 v moA; los plismidos Mos ¥ Hsp-Luc de Evchericfiia coli: ¥
ADN de Penacus vanmamer.. Los resultados de la figura 12, muestran una
reactividad de la sonda salamente con las cepas bacterianas 158, 160 y 166,
lodas pertenecientes a la especic ¥ alginolyticus. Por el contrario, las copis
ILTy proA, de los mismos origencs no tuvieron reactividad, Es muy importante
notificar que las dos cepas, ILI v 158 tienen ¢l mismo arigen geogrilico y
fueron consideradas como una sola cepi, mientras gue el plismido permite
diferenciarlas categGricamente, 1.y cepa 158, parece finalmente, considerando
esle pldsmide, mds relacionada con las cepas 160 y 166, La cepa proA.

originaria de otro laboratorio, no presenté reactividad,

Estas observaciones [ueron confirmadas con 0iras preparaciones de
sondas correspondientes a fracciones del ADN plasmidico previamante

separado por electroforesis, sean las bandas -1 o la banda [V

Los resultados indican el interés de lgs sonidas nucleicas como herramient:

de caracterizacion bacteriana, Ladis ponthilidad de esta sonda permitio iniciar



el desarrollo de ung prueba pary ef diagnostico Clantitativo v eualitative de
buacteriay posiblemente probidiicas dentre  de poblaciones hacterianas
Presentes en los laboraloriog ¥ asociadas a larvis de camardn, Dicha pruehia
Podria ser titil en [a estrategia de uso de hacterize probidticas, permitiendo i

constante segiimicnto de s evolucian,

Evaluacion de i3 es

pecificidad de una sonda
de la cepa 158 de Vibrio Alginolyticus
[_ 1 2 3 1 5
e | 7 ) 3 = 2
O|O|0|O
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LY alenolpieng 4 Pl Mo EK LIS
crjrn L8R Crpsy 103}
-5 WETHN W eng X P, HspeLur
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Figura 19: Do Biot de especihicidad de la sopda 5

Desarrollo de una prueba de tipo colony-biot
d correspondiente al plasmidao
Entre Jos

con Ia sondg
de la cepa 158,

distintos tipos de diagnistice basados en el uso de sondas

leivas, el colony-hloj eg unia prucha de eleceign, teniendo en cuenty que

PEfmite reconocey especiflicamente colonjag bacterianas en mescla complefa

detodo tipo de Muestra cn cultivo en agar, Ademds de esta grau especifieidad.

Ehi colony-blot es my ¥ sensible pues se beneficiy de la multiplicacicn
W, permitiendo identificar en pocas horas de cultiva Iy Presencia de
icleria. La prueba colony-blo) Permile lambign estimar Jo poblacion de
acleria identificady (nimero de colonias reconacidas por g sonda) y
i [ proporcicn de estus bacterias ey )4 mezela (po

cidas por 1 sandaj,

feentaje de caloniys
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ido & que prucbas de tipo colony-blot con sondas nucleicas son
srnenle practcadas en biologia molecular para la selecidn de clones
s e ADN gendmico o complementario (e ADN). muchas referencias
ponibles (Moseley el al, 1980; Moseley et al, 1982) v descritas en
= protocolos de biologia melecular (Maniats et al, 1989) ¥ en la

itacton lécnica suministrada por proveedores (Bochringer, 1992

tnetios caperimentales fueron analizados v optimizados. Por
ad de presentacidn serdn mostrados en forma resumida cnun protocolo

sacdo™ (tabla .

tipos de membranas empleadas [ucron, nylon v nitrocelulosa,

onando el altime tipo un menor “ruido de fondo™.

robaron dos iempos de pre-hibridacion. de | v 2 horas, encontrindose

ras disminuian significativamente ¢l “ruide de fondo”,

oncentracion de la sonda fue siempre la mismea (10 ng/ml) de acverdo
resultades ebservados en el dot-blot (ver wexto anterior), lo dnico que
10 fueron los tiempos de hibridacion, de 3,5 v 16 horas, observindose
uso con solo tres horas de hibridacidn se conseguia una respuesta
1 la respuesta observada a las 16 horas, lo que supone una ventaja st se

1 desarrollar un método de diagndstico.

iempo de cullivo de las bacrerias antes de iniciar ol colony-hlot fue




Tabla [ Protocole optimizade del Colony Bl

Paso
I Siembra de bactering e incubacidn a 28%¢
2. Enftiar las cajas de cultive u 4°C

3. Colocar unz membrana de nitroceinlosa
suhre la caju de cultivo

4. Remover fa membrana v enlocaria en
splucicn de desnatoralizacion

5. Incubar i membrana en solucion de neu-
tralizacicn

6. Se fija el ADN a la membrana con =
L.V, erosslinker

7. Barn eliminer el exceso de colonias
hieterianas, se incuba dos veces la mem-
brama en solucidn de prehibridacion a 68 =C

8, Incubar la membrana con la sonda
nueleiea, que ha sido peviamente
desnuturalizada, dejar a 68 “C

AL final del iempo de ineabacion,

g6 guarda la solucién de hikbridacién en un
twho nueve a -20°C. Lavar ln membrana
dos veces en wash solution 2x

10. Lavar la membrana dos veces en
wash solution 0.5 x 2 65 ~C

[T, Despuds de les lavados se equilibra
la membrana con Genius Buffor |

12, Lamembrung es hlogueada con
Gentus bufler 2, se uliliza una ligeta
agitucion

13, 8einzuba la membrang en la solucidn
e anticuerpos (anti-DI1G-alkalie phosphara
se)

-

14. Se elimina Ia solucion de anticnerpus
< ae fava la membrana en Genius Bulfer |
g veces

5. Se equilibra la membrana en Genins
Buffer 1

M6 Se dejaincubar 1a membrana en la
Solueion de colotac idn hasia oblener el
revelado de fa reaccicn

Tiempo
Y horay
| hora

Jminulos
13 minutos
L5 minutos

2 minulos

2 hwras

3 laorus

5 minutos por cada lavado

15 minutos por cada lavade

I thinulo

3 minutes

30 minuos

[5 minutos cada lavado

2 minulos

2-12 horas




sensibilidad, Se probaron tiempos de cultive de 4, 3 ¥ 9 horas, comprobandose

que cra necesario un cultivo de 9 horas para la oblencion de resultudos

positivos.

Fstos resultados de colony blot ¥ Cot-blot, en Erminvs de sensibilidad v
especificidad, indican que esta tecnologia nueva cn bacteriologia de camardn
¢¢ funcional, En efecto, el coiony-blot puede ser ahora wiilizado en
expetimentaciones para el estudio in vitto e in vve de mteracciones de las
baclerias 158, 1604 166, todas con una supuesta funcion probidtica, con otras
baclerias posiblemente patégenas de tipo Vibrio karveyi. Es este tipo de

estudios el que podria determinar en el futiuro si efectivamente una bacteria
tiene una funcidn probistica. Una aplicacion factible a corto plazo concerniria
a la ecologia yio epidenuologia de bacterias de lipo probidtico, Meilmente
ientificada por la presencia del plasmido, teniends en cuenta que los plasmidos
[recuentemente son portadores de genes que podrian estar relucionados con
su capacidad probidtica (genes codificadores de bactericinas, genes de
resisteneia a antibidticos, etc). Este colony-blot puede inmediatamente ser
usado en laboratorios que utilicen estus cepas de bacterias probidticas para
controlar su destino v suevolucidn, con el abjetivo de modificar las condiciones

de cultivo para favorecer a las baclerias probidticas,

- Evaluacion de una sonda especifica del densovirus del
iddptero Junonia ceenia para el diagnéstico de IHHNY.
Eebido a su gran importancia en Ia regulacién de las poblaciones de insectos

‘Eausantes de plagas en agricultura, los densovirus de insectos 501 especialmente

bien conocidos, Sus gencmas son particularmente peouefios, con un tamano de

“eerea de 5.000 nucledtidos, El genoma de algunos densovirus de insec:o ha sido



secuenciado y diferentes laboratorios han sida capaces de clunar el genoma completo
en un plismido bacteriano ({Jourdan et al. 1990: Dumas et al, 1992)). Asi. sondas

correspondientes al genoma com pleto pueden ser facilmente preparadas por simple

marcado.

Teniendo en cucnta las weluciones cnlre inseclos ¥ crusticeoy es muy probeable
que existan lambién refaciones entre sus virus, Io que significa. presencia de
homologias en las sceuencias de los genomas de ambos. Con secuentemente se
decidid probar si una sonda preparada a partir del penoma complete del densovirgs
de Junonia cania podita ser utilizady como sonda heterdlega para el diagndstico
de IHHNY de camarén, elasificado tambicn en ¢l género Densevirus de la fum lia

Parvoviridae.

3.2.1. Preparacién de una sonda “fria” especilica de densovirus de
Junonia cania,

El pldsmido recombinante FBRI, que contenia el genoma completo del
densovinis de J. comia | fue producido en Escherichia coli, purilicado y
digerido con el enzima BamH | debido 1 que existen solamente sitins de
Tesiriceion para esta enzima en las leriminaciones repetidas del EENONIL
viral. Asi fue posible obtener dos fragmentos correspondienies
tespectivamente al plasmide y al penoma viral casi complzto. Este tiltimo
fue purificado por electroforesis ¥ extraccion del gel mediante ¢l kit “gen

clean”.

Este fragmento fue posteriormente marcado cop digoxigening (ver
Materiales y Métodos). La eficacia del marcado fue estimadaen 10 ng/inl

Por comparacion con una sondy de referencia suministrada en el kit
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La sensibilidad de la sonda e analizads frentc a uny seric de diluciones
del inserto correspondiente al genoma viral del densavirus de /. camngo
Esta sensibilidad fue estimady en cerca de 10 pz en dot-blot (grifico 20).
Esta sensibilidad relativamente débil puede ser explicada por una menor
elicacia de marcado observada en el laboratorio cuando se marcan

fragmentos lincares en cotnparacion al marcado de plasmidos cireulares.

La reactividad de la sonda derivada del densovirus Je fue analizada frente
dlas muestras provistas en el kit de diagndstica de IHHNV | X-Diagxolic)

y eortespondienes a controkes positive fuerte, dehil vy al control negaliva

Los resultados indicaron claramente una reactividad especifica frente o
frente del ADN de THHNV. Esta especificidad fue confirmacly por la
dusencia de hibridacidn con ADN de camarén extra ido de hepatopincreas,
conuna preparacion de ADN plasmidico de 1a bacteria Vibrio alginolviteus

Y con una preparacidn de ADN renémico de la bacteria V heorvevi.

La sonda del densovirus Je Fue posteriorente evaluada como sonda
heterdloga frente a muestras de camaron identificadas como infectados
por ITHHNV gracias al uso del kit de diagnéstico de Diagxolic (figura 21).
Los resultados mostraron que la sonda del densovirus Je reconocié fa
muestra infeclada, aunque con una menor sensibilidad cn comparacicn a

la sonda del kit de dizgadstico de THHNV

Consideradns de forma glabal, estos resultaduos indican la posibilidad de
ulihzar la sonda heterdlopa del densovirus Je Farael diagndstico de IHHNV,

con la condicidn previa de incrementar Ju sensibilidad de deteccin.



Evaluacién de sensibilidac
de la sonda Jc

1. 1 ngde ADN Jutonia coonia
2. 100 Pg de ADM Junornis coEnia
3. 10 pg de ADN Junonis ceenia
4 Pg de ADM Junania ceenia
Pg de ADN Jurronia ceenia

1
0.1
0,01 pg de ADN Junonia coenia

Evaluacidn de |a especificidad
de la sonda Je

1. ADN de Junonis eeEnia
2. ADN de camaran con [HHNY
3. ADN plasmidico da cepa 158 Vibrio alginelylicus
4. ADN de cepa S2 Vibria harveyi
- ADN hepatopancreas de camardn

Figua 20k Evalimacion de sensibalidad y especinicidad e a sonely Io




Evaluacion de Ia especificidad de la sonda Jc
con el control del Kit IHHNY shrimp
probe de DiagXotics

Contral del kit de "IHHNY shrimp probe® de DlagXoties

1. Contral pasitive fuerte
2. Contral positive débil
3. Contrel Negative

Comparacién de Ia respuesta de la sonda
Je frente a la sonda del Kit IHHNY
shrimp probe de DiagXotics

Membrana evaluada con la sonda del Kit IHHNY shrimp probe de DisgXotics

1 2 a 4

OO

1. ADN Jfunonfs ceenfy

2. ADN c amardn con IHHNY

4. ADN hepatopédncreas de camarcn
4. ADN plasmidico de cepe 158

Figura 21; Evaluacion de o respuest de ln sonda Jg
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CONCLUSIONES GENERALES

El desarrollo de sondas moleculares de tipo nucleico tue iniciado en el CENAIM
con la prespectiva de obtener nuevas herramientas de diagndstico para los
icroorganismos asociados 4 camardn, ya sea titiles come las bacteria probidticss o

pakdgenos como 1os virus.

El trabajo [ue organizade para caplorar paralelamenic dus tpos de sondas

nacieicas, homélogas v heterdlogas.

El concepto de sonda homdloga corresponde a una situacion en la que el material
rigen de la sonda es idéntico al material genético diana. En préctica, la preparacidn
umd sonda homdéloga de un microorganismo determinado implica la obtencion de su
erial genético y la seleccidn de una parte considerada como especifica,

respondiendo la sonda a esta parte provismente marcada,

Una sonda homéloga fue preparada para una cepa hacteriana identificada como
‘afginolyticus en base a ctiterios bioquimicos, v ademds caracterizada por la
i de un pldsmido. Este plismido fue considerado como parte especifica del
" genético de fa cepa y utilizado directamente en la preparacion de una sonda fria,
tinuacidn una prueba de lipo colony-blot fue desarrollada para el diagnéstico de Ia
chacteriana. Este trabajo presentd alzunas venlajas desde el punto de vista de su
lidad, En efecto, la obtencion del material genétive de una bacteriz es (hcil asi
6 1y [Eenica de hibridacion de la sonda con el ADN correspondiente a colonias
nas transfetidus a una membrana, Ademds, no existen problemas de sensibilidad
te v enando las colonias puedan ser cultivadas el tiempo adecuado para que

by
™

igan un niimero de bacterias suliciente para una hibridacion detectable



El contrel de diversas tecnologias del ADN relacionadas con la preparacion y el

Usede sondas nucleicas permitind investigaciones sobre la preparacion de sondas nucleicas

fomdlogas especificas de otros lipos de microorganismos asociados a camardén, en par-
licular a los virus, Una dificultad corresponderd a la obtencion de malerial genético con
¢l que se deberd preparar las sondas, debide a la presente carencia del equipo necesanic

frara la purificacion de virus en el CENATM.

Este problema de equipamiento fue en parte ol origen del trabajo de exploracian
sobre el uso de sondas heterdlogas para el diapndsiico de virus patdgenos de camardn,
Ligran venlaja de sondas heterélogas estd relacionada con su disponibilidad inmediata,
pero tiznen el riesgo de no ser funcionales por no existir suficiente homelogia con el

deido nueleico diana.

En este trabajo se estudic la posibilidud de utilizar una sonda cspecitica e
densovirus del lepidéptero Junenia coonia para el diagnastico del densovirus del camaran
ceusante del sindrome THHN . Diterentes agurientlos existieron para iniciaresta estralegia
ativamente eriginal en virologia de camarén, Por una parte, existia una sonda homélopa

el virus IHHN, que permitia realizar experimentaciones de hibridaciones cruzadas entee

ponde al genoma completo, lo que garantize que esta sonda pueda reconocer la
Seeuencia correspondiente o la sonda de diagnéstico de IHHNY, cualguicra que sea el
mento gendmico utilizado, ya que no existe informacisn al respecio en el kit de
stico. Los resultados indicaron que los dos vinus ticnen simililudes en [as secuencias
Sgenomas, ya que fueron detectadas hibridaciones eruzadas utilizando las dos sondas
lneanente como sonda ¥ como diana. Este resultado es interesante desde el punto
vista de relacidn taxondmica entre densovirus de insecto v de crustdceos. Ademds (e

strado que la sonda heterdloga puede servzilizada para ident ificar mucstras de camarén



infectadas con LHHNV, aungue con menor sensibilidad. Esta limitacién esta
probablemente relacionada con la baja elicacia de marcado con la digoxigenina de
[ragmentos lineares, que corresponde en esta situacidn al genoma del densovirus de Je.
Una alternariva para incrementar ki sensibilidad de esta sonda podria consistir en marcar

¢l plasmido recombinante completo.

Considerando esle primer resullado sobre el uso de sondas heterdlogas. parece
primordial evaloar otras sondas helerélogas de virus de insectos, por cjemplo
corespondientes a genes muy conservados entre baculovinus de insectos, cumw el gen
«de la poliedrina o de la ADN polimerasa. También podrian ser evaluadas sondas
ieterélogas correspondientes a genes bacterianos, por ejemplo genes de toxinas de Vibrto
cholera que padrian ener homologias con genes de toxinas de Vibrio harveyi, patogeno

para larvas de camardn,

En el futuro, la acumulacion de intormacion sobre las secuencias de genomas de
virus asociados a los insectos podifa permitir identificar pequeiias secuencias conservadas
enlre virus, Eslas sccucneias podiian lambién estar presentes en el genoma del viros de

arén v por tanto, ser consideradas como sondas homdlogas.



RECOMENDACIONES

| Proseguir ripidamente y en paralelo lus esfrategias de preparacidn de sondas fuclzicas
homalogas v de evaluacion de sondas nucleicas heterdlogas para el diagndstico del mayar
numero de patdeenos de camaron con el fin de mejorar los controles zoosanitarias,

2. Desarrollar nuevas téenicas de hibridacion con mejor rendimiento en términos de
sensibilidad y de aplicacion al diagnéstico de CAImpo.

3. Aplicar Izs téenicas relacionadas con las sondas nucleicas y la hibridacidn al estudio
del genoma de camardn con el ubjetivo de caracterizar zenes v secuencias de interds
para la acuicultura, por ejemplo, transposones, gencs de proteinas antimicrobianas o de
hiormoenas,

4. Conectar del CENAIM con los bancos internacionales de secuencias y entrenamiento
de cientificos en prozramas de andlisis de sceuencias, con el ulyetivo de explotar 12
informacion existente en los diferenles grupas de inveriebrados y de patdgenns.

3. Entrenar a los acuiculores, bidlogos v demids (éenicos de los laboratorios ¥ camaroneris
el las téenicas de diagndstico con sendas nucleicas ¥ urganizar la transferencia de estas

lecnologias al sector camaronero y también a los secteres médico y agricola,
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REACTIVOS UTILIZADOS EN LAS DIFERENTES
TECNICAS DE BI1OLOGIA MOLECULAR

Extraccién de ADN plasmidico
Método de lisis alcalina: miniprep
Preparacidn del medig Luria Bertani (1 )

Por litro:

A 950 ml de agua deivnizada, se afiade:

bacto-tryptone 10g
bacto-yeast exfract Sg
NaCl g

Se agila hasta que Jos solutos se hayan disuelio. Ajustar el pH a 7.0 con 5 N NaOH
(~0.2 ml). Ajusta o] volumen de la solucién hasta ug litre con agua deionizada,

Esterilizar por autoclve durante 20 mimutos,

Solucidn I (GTE)

Gilucosa 30 mM
Tris.Cl (p 8.0y 25 mM
EDTA (pH 5.09 1 mM
Solucidn T1

NaOH 0.2N

Sbs 1.0 %




Solucion I11

Acetato de potasio 5 M 0.0 mil
Acido acético glacial 115 ml
Hal 28.5 ml
TE

Tris.Cl (pH 7.4) 10 mM

EDTA (pH 8.0y 1 mbi

Método de lisis alcalina: maxiprep

! 0.1 M
Tiis.C1 (pH 8.0) 10.0 mM
TA {-FH 8.0 1.0 mM

ido Qiagen: midiprep

Buffer P1 (Buffer de resuspension)

Rivasa A 100 ugfml

Tris HC 50 mM

EDTA (pI18.0) 10 M

:

Buffer P2 (Buffer de lisis)

' 200 mM
1%



Butier P (Meutvalization bhaullec)

Acetato de potasio pll 5.3 30M

Buffer OB (Buffer de equilibracion)

NaCl T50.0 mM

MOPS 5010 mM

Flanol 15.0 % ajustar el pH 7.0
Triton X-100 0.15 %

Buffer QC (Bulfer de lavado)

NaCl 1.0 M
MOPS5 50 mM
Etanol 15 % ajustar el pH a 7.0

Buffer QF (Buffer de elucion)

NaCl 1.25 M
Tris. 1CI 50 mM
Etanol 15 % ajustar pH a 8.5

Electroforesis en gel de agarosa
Buffer de Electroforesis TAL
Solucion stock 50X, pll ~8.5:

Tris base 242.0 g

Acido acélice placial 57.1 mi

NaEDTAZH20 AT2E



5¢ coloca agua hasta legar a un litro

Loading bulfer 10x

Ficell 400 20%;
Na2EDTA, pH 8.0 0,1 M

SDS I G
bromphenol blue 0,235 % (wiv)
xylene cyanol 0, 25 % (wiv)

SOLUCIONES UTILIZADAS EN LAS
TECNICAS DE HIBRIDACION

Genius Buffer | (Deteccidn Colorimétrica con NBT ¥ X-Phusphate)

NaCl 150 mM
.'I__'I‘i'ELHC], pH 7.5 100 M

Sﬁiﬁdﬁbe de filtrar a través de un filtro de membrana de (145 1 anles de usarlo.

Estl: buffer es estable por un afio cuando es almacenado a lemperatura ambizente.

Genius huffer 2 (Deteceion Colorimétrica con NBT v X-Phosphae)
mﬁl 150 mM

Tiis-11C1, pH 7,5 100 mM

@%‘.Blmkm £ reagent for nucleic acid hybricization.

ABOml de Genius buffer 1, se afiade 2 g de Blocking reagent for nueleic acid hybridiza-

ton. Se agita a 60 °C para disolver el Blocking reagent. No se deja hervir, B HBlocking

agent se disolverd en aprox. 1 hora, Se complela con Genius buffer 2 hasig llegir 100
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Bl Genius buffer es una solucion espensa v no debe ser lillrada. Fs estable por lo menos
por dos semanas a 4 °C pero antes de usarse debe estar a femperatura ambiente. En

altcuotas a -20 °C se conserva hasta por 6 meses.

Genius buffer 3 (Deteccidn Colorimétrica con NBT ¥ X-Phosphate)
Tris HCI 10H) v

NaCl 100 mM

Ajustar pH a 9,5

MgaCl; 50 mM

Stel pH no es ajustado antes de afadir el MaCly, esle se precipitard,

Se filtra a través de un fillro de membrana antes de usario,

Es estable por 6 mese a temperatura ambicnte.

Genius bulfer 4 (Deleccion Colorimétrica con NBT ¥ X-Phosphate)
Tris-HC| 10 mM

EDTA 1 mM

Adjustar pH a 8.0

Este buffer es estable por 6 meses cuando se almacena a lemperatura ambiente.

Wash solution 2X (Southern, Colony, Dat Rlot)

S8C 2X

(5e diluye | volumen de 20X SSC con 9 volumenes de agua deionizada)
3D§ 0.1 %

Esta solueidn es estable por un afio almacenada a temperalura ambiente.

Wash solution 0.5X (Southern, Colony, Dot Blot)
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88C 05X
(Diluir | volumen 20 SSC con 39 volumenes de agua deionizada)
SDS 0.1 %

Esta solucion es estable por un afio almacenada a temperatura ambiente

SSC bulfer, 20X {Southern blat)
NaCl M
sodium citrate 300 M

PHTO

Este buffer es estable por un afio alamacenado a femperatura ambienle,

Standard prehybridization solution (Southern, Colony, Dot Blat)

$sC 5X

f:#&imlmylsarcuaine 0,1%

Sodium dodecyl sulfate (SDS) 0,02 %

Blockir ¢ reagent for nucleic acid hybridization 1,0 % (wiv)

Estasolucian es estable por un afio almacenada a -20 "C. Almacenada a 4 °C por no mas

___Zlg_ﬁmar(ﬁs, Antes de usarlo debe estar a temperatura ambiente.

:..:;._’ﬁ.ﬁ-it’é&l;lﬂtﬂl'ﬁﬂznciﬁh (Southern y Colony Blol)
05N
1LLAN

60 es estable por 6 meses almacenada a temperatura ambicnle,

- desnaturalizacion (Dot Blot)
4M



EDTA 10 mM

Sol ucion de neutralizacion (Colony, Southern Blot)
HCI, pH 8,0 L0 M
: 15 M

Esta solucion es estable por 6 mieses almacenadu a temperatura ambiente,
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