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RESUMEN

Con el objetivo de iniciar un estudio sobre la diversidad genética del camarén blanco
Penaeus vannamel, el presente trabajo fue dirigido fundamentalmente a implementar la
téenica AP-PCR (Reaccién de polimerizacién en cadena iniciada aleatoriamente) para obtener
patrones de amplificacion, 1os cuales servirdn para ef andlisis del polimorfismo segiin cf
concepto de RAPD (Random amplified polymorphism DNA) y la identificacién de
marcadores genéticos que puedan ser asociados con caracteristicas fenotipicas de interés para

el sector acuicultor.

Se utilizaron camarones procedentes del departamento de maduracién del CENAIM,
a los cuales se les extrajo muestras de diferentes tejidos para impiementar un protocolo de

extraccion de ADN y, subsecuentemente, desarrollar un protocolo cficaz y reproducible de

AP-PCR.

Los primeros resultados demostraron que la aplicacién de {os protocolos de AP-PCR
para P. vannamei previamente publicados (Garcia ef al., 1994, 1996) no permitieron

obtener producto alguno de amplificacién.

En base a experimentaciones, realizadas con mezclas de ADN bacteriano y ADN de
camarén, se demostrd la necesidad de utilizar soluciones diluidas de ADN de camar6n para
su empleo en AP-PCR, correspondientes a concentraciones inferiores a 100 pe/pL por

muestra.

En estas condiciones fue posible obtener regularmente productos de amplificacién

para muestras de hemolinfa con volumenes entre 300 y 500 yL.

De esta manera ef protocolo desarrollado en el presente trabajo permite considerar Ia
realizacion de analisis genéticos ¢ inmunolégicos paralelamente, sin sacrificar al animal, lo

uc abre la via a investigaciones sobre la seleccion de camarones,
q g



INTRODUCCION

L.a historia del cultivo de camardn en Ecuador es relativamente reciente, no sobrepasa
las 3 décadas, y ha dado lugar a una industria que se ha desarrollado rédpidamente.
Actualmente el Ecuador se ubica entre los primeros productores a nivel mundial con 95.000
toneladas de camardn, esencialmente de la especie Penaeus vannamei (National Aquaculture

Chamber, 1996).

El camarén exportado es el producto final de un proceso que se inicia con el
suministro de larvas, silvesires o procedentes de laboratorios, sc conlinua con algunos
mescs de cullivo en piscinas y se termina con el procesamiento en las empacadoras con

destino al mercado internacional.

La tecnologia desarrollada en el campo del cultivo de camarén no ha logrado evitar la
dependencia del medio y su alteracién. En efecto, la obtenci6n de larvas a partir del medio
asi como de reproduclores, maduros y listos para desovar o inmaduros y destinados a los
laboratorios de maduracién, constituye un grave problema de sobreexplotacién de
poblaciones naturales. En consecuencia, si los procesos de maduracién no son bien
dominados para ser aplicados de forma rutinaria y en cantidad suficiente para cubrir ias
necesidades, se pone en grave riesgo la sustentabilidad del cultivo de camarén. Ademds estas
précticas impiden los procesos de domesticacién y seleccién de cepas que presenten
caracleristicas interesantes en lo que concierne al cultivo de camarén en condiciones

artiliciales de piscinas.

La tecnologia estd también particularmente limitada en lo que respecta a ta prevencion
y el control de enfermedades. La utilizacién de reproductores o de larvas silvestres
contribuye a la introduccién de agentes patégenos en los criaderos, la falta de pruebas de
diagn6stico impide identificar precézmente a los patégenos que pueden causar epidemias y
endemias y, consecuentemente, grandes pérdidas econdémicas. A eslos problemas

econdmicos se suman problemas ecolégicos debido a la utilizacién de cantidades masivas de



antibiélicos para intentar hacer frente a las mortalidades, la eliminacién de estas motéculas en
el medio ambiente ha causado la aparicién de resistencia bacteriana. Qtra medida para evitar
las enfermedades es la de construir nuevas camaroneras o que trac como consecuencia
directa la continua destruccién del manglar. Por ello, un progreso tecnolégico considerable

consistiria en utilizar cepas domesticadas y seleccionadas por la resistencia a enfermedades.

Estos procesos de domesticacidn y seleccidn son indudablemente prioritarios para el
futuro del cultivo de camardn en términos ccondmicos y ecolégicos, y deben inspirarse en
las producciones animales y vegetales del sector agropecuario. Mientras que en agricultura,
la domesticacién de cepas adaptadas a diferentes biotopos fue un proceso empirico que se
realizé en el transcurso de los siglos, la domesticacién de cepas de camardn adapladas a las
condiciones de cultivo podria hacerse en un lapso de tiempo muy corto, con la elaboracién
de programas genéticos. Asi, los esquemas de domesticacién deberfan integrar la utilizacién
de marcadores genéticos a fin de facilitar los procesos de seleccién que consideran criterios
{enotipicos tales como el crecimiento, la supervivencia, la capacidad de reproduccién y , mds

particularmente, [a capacidad inmunitaria,

Para el presente trabajo s¢ ha programado el desarrollo de la téenica AP-PCR
(Aleatory Primed-Polimerase Chain Reaction), a fin de disponer a mediano plazo de
marcadores genéticos que permitan caracterizar camarones a niveles infraespecificos en base

a sus perfiles de RAPD (Random Amplificd Polymorphism DNA).



1. ANTECEDENTLES

1.1. MATERIAL GENETICO

En la naturaleza existen basicamente dos tipos de organismos: cucariotes y
procariotes. En fa célula eucariota, una membrana delimita el niicleo que alberga el material
genético separdndolo asi del citoplasma. Al contrario, en cf caso de Ia célula procariota, cl

matertal genético estd en contacto directo con el citoplasma.

En todas fas células de los organismos cucariotes y procariotes, ¢l material gendlico
estd compuesto por el dcido desoxirribonucleico (ADN), siendo esta molécula Ia portadora

de toda la informacién que necesita la célula para desarrollarse, funcionar y multiplicarse.

1.1.1. La molécunla de icido desoxirribonucleico {ADN)

El ADN es una macromolécula de tipo polimérica constituida de unidades
denominadas nucledtidos (mondmeros). Cada nucieétido tiene una molécula de azicar, la
desoxirribosa, y un grupo fosfato involucrado en la unién polimérica de las moléculas de
desoxirribosa mediante enlaces fosfodiéster. Cada nucledtido contiene, figada a la
desoxirribosa, una de cuatro bases nitrogenadas ya sea: la adenina (A), 1a guanina (G), 1a
citosina (C) o la timina (T). Estas bases nitrogenadas se unen por complementaridad de
modo especeifico (A=T y G=C), lo que causa la estructura en doble cadena del ADN. Tal
estructura es mantenida junta por puentes de hidrégeno entre Ias bascs, 2 entre adenina y
timina , y 3 entre citosina y guanina. Las bases estdn dirigidas hacia e} centro. En esta
estruclura con pares de bases (pb), las cadenas son orientadas en direcciones opuestas,
llamadas 5'(5 prima)~>3'(3 prima) y 3'=5', tom4ndose como referencia los ndmeros de los

dtomos de carbono de la desoxirribosa (figura 1).

El material genético de organismos cucariotes, como los crustdceos, contiene

alrededor de 107 pares dc bases, es decir, | P8, en tanlo que, en organismos procariotes,
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Figura 1: Estructura de la molécula de ADN "(después de Purveser al ., 1993)"




como las bacterias, corresponde a alrededor de 106 pares de bases, es decir, 1 fg.

1.1.2. E1 ADN vy la importancia de su secuencia

Conociendo que todas las moléculas de ADN estdn conformadas por 4 tipos de
nucledtidos, la identidad genética de cada especie estd, en consecuencia, basada en el
niimero total de nucledtidos y su secuencia. Para determinar la secuencia de una molécula de
ADN, una primera etapa consiste en cortarla con enzimas de restriceién que reconocen sitios
especificos generalmente constituidos de 4 6 6 nucleétidos. En una siguiente etapa los
fragmentos de ADN resultantes de la digestién por la enzima de restriccién pueden ser
secuenciados mediante la técnica de Sanger que consiste en cuatro reacciones paralelas, cada

una de las cuales permite determinar las posiciones de cada tipo de nucledétido (anexo I).

En el ADN, alrededor del 2 al 5% corresponde a genes, es decir a secuencias que
tienen una informacién correspondiente a una proteina. El resto del ADN corresponde a
secuencias que codifican para moléculas de ARN y a secuencias no codificantes. Estas
tltimas estén presentes frecuentemente como repeticiones muy variables en términos de

tamafio y de secuencia. Las funciones de estas repeticiones son practicamente desconocidas.

1.1.3. La Replicacion del ADN

La replicacién del ADN es un proceso esencial a fin de que cada una de las células
hijas provenientes de una célula madre contenga una copia idéntica del ADN. El proceso de
replicacién es semi-conservativo, es decir, que las dos cadenas originales de una molécula
de ADN se separan y cada una funciona como un patrén para la sintesis de una nueva cadena
complementaria. Finalmente, cada molécula de ADN resultante de la replicacién semi-

" conservativa consta de la asociacién de una cadena nueva y una vieja.

El proceso de la sintesis de 1a nueva cadena de ADN es catalizado por enzimas ADN
polimerasas (anexo I), la sintesis es realizada a partir de un iniciador (ADN o ARN) que es

una pequefia secuencia que se fija debido a la complementaridad de su secuencia sobre la
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cadena vigja que es utilizada como matriz. Los nucledtidos de la nueva cadena son afiadidos
en su cxtremo 3' donde se encuentra un grupo hidroxilo libre en ¢l carbén 3' de la
desoxirribosa terminal. Este grupo hidroxilo reacciona con un grupe fosfato pertencciente al
carbén 5' de la desoxirribosa del deoxinucleédtido trifosfato que va ser incorporado en la

nuevacadena creciente.

Para la replicacidon del ADN, las dos cadenas en estructura helicoidal deben ser
desenrroliadas y separadas una de {a otra a fin de ser patrones para la sintesis de las nuevas
cadenas complementarias. En {a apertura de 1as cadenas interviene primeramente la helicasa,
una enzima que prorucve la separacion de ambas, y después las "single-strand binding
proteins” (S5B) que colaboran manteniéndolas separadas, 1o que conduce a una estructura

de replicacién en forma de tenedor.

Una cadena neo-sintetizada puede crecer continuamente por su cxtremo 3' a medida
que ¢l tenedor de replicacion avanza a partir del iniciador. Esta nueva cadena cs llamada

cadena conductora.

l.a otra cadena neco-sintetizada, llamada cadena retrasada, es producida
discontinuamente debido a que su extremidad 5' necesita ser {recuentemente restablecida con
nuevos iniciadores a medida que el tenedor se desplaza. A partir de cstos iniciadores, y en
orientacién inversa al movimiento del tenedor, se van a sintetizar fragmentos de ADN (5' a
3') con tamafios de¢ 100-200 nucledtidos en los cucariotes y de 1000-2000 en los
procariotes. Estos fragmentos discontinuos son Hamados fragmentos de Okasaki. La ADN
polimerasa no tiene la capacidad de crear los iniciadores por lo que para ello interviene una
ARN polimerasa llamada primasa. Posteriormente los iniciadores de ARN son degradados
por la ADN polimerasa y reemplazados por ADN; todos los fragmentos de Okasaki son

ligados unos con otros por {a enzima ADN ligasa (figura 2).
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Figura 2: Replicacién del ADN "(tomado de Purves eral ., 1993)"

1.2. ORGANIZACION DEL. GENOMA DE LA CELULA ANIMAL

En la célula animal, la mayor parte del ADN gendmico se encuentra localizada en el

niicieo y una parte mucho més reducida cn las mitocondrias.
1.2.1. El micleo

En el citoplasma de toda célula cucariota se encuentra ¢l niicleo limitado por una
doble membrana. En el niicieo estan contenidos los cromosomas cada uno de fos cuales esta
constitufdo por una molécula de ADN asociada a diferentes proteinas que constituyen su
armazon y cuyo nimero varia segiin ia especic. Este ADN nuclear estd constituido por
alrededor de 107 pares de bases correspondiendo a la informacién requerida por ta célula

para desarroliar sus funciones.

1.2.2. La mitocondria

La mitocondria es un organelo presente en las células cucariotas, transmitido

esencialmente por via materna con el ovocito. Este organelo estd rodeado por una doble



membrana y contiene enzimas que intervienen en ¢f proceso encrgético de fa célula. El ADN
mitocondrial (ADNmt) se presenta como una moléeula circular con un tamaiio aproximado
de 15.000 a 40.000 pb. El ADNmt estd acompafiado de ribosomas que permiten elaborar las

proteinas necesarias para la sintesis de la mitocondria.

1.2.3. El ADN expresado v no expresado

En cl genoma de todos los cucariotes superiores cxisten secuencias de ADN

presentes en copias tinicas y otras cn copias repetidas.

Las secuencias en copia tinica corresponden a la mayorfa de los genes que codifican

para proteinas.

El ADN repetitivo incluye igualmente genes, que pueden corresponder ya sea a
proteinas, como por ejemplo las histonas que son parte del armazén de los cromosomas, o a
las moléculas de ARN que estdn implicadas en la expresién de los genes y la sintesis de las
proteinas. l.a mayor parte del ADN repetitivo corresponde a secuencias no expresadas,
algunas conocidas como pseudogenes que se derivan de genes, pero que han perdido la
capacidad de expresién debido a mutaciones o eliminaciones. Segiin sus tamafios, las
pequeiias repeticiones son conocidas como microsatéiites (repeticion de uno o de algunos
nucledtidos), minisatélites (repeticién de una o algunas decenas de nucledtidos) o satélites
(varias decenas de nucledtidos). Las proporciones relativas de estas diferentes clases de
ADN varian enormemente entre especies. Por gjemplo, en ta Drosophila melanogaster el
30 % y el 24 % del genoma son genes de una sola copia y sccuencias entre genes,
respectivamente; en tanto que el 6 % lo constituyen familias de genes repetitivos, y el

restante 40 % son principalmente una coleccién variable de satélites de ADN (John &

Miklos, 1988).
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1.3. ESTRUCTURA Y EXPRESION DEL GEN

Un gen es una secuencia de ADN cuya expresién conduce a una proteina o a una de
las moléculas de ARN involucradas en la expresion de los genes (ARN ribosémico y ARN
de transferencia). Bésicamente, en fos eucariotes, un gen contiene tres tipos de secuencias,
el promotor, 1os exones y los intrones. Las secuencias nucleot{dicas presentes en los exones
contienen la informacién genética correspondiente a fa proteina codificada por el gen,
mientras que las secuencias presentes en los intrones no interviencn directamente en la

sintesis de la proteina.

1.3.1. Transcripcién

La transcripcidn de un gen corresponde a la sintesis de ARN por la ARN polimerasa,
esta sintesis se efectda por Ia copia de una de las cadenas de ADN del gen a partir del
promotor que es una extremidad del gen, pero que no es transcrita. El promotor del gen,
corresponde a 1a zona a nivel de la cual va a fijarse la proteina enzimiitica ARN polimerasa
para sintetizar ¢l ARN. El ARN sc diferencia del ADN por la naturaleza del azicar en los
nucledtidos, siendo en este caso una ribosa mientras que en el ADN se trata de una
desoxirribosa. Todas las moléculas de ARN transcritas intervienen en la expresion de los
genes, estas moléculas pueden ser ARN mensajero (ARNm), ARN ribosémico (ARNr) o
ARN de transferencia (ARNt). Ef ARNm corresponde a la copia de un gen que codifica para
una proteina, es decir, que esta mofécula de ARNm va posteriormente a ser utifizada como
soporte de informacién para obtener fa proteina, segiin un proceso llamado traduccién. El
ARNr es el elemento constitutivo esencial de ios ribosomas y los ARNt sirven para

transportar los aminodcidos en la sintesis de las proteinas.

L.a regulacidn de la expresién de un gen esté ligada esencialmente a su transeripeion,
que depende de la interaccidn entre el promotor y la ARN polimerasa. Los promotores son
diferentes en fo que respecta a su eficiencia para ligarse a ia ARN polimerasa. Esta eficiencia

depende, por una parte, de la variabilidad de la sccuencia de los promotores, y, por otra, de
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la asociacién del promotor con cofactores protéicos, previa la fijacién de la ARN polimerasa.
Ia presencia cxclusiva en cierlas células de cofactores especificos para un promotor dado

puede ser la responsable de la especificidad de la transeripeién del gen correspondiente.

Lucgo de haber sido transcritos, los ARNm de cucariotes van a seguir un proceso de
maduracién complejo cuya ctapa primordial consiste en la climinacién de secuencias
denominadas intrones, fas cuales no intervienen en la codificacion para la sintesis de la
proteina, pero intervienen frecuentemente a nivel de [a transeripeidn por la via de secuencias

especificas llamadas "enhancers” (mejoradores).
1.3.2. Traduccion

La traduccién de las moléculas de ARNm en proteinas se efectia a nivel de los
ribosomas. La construccion de fa cadena polipeptidica estd basada en la lectura de la
secuencia de los nucledtidos del ARNm por parte del ribosoma. Esta lectura se 1a realiza en

tripletas de nucledtidos, a las que se denominan codones.

El punto de inicio de 1a lectura de! ARNm estd determinado por los tres nucledtidos
AUG que conslituyen el codén de iniciacion de la traduccién. Este codén AUG corresponde
al aminodcido de la metionina. Luego, a cada tripleta nucleotidica ic corresponde un
aminodcido, de acuerdo con el c6digo genético (anexo H). Al final de [a secuencia
codificante se encuentra un ltimo codén llamado de terminacién que no corresponde a
aminodcido alguno. Cada nuevo aminodcido incorporado a la proteina durante ef transcurso
de la sintesis es transportado a nivel del ribosoma por una molécula de ARN de

transferencia. Existe un tipo de ARNt para cada tipo de aminodcido (figura 3).
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Figura 3: Transcripcién y traduccién det ADN "(tomado de Griffithsef al i993)"

1.3.3. Proteinas

Las proteinas son polimeros lincales de aminodcidos (monémeros) conectados por
enlaces peptidicos. Las proteinas tienen estructura compleja correspondicente a cuatro niveles

de estructuracién.

La estructura primaria, conformada por la secuencia lineal de fos aminodcidos, esta
dircctamente relacionada a {a secuencia nucleotidica del gen. Los otros niveles mds altos de
estructuracion se derivan de ella ya que dependen de las interacciones quimicas y eléctricas
entre aminodcidos. Es importante indicar que cambios en la secuencia nucleotidica del gen
van, por ende, a conducir a cambios en la secuencia de los aminodcidos, segin las
referencias del cédigo genético. Este cambio en la estructura primaria va a tener

repercusiones sobre la configuracién de la proteina y sobre su carga eléetrica global,
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La estructura secundaria se caracteriza por el ordenamiento que experimenta ta
cadena polipeptidica debido a su enrollamiento, dando lugar a tres tipos de estructuras

secundarias: Hélice alfa, "Beta-pleated sheet" y triple hélice,

La estructura (erciaria especifica la localizacién de cada Atomo en [a moléeula en un

espacio tridimenstonal, con relacién a todos los otros 4tomos.

La estructura cuaternaria es ta configuracién propia de las proteinas conformadas por

dos 0 mis cadenas de polipéplidos.

i.3.4. Alelos

Un gen puede presentarse bajo diversas formas [lamadas alelos, lo que significa que
hay diferencias a nivel de secuencias nucleotidicas. Para cada uno de fos genes que estén
presentes en copias tnicas en el genoma, todo organismo diploide posee dos cjemplares del
gen, un ejemplar proviene del ovocito materno y uno def espermatozoide paterno. Si los dos
ejemplares de un gen dado son idénticos, el organismo es llamado homoci goto, mientras que
serd llamado heterocigoto si los dos alelos son diferentes. La capacidad de reconocimiento
de las diferencias entre alelos es, por tanto, primordial para determinar la naturaleza homo o
heterocigota de un organismo. La diferencia entre alelos puede ser observable a nivel de las
proteinas para las que cllos codifican, por ejemplo debido a las diferencias de peso molecular
o de la carga cléctrica que son detectadas por clectroforesis. Los alelos pueden también ser

detectables a nive! de las secuencias nucleotidicas.

1.4. LA VARIABILIDAD GENETICA

Durante los procesos que involucran a la replicacién def ADN, suelen producirse
errores que implican cambios en la secuencia del genoma y, particularmente, de los gencs
codificantes para las protefnas. Estos cambios son globalmente Hamados mutaciones
puntuales y pueden conducir a la ausencia de la proteina o a {a produccién de formas

modificadas y funcionales en mayor o menor grado.



Las mutaciones durante {a produccién de los gametos son cruciales en términos de
seleccidn y evolucién, ya que pueden conducir a formas modificadas de proteinas mejor
adaptadas a una condicidn particular, lo que conducird a la seleccién de organismos
mutantes. De esta manera la variabilidad genética se presenta como primordial en términos

de adaptacion.

También se pueden producir mutaciones como resultado de la inlegracién en el
interior de un gen de diversos tipos de elementos, como fransposones o virus, que van
generalmente a inhibir el gen interponiendo su secuencia nucleotidica. LLa variabilidad
genética puede también resuitar de la infeccién por un virus que contiene una copia de un
gen dado. Por otra parte, ¢l nlitmero de copias de un gen dado pucede ser incrementado como
consecuencia de fenémenos de transposicion de elementos transposables existentes en [os

genomas cucariotes (figura 4).

1.4.1. Elementos transposables: Definicién

Los clementos transposablcs son secuencias de ADN que desempeiian un papel
importante en la variabilidad del genoma de su hospedador (Berg & Howe, 1989 Jide
Agarwal eral., 1993). Son capaces de moverse, solos o asociados a genes def hospedador,
desde su lugar original hacia un sitio diferente en el mismo cromosoma o en otro.

Consecuentemente, pueden insertarse en genes o cerca de elfos, dando lugar a mutaciones

(Agarwal ef al., 1993).
1.4.2. Estructura

Un elemento transposable esta constituido por una regién central y dos terminaciones
repetidas. En la regién central se encuentra un gen que codifica para fa produccién de una
enzima llamada transposasa que-reconoce las secuencias terminales de! elemento,
generalmente idénticas, y procede a excisar el elemento trasladdndolo luego al lugar de

insercidn.
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1.4.3. Mecanismo

El movimiento de un clemento transposable se conoce como transposicion y puede

ser replicativa o no replicativa.

La transposicidn replicativa implica que el elemento sintetiza una copia de s mismo
la que constituird la sccuencia transpuesta, a diferencia de la transposicion no replicativa
donde el clemento al moverse deja vacia su posicidn original creando una brecha que puede

ocasionar dafios a la estructura del genoma.

1.4.4. Clasificacion

Los elementos transposables (ET) pueden ser clasificados de acuerdo a su estructura

¥y a su mecanismo de transposicién (Finnegan, 1991) en:

La Clase [, que corresponde a elementos que transponen a través de ta sintesis de un ARN

intermediario, comprende dos categorias:

* Elementos con terminaciones directas largas (ITR: "Long Terminal Repeats"), que estén

relacionados con los retrovirus en cuanto a su estructura y secuencia. Contienen regiones

codificantes similares a las de los genes gag y poi de retrovirus.

* Elementos sin terminaciones, que contienen regiones codificantes (ORF: "Open Readin g

Frames") con similaridad a los genes gag y pol de retrovirus .

Entre los ETs de la clase I, estdn los elementos de la familia Copia, los elementos
"Gypsy" y los elementos Ty. Todos ellos son conocidos en una amplia variedad de

organismos, incluyendo insectos y vertebrados.

La Clase II, donde sus miembros transponen directamente bajo la forma de ADN, estd

conformada también por dos categorias:
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* Elementos con terminaciones invertidas cortas (STIR: "Short Terminal Inverted Repeats”)

y ticnen una o mds ORFs que codifican para su transposicién. LLos clementos mejor
estudiados de este tipo son los elementos P de Drosophila melanogaster. Otros elementos

correspondientes a esta categoria son Te, Ac y Mariner.

* Elementos con terminaciones invertidas largas (LTIR: “lLong Terminal Inverted

Repeats"). De elios, solo la familia de {os elementos FB de D. melanogaster, ha sido

estudiada detalladamente.

La proporcién de ET's en un genoma varfa de una especic a otra pero usualmente es
del 10 % . Sin embargo, aunque pueden afectar indudablemente 1a variabilidad de fos genes
¥ genomas, generalmente no tienen un efecto notable sobre la vida de los individuos dentro
de una especie. Esto se debe a la baja tasa de transposicién, en el orden de 104 - 10-5 por

elemento por generacién (Finnegan, 1991).

1.5. TECNICAS PARA EL ANALISIS DE LA VARIABILIDAD GENETICA

Diversas téenicas son empleadas para determinar la variabilidad genética de fos
organismos eucariotes. Entre las més importantes estdn cl anilisis de alozimas, ¢l
polimorfismo de patrones de restriccién (RFLP: "Restriction Fragment Length
Polymorphism") y, més recientemente, la reaccién de polimerizacion en cadena iniciada

aleatoriamente (AP.- PCR: "Alcatory-Primed Polymerase Chain Reaction").

1.5.1. Variabilidad de alozimas

El andlisis de variabilidad de alozimas sc basa en la diferencia de movilidad
electroforética que pueden tener proteinas enziméticas, diferencia relacionada con su
secuencia de aminodcidos y subsecuentemente, con la estructura, el peso molecular y la
carga eléctrica. Para este tipo de andlisis, Ia electroforesis es practicada gencralmente en gel
de aimidén y luego de la migracién de las proteinas, éstas son detectadas por adicién de un

substrato especifico incoloro que es transformado en un producto coloreado que precipita en
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el gel anivel de Ia banda de migracién de la enzima considerada. De esta manera se observan
varias bandas de actividades enzimaticas; las diferencias en las migraciones indican la

existencia de una variabilidad alélica (Hartl & Clark, 1989).

[.as técnicas electroforéticas han sido utilizadas por muchos afios para estudiar la
variacién de alozimas en diversos organismos, incluyendo el "crayfish" (Brodskii e7 af.,
1975 fide Powell etal ., 1995; Nemeth & Tracey, 1979 fide Powell eral ., 1995; Brown,
1981 fide Powell ef al.., 1995; Busack, 1988 Jide Powell er al ., 1995), ademds de
identificar especies y formular hipétesis sobre las relaciones filogenéticas a niveles supra e
infraspecificos (Busack, 1988 fide Powell ef of ., 1995; Lavery & Staples, 1990 Jide
Powell efal ., 1995),

Actualmente, la mayoria de trabajos de diversidad genética en camarén peneido han
sido hechos a través de la variabilidad de alozimas con resultados que indican relativamente
pocos polimorfismos (Hedgecock, 1977 fide Garcia et al ., 1994; Harris et al., 1990 fide
Garcia eraf ., 1994; Mulley & Latter, 1980 Jide Garcia et al ., 1994; Lester, 1983 fide
Garcia eral ., 1994; Labacena ef al., 1994 ). Por ejemplo, s¢ han reportado bajos niveles de
variacin genética y poca diferenciacién geografica dentro de 4 especies de camarén peneido:
en P.vannamei (16 % de polimorfismo), P. stylirostris (26 % )Y, P. uztecis (33 %)y P.

setfferus (29 %) (Lester, 1983 fide Garcia etal ., 1994).

Sin embargo, para estos andlisis frecuentemente es necesario seleccionar docenas de
enzimas, requiriendo cada una su propio substrato y proceso de revelacién. Esto puede ser
tedioso cuando un gran nimero de individuos debe ser estudiado (Powell ef ul., 1995),
Ademds, es importanle comprender que seglin esta tecnologfia, es posible detectar solamente
modificaciones suficientemente importantes como para conducir a cambios notables cn la
configuracién de la enzima (Ferris & Berg, 1987 fide Kantanen efal .,1995: Burke, 1989
fide Kantanen ef al .,1995; Wayne & Jenks, 1991 fide Kantanen er al .,1995); estas

modificaciones estdn localizadas en solo algunos genes entre los miles quc existen en las
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células eucariotas. En consccuencia, segiin esta tecnologia, la variabilidad del genoma ¢s

ampliamente subestimada.

1.5.2. Polimorfismos_de patrones de restriccién (RFLI®)

El polimorfismo de patrones de restriccion del ADN sc basa en la utilizacién de
enzimas de restriccioén que son proteinas de orfgen bacteriano, Estas enzimas se caracterizan
por su capacidad de cortar moléculas de ADN doble cadena en sitios particulares con
secuencias nucleotidicas determinadas, generalmente de cuatro a seis nuciedtidos. Cada

enzima de restriccién reconoce una secuencia especifica.

Los fragmentos de ADN generados por cada enzima son, subsecuentemente,
separados por clectroforesis en funcién de sus pesos moleculares y detectados, segin dos

modalidades diferentes.

Se puede tratar de una simple coloracién con bromuro de ctidio, ¥, por lo tanto, es
posible detectar las secuencias repetidas que aparccen como bandas mayores, ya que estos
fragmentos cstdn en proporcién mucho més importante que aqguetios que corresponden a las
secuencias de copia tinica. El patrén de estos fragmentos de restriccion correspondiente a las
secuencias repetidas s representativo de una gran parte del genoma sin distincién entre las
partes no codificantes y codificantes para las proteinas. De hecho, utilizando vna enzima de
restriccidn que reconoce un sitio de 6 nucleétidos, es decir, presente cn promedio 1 vez por
cada 4000 nucledtidos (1/4)% pareceria que la utilizacién de tal enzima permite analizar
atrededor de 6/4000 def genoma, es decir 0,0015, y detectar mutaciones puntuates de un
solo nucledtido que ocasionen que [a enzima pierda su capacidad de cortar el ADN en el sitio
mutado. Asi, para un genoma cucariote de alrededor de 10° pb, la técnica de RFLP permite
tedricamente detectar mutaciones en 15x105 nucleétidos. En la prictica, la deteccién huego
de la coloraci6n con ¢l bromuro de etidio, es posible dnicamente con fragmentos repetidos
mucho mds numerosos que los otros a fin de que aparezean claramente visibles en el gel

coloreado, lo que limita el poder de reconocimiento de la variabilidad de los perfiles.
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Una manera de aumentar la sensibilidad de dcteccidon de las bandas vy,
subsccuentemente, de la variabilidad de los genomas consiste en utilizar una sonda segiin la
técnica de "Southern blot”. En cste caso, todos los fragmentos de ADN, cortados por una
enzima de restriccion y separados por electroforesis, van a ser transferidos sobre una
membrana de nitrocelulosa o de nylon que va a ser luego incubada con una sonda especifica
de una secuencia para la cual se busca la variabilidad. Esta sonda va a reconocer con una
gran scnsibilidad los ragmentos de restriceidn correspondientes a clia y entonces se puede
determinar de manera precisa un perfil especifico de migracidn electroforética del individuo.
Sin embargo, esta técnica permite Gnicamente analizar polimor{ismos de sitios de restriccidn
en el interior de secuencias reconocidas por la sonda, 1a cual corresponde frecuentemente al
ADN mt que es una molécula pequeiia de ADN circular cuyo contenido y organizacién de
genes es altamente conservado, lo que permite utilizar sondas heterdlogas disponibles. Sin
embargo, la tasa de divergencia de seccuencias de la mitocondria a nivel de linajes de

mamiferos, es casi 10 veces mayor a la del ADN nuclear (Hartl & Clark, [989).

En comparacién con la variabilidad de alozimas, estos polimorfismos RFLP pueden
ser detectados mds ccondmicamente y para un gran ntémero de individuos, sin informacién

previa def genoma (Hartl & Clark, 1989).

Esta técnica ha sido utilizada para examinar ¢l grado de diversidad genética en el
ADN mt y nuclear de P. vannamei (Alcivar-Warren et al., 1994 fide Garcia efal .,1994;
Bagshaw & Buckholt, 1994 fide Garcia etal .,1994). Se han observado grandes diferencias
a nivel del ADNmt entre especies por medio de analisis de RFLP, diferencias confirmadas
por secuenciacién directa (Palumbi & Benzie, 1991 fide Garcia et al .,1994). Teniendo en
cuenta que la transmisidon de mitocondrias de una generacién a Ia otra sc efectiia por
intermedio de los ovocitos, el andlisis de la variabilidad genética del ADNmt por la via de
RFLP estd adaptada particularmente al seguimiento de familias maternas obtenidas de

poblaciones que forman parste de programas de crianza (Garcia ef al., 1994) (figura 5).
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1.5.3. La Reaccién_de polimerizacion en cadena iniciada aleatoriamente (AP-

PCR: Aleatory-Primed Polymerase Chain Reaction)

Es unatécnica relativamente reciente (Williams ef al., 1990 fide Garcia er al .,1994),
basada en la reaccion de polimerizacién en cadena (PCR) inventada por Kary Mullis en
1985, que permite la sintesis enzimdtica in vifro de secuencias especificas de ADN. Este
método consiste en una serie de ciclos de reaccion de polimerizacion que involucran la
desnaturalizacién de la molécula de ADN utilizada como patrén convirtiéndola en dos
cadenas separadas, la hibridacién o unién de cada iniciador a la cadena respectiva y la
polimerizacién que es la sintesis de nuevas cadenas a partir de los iniciadores por la accién
de una enzima termoestable (Taq ADN polimerasa). Como resultado se produce la
acumulacién exponencial de un fragmento especifico, limitado lateralmente por la ubicacién
de cada iniciador al hibridarse con su correspondiente cadena. Debido a que el producto
sintetizado del primer ciclo puede servir como patrén en el siguiente, el niimero de copias del
ADN estudiado se duplica en cada ciclo. Asf, 20 ciclos de PCR producen una amplificacién

de un millén de veces, aproximadamente (Saiki, 1990) (figura 6).

En el método de AP-PCR, las secuencias de los iniciadores son determinadas de manera
arbitraria, generalmente con alrededor de 10 nucle6tidos lo que corresponde a una
probabilidad tedrica de fijacién sobre el ADN objetivo de alrededor de 106 ,es decir,
0,2510. De esta manera, al ponerse en contacto ADN bacteriano (alrededor de 106 pb) con
tal fragmento decamérico va a producirse teéricamente la fijacién de uno o dos fragmentos
por genoma y, subsecuentemente, un producto de amplificacién cuya talla es especifica de la
cepa bacteriana. En el caso de un ADN eucariote con alrededor de 102 pb, se podran fijar
varios cientos de iniciadores sobre las secuencias complementarias presentes en el genoma.
Se pueden producir numerosos productos de amplificacién a partir de pares de

iniciadores
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que estdan en orientaciones opuestas y a una distancia, el uno del otro, de alrededor de 1000 a
2000 nucledtidos, lo que es compatible con los tiempos de polimerizacién del ADN por la
enzima termoestable Taq polimerasa. En algunos casos pueden utilizarse 2 iniciadores
(Micheli ef al., 1993 fide Foo etal ., 1995). Los fragmentos de ADN amplificado son
visualizados como bandas en un gel de agarosa y constituyen un patrén caracteristico de
cada individuo, teniendo ciertas bandas valores de marcadores a niveles supracspecificos, y
otras a niveles infraespecificos. El polimorfismo de estos perfiles de productos de
amplificacién aleatoria o RAPD ("Random amplified polymorphism DNA") se emplean para
identificar marcadores genéticos especificos de fenotipos de interés, como por ejemplo, la
resistencia a un agente patogeno (Hadrys et al., 1992 fide Foo etal ., 1995; Williams ef al.,

1993 fide Foo etal ., 1995) (figura 7).

LLa AP-PCR cuenta con algunas grandes ventajas, entre ellas tenemos: no se necesita
tener informacién sobre el genoma, no se requiere tener mucho ADN en las muestras gracias
al proceso de amplificacién, de esta manera el perfil de RAPD puede ser observado
fécilmente en el gel sin hacer "Southern blot", y se pueden utilizar y evaluar diferentes
iniciadores hasta obtener los marcadores esperados. Si se considera un iniciador decamérico
que puede teéricamente fijarse alrededor de 1000 veces sobre el ADN genémico de un
eucariote, se puede pensar que esta técnica permite analizar mutaciones en alrededor de
10000 nucledtidos, considerando que el iniciador va a fijarse, solamente, si la homologia

con el ADN genémico es del 100 %.

I.os marcadores genéticos por AP-PCR han sido utilizados para identificar tomates
resistentes a Pseudomonas (Martin et al., 1991 fide Garcia etal ., 1994); para relacionarlos
con genes de resistencia al moho velloso en el sorgo (Gowda er al., 1995) o para el estudio
de variaciones genéticas entre poblaciones de Penaeus monodon (Tassanakajon er al.,
1995). De igual forma, se han empleado para la identificacién de tres especies de tilapia del
género Oreochromis y cuatro subespecies de O. niloticus (Bardakei & Skibinski, 1994 fide

Dinesh etal ., 1996).
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1.6. DOMESTICACIONY SELECCION

Los camarones pencidos utifizados en acuicuitura son casi exclusivamente
provenientes de reproductores salvajes, ya se trate de larvas pescadas del mar o de larvas
procedentes de laboratorios. Esta situacién es perjudicial desde varios puntos de vista. En
primer [ugar, hay una sobre-explotaci6n de las poblaciones naturales, lo que pone en duda fa
sustentabilidad de las actividades de cuitivo. Ademds, es importante considerar que estos
animales introducen permanentemente, cn los cultivos, agentes patdgenos que provocan
epidemias y endemias. Por otra parte, pueden ser particularmente débiles y sensibles a los

agentes patégenos en la medida en que no estan adaptados a las condiciones de cullivo.

Por tanto, es [undamental, en términos de sustentabilidad ecoldgica y ccondmica,
poner en marcha programas de seleccion genética de camarones con caracteristicas de
resistencia a fos agentes patégenos. Los avances en la habilidad para promover la
maduracién sexual de los camarones peneidos han conducido en los 80s al desarrolio de
pobiaciones cultivadas en sistemas cerrados, 1o que ha permitido el establecimiento de 1ineas
de camarones y la iniciacién de programas de seleccién (Sandifer & Lynn, 1980 fide
Malecha & Hedgecock, 1986). Asi, en Hawaii (USA) se han desarrollado poblaciones de P.
vannamei y P. stylirostris a partir de sistemas cerrados. En Tahiti, se han establecido lineas
de diferentes especies de camarones, en particular una de P. sfylirostris resistente al virus
IHHN (IFREMER, Francia). En ambos casos, ¢l proceso de seleccion fue muy empirico,
siendo los animales escogidos en base a su supervivencia en fa piscina, tasas de crecimiento.

y desempeiio reproductivo.

Con el desarrollo de modelos de patologia experimental, como por cjemplo, para
bacterias causantes del sindrome de zoea, y la elaboracién de prucbas para evaluar ¢l nivel
immunitario de camarones (Mufioz, M., com. pers.), s¢ vuelve posible iniciar programas de
seleccion de cepas resistentes. En esta perspectiva, es primordial poder identificar los
animales mds resistentes con la ayuda de marcadores genéticos, presentdndose la téenica AP-

PCR como el método a elegir.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIAL BIOLOGICO

Se utitizaron camarones silvestres P. vannamei procedentes del departamento de

Maduracién del CENATIM.

2.2. EXTRACCION DEADN GENOMICO

Se probaron diferentes protocolos de extraccién de ADN gendmico a partir de

diferentes tejidos de camardn.

2.2.1. Protocolo de extraccion de ADN gendémico de mosquito (Mialhe, E.,

¢om. pers. )

*  Secolocaron 400 pL. de tampén "Grinding" (anexo 111) a la muestra de tejido presente en
un tubo "cppendorf” (1.5 ml), macerdndola hasta homogenizar los tejidos def animat;
incubéndose, fuego, en un bafio marja ( SIBATA, control unit CU-80) a 65 °C por 30

minutos.

* Seafiadié 56 pL de acetato de Potasio 8 M (anexo 11}, mezcldndolo y dejindolo en hielo

30 minutos.

* Secentrifugd la muestraa 13000 rpm por 10 minutos utilizando una microcentrifugadora
(HERAEUS SEPATECH, Biofuge 13), recuperando rdpidamente el sobrenadante,
afiadiéndose 0.1 voliimenes de acetato de Sodio 3 M pH 5.2 (ancxo 111) y 2 voltimenes

de ctanol helado at 100%, dejando a temperatura ambiente por 5-10 minutos.

* Sccentrifugd la muestraa 13000 rpm durante 10 minutos y se climing el sobrenadante.
A conlinuacién, se lavé el "pellet" del ADN con 1 mi de etanol 70% y se centrifugd,

nuevamente a 13000 rpm durante 5 minutos.
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* Sceliminé el alcohol, se secé al vacio 1 min y luego a temperatura ambiente por 15

minutos, resuspendiendo posteriormente el ADN en 150 pL. de TE (anexo I11).

* Seaiiadio 1 pl. de ARNasa, incubando la mezcla de ADN y enzimaa 37 °C por | hora y

media para eliminar ARN.

¢ Finalmente, se realizé la cuantificaciéon del ADN con el espectrofotémetro

(PHARMACIA, Genequant).

2.2.2._Protocolo de extraccién de ADN genémico por tratamiento con

Proteinasa K (_"Short Protocols in Molecular Biology", 1992. Modificado)

* Setomd una muestra de tejido de camarén y se la guardé -80 °C (HETO, CL 410/xx08)
durante aproximadamente una hora, luego de lo cual se trituré el tejido utilizando un

mortero hasta convertirlo en un fino polvo.

*  Sedeposité el tejido triturado en un tubo "eppendorf" (500 u1.) que contiene un tampén

de extraccion (anexo I11) afiadiéndose proteinasa K con una concentracién final de

100 ug/ml.

= Se incubd a 58 °C durante 3 horas, adicionando posteriormente un volumen de
fenol:cloroformo/isoamil, agitando el tubo durante 5 minutos y centrifugdndolo a 13000

rpm por 10 minutos.

* Se recuperd el sobrenadante y se afiadié un volumen de fenol:cloroformo/isoamil,
agitando el tubo durante 5 minutos y centrifugandolo a 13000 rpm por 10 minutos.
Nuevamente se recuperdé el sobrenadante, al cual se agregé un volumen de
cloroformo/isoamil, agitando el tubo durante 5 minutos y centrifugandolo a 13000 rpm

por 10 minutos.
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* Serecuperd el sobrenadante y se {e adicionaron 0.1 volumen de Acetato de Sodio 3 M,
pH 5.2, y 2 voliimenes de etanol al 100 %. El tubo fuc ligeramente invertido varias

veces. Se centrifugd la mezela a 13000 rpm durante 10 minutos.

* Se climind el alcohol del tubo al verterlo y se hizo un lavado con ctanol al 70 %. A

continuacion, se centrifugé a 13000 rpm durante 10 minutos.

* Se climiné el alcohol y sc secd al vacio hasta conseguir su total evaporacién

resuspendiéndose ¢l ADN en 150 pb. de TE.

* Scleaiiadié 1 pl. de ARNasa, incubando la mezela a37 °C por | hora y media.

* Finalmente, sc realizé su cuantificacion con el espectrofotémetro.

2.2.3. Protocolo _de extraccion de ADN gendémico de camarén por chullicién

de hemocitos en TE, Tampén "Grinding", Tampén de Extraccion o Agua

destilada (Protocolo segin el departamento de Biologia_Molecular,

CENAIM)

* Seextrajeron entre 300 - 500 yL de hemolinfa a partir de Ia regién ventral de un camardn
y s¢ coloed dicho volumen en un tubo "eppendorf” (500 pl.), centrifugdndose a 13000

rpm durante 6 minutos.

* Se eliminé el sobrenadante y se utilizé Solucion de Hanks 780 mOsm (anexo 111) para
favar los hemocitos scdimentados. Se resuspendicron los hemocitos y se centrifugaron

nuevamente a 13000 rpm durante 6 minutos.

* Se eliminé el sobrenadante y se afiadieron 100 pl. del tampén correspondiente
colocdndose el tubo en un beaker con agua a temperatura de ebullicién durante 10

minulos.

*  Se enfrid el tubo, de inmediato, en hielo durante 2 minutos, centrifugdandolo a 13000

rpm durante 15 minutos.
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e Se tomé el sobrenadante, colocdndolo en un tubo nuevo. El sobrenadante contiene el

ADN.

2.3. CUANTIFICACION DE ADN Y ESTIMACION DE SU PUREZA

Después de la extraccion es necesario conocer la concentracion y pureza del dcido
nucleico que se ha logrado obtener. Se aplicaron dos formas de cuantificar el ADN para su

posterior utilizacion:

LLa primera, por espectrofotometria utilizando la propiedad de las bases piiricas y

pirimidinicas que consiste en absorber los rayos ultravioletas a 260 nm.
Una unidad de absorbancia a 260 nm corresponde a:
Una solucién de ADN bicatenario a 50 pg/ml
Una solucién de ARN monocatenario a 40 yeg/ml

Las proteinas absorben a un méaximo de 280 y 260 nm. Para determinar si existe una
contaminacién protéica se realizé un control de densidad 6ptica comparando la razén
DO260/D0O280, 1a cual debe situarse entre 1.8 y 2.0 para considerar puro a un ADN.

La segunda, por cuantificacién de los hemocitos en una cimara de NeuBauer

utilizando el siguiente protocolo:

* Se tom6 una alicuota de 10 pL. de hemolinfa y se la deposité en la cdmara tratando de

dispersarla homogéncamente.

* Se contaron las células presentes en los cuatro cuadrantes esquineros y en el cuadrante

central, multiplicando luego por el factor 50000.

* Seobtiene la cantidad de ADN al multiplicar el valor obtenido por el siguiente factor de

conversion: 1 hemocito= 0,1 pg de ADN.
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2.4. AP-PCR _(REACCION DE POLIMERIZACION EN CADENA INICIADA

ALEATORIAMENTE) PROTOCOLOIMPLEMENTADO

¢ Se hicieron diluciones a partir de una solucién que contenia ADN genémico de camardn

y TE utilizando entre 1 ng y 10 pg, empledndose 10 ul. de cada una de estas diluciones

para completar el volumen de reaccién colocado por tubo.

* Seclaboré el volumen de reaccién necesario para las muestras utilizadas en la AP-PCR,

el cual consto de:

Concentracién en

"stock"

Concentracidon en

tubo (muestra)

Agua volumen variable | volumen variable
Tampén 10 X 1 X
dNTPs 2.5mM 200 uM
MgClp 50 mM 2 mM
Iniciador 300 ng/uL 20 ng/pl
Taq polimerasa 5U/ul. 0.02 U/ul.

cada tubo fue de 50 pL, siendo depositado en cada uno de ellos.

mineral para conservar el volumen de la muestra.

El volumen preparado depende del nimero de muestras. El volumen establecido para

Se les agregd 10 pl. de cada dilucién (una dilucién diferente por tubo) y 50 L de aceite
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+ Finalmente, fueron insertados en los portatubos existentes en el termociclador (Cryo-
thermo reactor Gene-tech Apparatus SPCR 1), ¢} cual fue programado para funcionar

con los siguientes parametros:

Fase Temperatura {°C) Tiempo (min)
Pre-desnaturalizacién 93 4
Desnaturalizacién 93 1
Hibridacidn 34 1.5
Polimerizacion 72 2

La duracion del programa fue de 50 ciclos.

Al concluir este programa, existia un programa complementario que contaba con una
extensién de 10 minutos para la fase de polimerizacién y, a continuacién, una reduccién
gradual de la temperatura hasta alcanzar 4 °C, para conseguir el mantenimiento de los

productos amplificados.

2.5. ELECTROFORESIS

« El gel fue preparado utilizando ¢l tampdn de electroforesis (anexo 1) empledndose entre

1y 1,2 % de agarosa.

* Scutilizé una cstufa para calentar la agarosa y mezclarlta con ¢l tampén de electroforesis,
dejandola enfriar, posteriormente. Una vez que su temperatura ha descendido por debajo
de 1os 60 °C se colocd el gel en una bandeja (molde), previamente scllada, insertindole
un peine para crear los pozos donde se van a colocar las muestras de ADN. El bromuro
de Etidio, tinte que permite {a visualizacién del ADN, fue afiadido al gel en la siguiente

proporcidn: 1 x1./20 mi de tampén de electroforesis empleado en ef gel.
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Cuando el gel se solidificd, se retiraron los sellos de la bandeja y ¢l peine. Luego se
coloco la bandeja, portando el gel, en la cubeta de electroforesis (APPARATUS
CORPORATION, Maxicell) afiadiéndose suficiente tampdn de electroforesis para cubrir

el gel =1 mm.

Se prepararon las muestras de ADN con una apropiada cantidad de tampén de depdsito
5X (anexo HI) colocandolas en fos pozos con una pipeta. Se debe incluir un marcador de

peso molecular apropiado.

Se arreglaron los polos, generados por una fuente de poder (APPARATUS
CORPORATION-EC 135-Minicell) de tal manera que el ADN (cargado negativamente)
migre hacia el dnodo o polo positivo , deteniendo la electroforesis cuando el tinte azul de
bromofenol del tampén de déposito migré totalmente, indicando asi que los fragmentos

de ADN estaban 6pticamente bien separados.



RESULTADOS

Los experimentos de AP-PCR (tabla 1) fueron emprendidos considerando
inicialmente los pardmetros publicados por Garcia er al., 1994 (anexo [V). De esta manera se
utiliz6 ADN extraido de tejido muscular siendo cada reaccion efectuada con 100 ng de ADN,
300 ng por cada uno de los 6 iniciadores (P1-P6) (anexo V) y 2.5 U de Taq polimerasa,
aplicdndose 40 ciclos (experimento 1). En estas condiciones no se obtuvo producto de
amplificacién alguno. Caso similar se produjo en una segunda experimentacién realizada en

las mismas condiciones (exp. 2).

Se realizé una nueva serie de reacciones de AP-PCR (exp. 3) utifizando Gnicamente
el iniciador P1 (300 ng) en 40 ciclos, se tratd el ADN con ARNasa efectuando varias
diluciones. Las concentraciones de ADN estuvieron comprendidas entre 160y 1,6 ng (con y
sin tratamiento con ARNasa). No se observé ningtin producto de ampliftcacion, se
obtuvieron iguales resultados en otro experimento (exp. 4) para ¢l cual ¢! rango de diluciones
fue mds grande llegando a utilizarse \inicamente 1,9 pg de ADN. Esta serie de diluciones
fueron realizadas para analizar ¢l efeclo de la cantidad de ADN en la mucstea, encontrindose
los iniciadores en cantidades fijas. Ef tratamiento con Ia ARNasa tuvo como [inalidad evitar

la presencia del ARN en las muestras.

Con el fin de verificar la eficiencia de la Taq polimerasa y de los iniciadores, en el
experimento 5 se adicioné ADN bacteriano (200 ng) como control positivo debido a que sus
patrones de amplificacién son conocidos, ademés de ADN extraido del musculo, de
hemocitos, del pediinculo ocular y de larvas de camarén. Para elio. se modificaron los
parametros de la AP-PCR sustituyéndolos por aquellos probados con ADN de bacterias
(Motte, E., com. pers.) (anexo 1V). LLuego de 35 ciclos en presencia de 300 ng de! iniciador
Pl no se observé ninguna amplificacién. Se repitié el experimento (exp. 6) utilizando
pardmetros de AP-PCR diferentes (Garcfa e af ., 1996) (anexo 1V) durante 40 ciclos, pero

se obtuvieron resultados similares, sin embargo, cabe indicar que en fa muestra que



34

correspondia al ADN de hemocitos en el experimento 5 pudo percibirse una banda. Se
considerd que ef problema podria estar relacionado efectivamente con a dispontbilidad de
iniciadores; con el fin de verificarlo se mantuvo cl protocolo de AP-PCR aplicado en cf
experimento anterior, realizando una experimentacién con 1500 n g del iniciador 1’1 inds 200
ng del ADN de hemocitos o de larvas, empleando nuevamente ADN bacteriano (200 ng)
como control positivo. No se observé ningiin producto de amplificacién en las muestras de

ADN de camarén excepto en el control con ADN bacteriano (experimento 7).

Otras dos series de experimentaciones (8 y 9} pudieron confirmar la ausencia de
amplificaciones del ADN bacteriano en presencia de cantidades relativamente importantes de
ADN de camarén (200 a 400 ng). La ausencia de productos de amplificacién en el ADN
bacteriano y en el ADN de camar6n no pudo ser solucionada utilizando mayores cantidades

de iniciadores introducidos, de forma abundante, en estas pruchas.

De esta manera, parecié que el ADN en cantidad excesiva puede impedir fa eficiencia
de la amplificacién. Asi, ¢l hecho de que las primeras amplificaciones sean numerosas
generando consigo muchos productos que compitan entre ellos para las amplificaciones
posteriores, pudo traer como consecuencia que ninguno de estos productos (bandas) puedan

ser lo suficientemente amplificados como para ser observados en el gel (anexo VII).

Convendria indicar que para que un producto de amplificacién pueda ser observado
en el gel debe corresponder a més de 10 ng lo que para un fragmento de 1000 pares de bases
equivale a alrededor de 1010 copias siendo el coeficiente de amplificacién de 10% cn los
primeros 10 ciclos. Para el caso de ADN de camarén, aproximadamente 1 pg representa el

genoma de una célula.

En el experimento 10, conservando los pardmetros de la AP-PCR anterior, se
sometié a amplificacion ADN extraido de larvas de camardn. La solucidn inicial contenia
alrededor de 400 ng de ADN, sc efectud una serie de 5 diluciones (1/10) lo que significa que

las amplificaciones fueron hechas a partir de 40 ng, 4 ng, 400 pg, 40 pg y 4 pg en todos fos
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casos mezelados con ADN bacteriano. LLuego de 35 ciclos se pudo observar "smears"
(productos amplificados de muchos tamafios que no consiguieron estar presentes en
cantidades suficientes para ser visualizados como bandas) en las dos concentraciones mas
altas, mientras que os productos tipicos de ADN bacteriano fueron observados linicamente
en las dos concentraciones mas bajas de ADN de camarén. Esto indica que habria inhibicién
de la amplificacion del ADN bacteriano en presencia de altas concentraciones de ADN de

camardn {anexo VI).

Normalmente para 100 ng hay alrededor de 100 millones de copias del genoma
bacteriano (1fg/genoma). Una amplificacién con el 100 % de eficiencia conduce a un factor
de multiplicacién por 1000 en 10 ciclos (2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024 = 210)
Dre esta manera una muestra que contiene inicialmente I millén de copias de ADN bacteriano
(1 ng), luego de 10 ciclos contiene 10? copias de un producto de amplificacién; luego de 20
ciclos son aproximadamente 10!2 copias lo que es técnicamente suficiente ya que para ser

detectable en el gel se deben tener 10 ng, es decir, 1010,

Cuando las concentraciones de ADN de camarén fueron mas eievadas no se observé
producto alguno luego de la amplificacién. Esta ausencia podria ser debida a una
competicién por los iniciadores, entre el ADN de camarén y el ADN bacteriano, lo que
implicaria que ningiin producto pudo estar en una cantidad lo suficientemente alta como para
ser detectado. En el experimento 11 se incorporé la idea de realizar 2 AP-PCRs en
secuencia, modificando Jos pardmetros de la cxperiencia anterior y utilizando ADN de larvas.
Luego de 25 ciclos por cada AP-PCR, en presencia de 1500 ng de iniciadores P1 y P2, no

se obtuvo producto amplificado alguno.

Se realizé una nueva experimentacion (exp. 12) a partir de ADN extraido de
hemocitos. La eleccién de este tejido se presenté mucho mds apropiada que el misculo en la
perspectiva de obtener patrones RAPD de camarén sin sacrificar el animal e incluso en
paralelo con andlisis inmunol6gicos que permitan identificar individuos con capacidades

inmunitarias superiores.



Se logré demostrar que para las mds bajas concentraciones de ADN extraido de dos
muestras de hemolinfa, se obtuvicron productos de amplificacién utilizando tanto un solo

iniciador (P3) como la mezcla de tres iniciadores (13, P4, P5).

Se efectud otro experimento (13) utilizando concentraciones mis bajas de ADN de
hemocitos (120, 12y 1.2 pg) y ¢l iniciador P3 en diferentes cantidades (1,2 y 3 peg). Luego
de la amplificacién se pudieron distinguir bandas tenues producidas a partir de todas las
muestras, aunque dichas bandas lucian més nitidas con 120 pg sin importar [a cantidad de

iniciador (anexo VI).

En el experimento 14 se demuestra que para una cantidad de ADN comprendida entre
1200 pg y 12 pg, después de una amplificacion de 25 ciclos, una reamplificacién de 25
ciclos permite obtener productos detectables en el gel de electroforesis. Luego de una
segunda amplificacion se pudieron observar bandas lo que indica claramente que fos
productos estaban presentes pero en cantidades insuficientes para ser visibles en el gel luego
de la primera amplificacién. Esta experimentacion confirmaria la hip6tesis planteada que
sefialaba un proceso de competicién por parte de los iniciadores, lo que afectaba su
disponibilidad a través de los ciclos de la AP-PCR y, por ende, la generacién de nuevos

productos amplificados (anexo VI).

Por otra parte, en el experimento 15 se realizé una digestién previa del ADN de
hemocitos con una enzima de restriccion (Eco R1). Se pretendi6 facifitar la bibridacién de los
iniciadores con ¢l ADN, sin embargo, parcce que ésto interfirié con la amplificacion,

probablemente creando cortes entre los sitios de fijacién de los iniciadores (anexo VI).

En la perspectiva de poder aplicar las reacciones de AP-PCR a grandes serics de
muestras de hemolinfa, se realiz6 un grupo de experimentaciones que tuvieron por objeto el

disponer de un protocolo simple y reproducible de preparacién de ADN a partir de una

muestra de hemolinfa.



De esta manera los hemocitos fueron sometidos a ebullicion en diversos tampones y
luego centrifugados. L.a cantidad de ADN obtenida fue estimada mediante una clectroforesis
por comparacién de la intensidad de las bandas de ADNs extraidos por medio de estos
protocolos con ADNs previamente cuantificados por espectrofotometria y sometidos a
diluciones. En el experimento 16 sc fogré determinar que con el tampén TE se observaron
productos de amplificacién luego de la primera amplificacién de 25 ciclos y con otros dos
tampones (inicamente luego de 1a reamplificacién y de manera diferente segtin las cantidades

iniciales de ADN (anexo VI).

En las mismas condiciones con solamente 20 ciclos para la operacién de
amplificacién y reamplificacién no se observd ningtin producto amplificado (exp. 17). En el
transcurso de dos series de experimentaciones (18 y 19) sc confirmaron los resultados del
experimento 16 determinando que el tampén TE era el mds indicado para obtener productos
con una sola amplificacion de 50 ciclos con cantidades que van de 1000 pga 10 pg de ADN.
Lo mismo sucedid con ¢l experimento 20, en donde dinicamente se hizo una reduccién del
nimero de ciclos, de 50 a 35. El resultado mostré que la intensidad de las bandas obtenidas
disminuyd, debido probablemente a [a menor cantidad de producto amplificado que se

genero.

Cabe seifialar que las concentraciones de ADN fueron estimadas (exp. 18, 19y 20)
por contaje del niimero de hemocitos considerando que alrededor de 0,1 pg de ADN puede

ser extraido a partir de uno.

Segin el andlisis del conjunto de estos resultados, cs posible obtener el patrén RAPD
de un camarén a partir de una muestra de hemolinfa con tn volumen entre 300 y 500 xL.,
para extraer el ADN por cbullicién en TE. La cantidad de ADN utilizada en la AP-PCR es
menor a 1 ng por muestra, {a cual luego es sometida a una serie de 50 ciclos con pardmetros

especilicos (anexo 1V) en presencia de | pg de iniciador y una unidad de Taq polimerasa.
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CONCLUSIONES

Este trabajo tuvo por objeto implantar un protocolo de AP-PCR ("Aleatory-Primed
Polymerase Chain Reaction") que permitiese obtener patrones de amplificacién en el camardn
P. vannamei. Tales patrones son {a base para el analisis del polimorfismo segiin el concepto
de RAPD y para la identificacion de marcadores genéticos que pucdan ser correlacionados
con caracteres fenotipicos de interés para la camaronicultura, como por ejemplo, criterios de

resistencia frente a agentes patdgenos.

Recientemente se han publicado trabajos sobre el polimorfismo de P. vannamei
determinado por RAPD (Garcia ef al., 1994), por lo que para emprender este trabajo se tomd
en consideracion inicialmente el protocolo de AP-PCR utilizado por cstos aulores. Segtin
este protocolo, ias reacciones de AP-PCR son efectuadas utilizando de 100 ng a g de
ADN de camarén extraido a partir de tejido muscular, fo que impone evidentemente, ¢l
sacrificio de los animales. Se efectuaron varias experimentaciones pero sin €xito, ya que no

se observé producto de amplificacion alguno incluso luego de 40 ciclos.

Por esto, se consideré la utilizacién, como referencia, de ADN bacteriano cuyo
patron de amplificacién es conocido y obtenido de manera reproducible a partir de 206 ng
luego de 35 ciclos (Motte, E., com. pers.). Esta cantidad de ADN bacteriano fuc por
consecuencia introducida en muestras de 200 a 400 ng de ADN de camardn, lo que condujo
a observar que la amplificacion del ADN bacteriano cra totalmente inhibida. En cambio,
cuando la misma cantidad de ADN bacteriano fue introducida en soluciones muy diluidas de
ADN de camar6n (10+a 10-5), se obtenian sus productos tipicos de amplificacién luego de

35 ciclos.

En vista de estos resuitados, no se puede excluir el hecho de que existan inhibidores
en las soluciones con elevadas concentraciones de ADN de camar6n. Sin embargo, este
problema de baja amplificacion pareceria més refacionado con la disponibifidad de fos

iniciadores. En efecto, para un genoma bacteriano que contienc alrededor de 106 pares de



bases, ta probabilidad de hibridacién de un iniciador de 10 nucledtidos estd en el ordende 1 a
2 veces por genoma (1/410 = 10-6), es decir, que tal iniciador puede conducir en promedio a
un producto de amplificacién por genoma. Para que dicho producto pueda ser observado en
un gel debe representar alrededor de 10 ng, lo que por ejemipio para un producto de una talla
de 1000 pares de bases corresponde a alrededor de 1010 copias. En el caso de una muestra
de 100 ng de ADN bacteriano, hay alrededor de 108 copias del genoma (1 genoma= Ifg),
por lo tanto, tedricamente es posible obtener estas 10!9 copias luego de solamente 7 ciclos de
amplificacion (27 = 128). En la prictica, en el caso del ADN bacteriano solo, generalmente
es necesario conducir a una amplificacién de 235, es decir 3x1010. Esto significa que 1a
eficiencia de la amplificaci6n real es alrededor de 108 veces més baja que la amplificacion
tedrica. En presencia de ADN de camarén, esta cficiencia es extremadamente reducida ya que

se necesitan alrededor de 50 ciclos (259, es decir 1015),

Es particularmente interesante analizar 1la multiplicacién de las posibilidades de
hibridacion de los iniciadores para comprender la ausencia de productos de amplificacion
cuando la muestra contiene una gran cantidad inicial de ADN de camarén. En efecto, en cl
caso de las células de organismos cucariotes como et camarén, ¢l ADN tiene una talla de
alrededor de 10” pares de bases, lo que significa que un iniciador de 10 nucleétidos puede
fijarse alrededor de 1000 veces por genoma y generar de esta mancra varios miles de
productos de amplificacidn correspondientes a las combinaciones de pares de iniciadores en
orientacién inversa. Teniendo en cuenta los tiempos de polimerizacién programados con el
termociclador, en el orden de 1-3 minutos, los productos cuyas talias son inferiores a 6000
pb son los tdnicos que pueden ser efectivamente amplificados y van a volverse
progresivamente mds numerosos en la muestra. Sin embargo, hay una fuerte competencia
entre los iniciadores por todos los sitios de fijacién posibies sobre el ADN gendmico y sobre
fos productos de amplificacién, lo que hace que muchas fijaciones no correspondan a
hibsidaciones emparcjadas que conduzean a un producto de amplificacion. Por lanto, solo
algunos productos serdn amplificados en cada ciclo con un rendimiento que serd mucho mas

bajo que en el caso del ADN bacteriano donde préicticamente toda hibridacidn de iniciadores
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sobre una misma molécula va a conducir a una cantidad extremadamente baja de ADN
objetivo, teniendo como consecuencia que fos productos de amplificacion representen desde
los primeros ciclos una parte importante y rapidamente mayoritaria en los sitios de fijacion

para los iniciadores.

Zn la prictica, con cantidades de ADN de camardn en el orden de los 100 pg,
correspondientes a alrededor de 100 copias del genoma, se mostré posible obtencer, luego de
una serie de 50 ciclos, productos de amplificacién en cantidades suficientes para ser
detectadas en ¢l gel, es decir 10 ng o 1010 copias de un producto de 1000 pb. Por tanto, la
eficiencia de amplificacién es baja ya que las 1019 copias pueden resultar teéricamente de 30

ciclos (230=10%) pero en la prictica necesitan 50 ciclos (250 = [015),

Por tanto, a partir de este protocolo, con una cantidad de ADN 1000 veces menor que
en el caso del protocolo seiialado inicialmente, fue posible obtencr un patrdon de amplificacion
caracleristico de un camarén. Esto permitié substituir 1a utilizacién de ADN extraido del
misculo por el AN extraido de hemocitos, siendo suficiente un volumen menor a 500 j
de hemolinfa. Asi, es posible efectuar los andlisis de AP-PCR, sin sacrificar los camarones,

desde que alcanzan un peso de afrededor de | gramo.

Por olra parte, cabe destacar el logro que representd implementar un protocolo de
extraccién de ADN que permite efectuar ficilmente numerosos analisis de AP-PCR. Este
protocolo, basado en la ebullicion de los hemocitos en TE, fue relativamente {4cil de elaborar
a partir de datos bibliogrificos y considerando los trabajos realizados recientemente por el
equipo de investigacién de Biologia Molecular del CENAIM para establecer los patrones

RADPD de bacterias.



RECOMENDACIONES

1. Optimizar la técnica AP-PCR para conseguir incrementar su eficiencia en términos de

reproducibilidad.

2. Crear una base genética de datos utilizando la técnica AP-PCR con poblaciones silvestres
y cultivadas de P. vannamei, para cfectuar la determinacién de patrones de bandas asociados

a origenes geograficos especificos.

3. Aplicar la técnica AP-PCR en conexién con pruebas de inmunoevaluacién para intentar

relacionar patrones de bandas caracteristicos con estados inmunitarios especificos.

4. Identificar marcadores genéticos de grupos de camarones . vannamei con caracleristicas
de interés en acuicuitura. Los estudios posteriores deberdn ser encaminados a determinar si
existe una relacion entre estos marcadores genéticos y secuencias correspondientes a un gen

o a un grupo de genes para posteriormente caracterizarlos, clonarlos y sccuenciarlos.
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ANEXO 1

METODO DE SECUENCIACION DE SANGER

Enla técnica de Sanger para secuenciar ADN, el ADN de una sola cadena que se va
a secuenciar es dividido en cuatro muestras. A cada una se le aiiade la enzima ADN
polimerasa (para sintetizar la cadena complementaria), un iniciador, los cuatro
deoxirribonucleétidos trifosfatos o dNTPs (dATP, dGTP, dCTP y dTTP, uno de los
cuales estd marcado radioactivamente de modo que las nuevas cadenas de ADN puedan ser
detectadas por su radioactividad), y pequefias cantidades de los cuatro
dideoxirribonucledtidos trifosfatos o ddNTPs (ddATP, ddGTP, ddCTP y ddTTP) a razén

de uno por muestra.

Cada muestra pronto contendrd una mezcla de ADN hecha de una cadena
desconocida y cadenas complementarias més cortas; estas cadenas complementarias son de
varias longitudes, pero todas radioactivas. En el grupo que contienc ddATP, por ejemplo,
cada vez que una T es alcanzada en la cadena patrdn, las cadenas complementarias
crecientes afiaden, al azar, un dATP o un ddATP. Si el ddATP es afiadido, el crecimiento
de la cadena termina en este punto. Dependiendo de 1a oportunidad, algunas de las cadenas

replicadas crecen mas que otras antes que un ddATP determine el final de la replicacién.

Entonces, dentro de cada una de las cuatro mezclas de reaccién, las cadenas son
separadas. Las cadenas pueden ser observadas entonces por un gel de electroforesis. Cada
mezcla de reaccion es corrida en un diferente escalén en el gel. Debido a que se conoce que
ddNTP fue utilizado en cada mezcla de reaccién, es posible saber que base ha sido la

Giltima en las cadenas de cada grupo.



Comparando la migracién de los fragmentos terminados de cada una de las
mezclas, uno puede determinar la sccuencia exacta de las bases en la muestra original de

ADN (Ver figura).

LAS ADN POLIMERASAS Y SU FUNCION

Las enzimas polimerasas son de tres tipos:
ADN polimerasa | o pol I,
ADN polimerasa [l o pol 11, y

ADN polimerasa I11 o pol I11.

La ADN polimerasa I tiene tres actividades, las cuales parecen estar localizadas en

diferentes partes de la molécula:

1.- Una actividad de polimerasa, la cual cataliza el crecimiento de la cadena en la direccién

5“’3'
2.- Una actividad de exonucleasa 3'-5', la cual remueve las bases mal apareadas.
3.- Una actividad de exonucleasa 5'-3', 1a cual degrada ADN de doble cadena.

La ADN polimerasa Il puede operar para reparar ADN daiiado, aunque ninguna

funcidn ha sido asignada a csta enzima.

El completo complejo, u holoenzima, de pol 11l contiene al menos 20 diferentes
subunidades de polipéptidos. El complejo de pol HI compietars la replicacién de ADN de

una sola cadena si hay al menos un segmento bicatenario ya presente.
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ANEXOQ 1I

Codigo venético

U C A G
yJuu UcCy UAU UGy U
5 Tyr Cys
Phe 1 UAC UG C
U juuc Ser
UAA Pare |UGA  Pare |A
UUA UCA
UAG Pare (UGG Trp |G
Le
u UG
CUG
Cuu U CAU CGU U
His
ax ac CAC e C
. Arg
C Leu Pro .
Gin
cuG aG CAG GG G
AUU ACU AAU AGU U
Asn Ser
AUC Ile ACC AAC § AGC C
A Thr
AUA ACA AAA AGA A
Arg
AUG Met | ACG AAG  Lys [AGG G
GUU GCU GAU GGU U
. Asp
GUC GaC GAC GGC C
G . Val Ala Gly A
GUA GCA GAA GGA |
> Glu G
GUG GG GAG GGG




ANEXO 111

REACTIVOS UTILIZADOS EN LAS DIFERENTES

TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

TE
Tris.Cl (pH 7.4) 10 mM
EDTA (pH 8.0) { mM

Tampon de Electroforesis TAE 1X

Solucién stock 50X, pH 8.5:

Tris base 2420 g
Acido acético glacial 570 mi
Na;EDTA2H0 372¢

Se coloca agua hasta llegar a un litro,

Tampon de depésito 5X

Ficoll 400 20%

Na; EDTA, pH 8,0 0, M

SDS | %
bromphenol blue 0,25 % (wiv)

xylenc cyanol 0,25 % (wlv)



EDTA. (Acido etilendiamino tctraacético) 0,5 M.

Disolver 186,1 g de Nap EDTA 2H,0 en 700 ml de agua.

Ajustar pH a 8.0 con 10 M NaOH (= 50 ml.).

Afiadir agua hasta { fitro.

Tampén Grinding

Tris 0.18 M
LiCl 0.09 M
EDTA 4.5 mM
SDS 1%

pH a 8.2 con HCL

Solucién balanceada de Hanks

KCl 54 mM
NasHPO,4 0.3 mM
KH2PO, 0.4 mM
NaHCO; 4.2 mM
CaCl, 1.3 mM
MgCl, 0.5 mM
MgSO, 0.6 mM

NaCl 137 mM



D-glucosa 5.6 mM

rojo fenol (opcional) 0.02 %

Aiiadir agua hasta ! litro.

Ajustarel pHa 7.4

Acetato de Sodio

Disolver 408 g. de Acetato de Sodio. 3H20 en agua.

Ajustar el pH a 5.2 con Acido acélico.

Adfiadir agua hasta 1 litro.

Tampoén de Extraccion

Tris HCl  {(pH 8) 10 mM
EDTA 0.1 M
Sarcosil 10 %

Agua
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ANEXO V

Secuencias de los iniciadores

INICIADOR SECUENCIA
Pi 5'- GGGTAACGCC-3
P2 5- GTGATCGCAG-3'
P3 5'- GTTGCGATCC-3'
P4 5'- GTAGACCCGT-3'
P5 5-TCCGCTCTGG-3'

6 5'- GGACCCTTAC-3






Experimentacion # 10

1 2 3 4 5 6 7

Larvas

. ADN: 40 pg

.ADN: 4 pg

. ADN 40 ng + ADN E 22 (200 ng)

. ADN: 4 ng + ADN E 22 ( 200 ng)

. ADN: 400 pg + ADN E 22 (200 ng)
. ADN: 40 pg + ADN E 22 (200 ng)

. ADN: 4 pg + ADN E 22 (200 ng}

~N AW =

Iniciador P1: 1000 ng

Experimentacién # 13

M1 2 3 456 7 8 9

Hemocitos

M. MPM

. ADN: 120 pg; P3: 1000 ng
. ADN: 120 pg; P3: 2000 ng
. ADN: 120 pg; P3: 3000 ng
. ADN: 12 pg; P3: 1000 ng
ADN: 12 pg; P3: 2000 ng
. ADN: 12 pg; P3: 3000 ng
.ADN: 1,2 pg; P3: 1000 ng
. ADN: 1,2 pg; P3: 2000 ng
. ADN: 1,2 pg; P3: 3000 ng

CO~NDUHWN




Experimentacion # 14 A

1 2 3 4 5 6 7

Hemocitos

1. ADN :1,2 ng; P3: 1000 ng
2. ADN: 120 pg; P3: 1000 ng
3. ADN: 12 pg ; P3: 1000 ng
4. ADN: 1,2 ng; P3: 5000 ng
5. ADN: 120 pg; P3: 5000 ng
6. ADN: 12 pg; P3: 5000 ng

7. Control negativo (agua)

Experimentacion # 14 B

1T 2 3 4 56 6 7 8 M

Hemocitos

@NOU A WN

=
=
0
E

1. ADN: 120 pg; P3: 1000 ng
. ADN: 120 pg; P3: 5000 ng
- ADN: 120 pg; P3: 1000 ng
. ADN: 120 pg; P3: 5000 ng
. ADN: 12 pg; P3: 1000 ng
. ADN: 12 pg; P3: 5000 ng
. ADN: 12 pg; P3: 1000 ng
ADN: 12 pg; P3: 5000 ng



Experimentacion # 15

Hemocitos

ADN digerido:1,2 ng; P3: 1000 ng
ADN digerido: 120 pg; P3: 1000 ng
ADN digerido: 12 pg; P3: 1000 ng
ADN: 1,2 ng; P3: 1000 ng

ADN: 120 pg; P3: 1000 ng

. ADN: 12 pg; P3: 1000 ng

M. MPM

AU e

Experimentacion # 16 B

TM2 3 4 5 678 9

Hemocitos

1. Control positivo (bacteria)

M. MPM

. ADN (proteinasa K): 100 pg; P3: 1000 ng

. ADN (proteinasa K): 10 pg; P3: 1000 ng

. ADN (tampon de extraccion): 100 pg; P3: 1000
. ADN (tampdn de extraccion): 10 pg; P3: 1000 |
. ADN (tampon grinding): 10 pg; P3: 1000 ng

. ADN (tampon grinding): 100 pg; P3: 1000 ng

. ADN (TE): 10 pg; P3: 1000 ng

. ADN {agua destilada): 10 pg; P3: 1000 ng

Lo~ N




ANEXO VI

REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL COMPORTAMIENTO DE 1LOS INICIADORES
DURANTE LA AP-PCR UTILIZANDO ADN DE CAMARON
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