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RESUMEN

El proyecto tuvo dos componentes: en primer lugar, el desarrollo de una sonda

homologa de una cepa probablemente probidtica de Vibrio alginolyticus y de una prueba 

basada en este reactivo, y en segundo lugar la evaluacion de una sonda heterologa de 

densovirus de camardn (IHHNV).

La sonda homologa fue preparada a partir del ADN plasmfdico de la cepa 158 

de Vibrio alginolyticus. Este tipo de ADN fue encontrado tambien en otras cepas, 160 y 

166, del mismo vibrio. El plasmido fue marcado con digoxigenina segun la tecnica 

“Random primer labeling”, y se evaluo su sensibilidad y especifidad mediante la tecnica 

del Dot Blot. Se determino que la sonda podia detectar hasta 10 pg de ADN plasmfdico. 

en cuanto a su especifidad reacciono con los ADNs de las cepas 160 y 166, sugiriendo 

la posibilidad que en realidad estas tres cepas posean el mismo tipo de plasmido. No 

presento reaccion con la cepa ILI de Vibrio alginolyticus, supuestamante del mismo 

tipo que la cepa 158, tampoco reacciono con cepas de Vibrio harveyi ni con ADNs de 

otros origenes. Se desarrollo la tecnica del Colony Blot debido a que presenta las mejores 

caracteristicas para utilizar este reactivo tanto en el diagnostico de rutina como en el 

estudio de la probiosis en la larvicultura de camarones peneidos.

Se evaluo una sonda heterologa de densovirus de camaron (IHHNV) preparada 

a partir del genoma completo del densovirus del lepidoptero Junonia Camia. La 

evaluacion se la realize mediante la tecnica del Dot Blot y se tomo como referenda la 

sonda del Kit "IHHNV shrimp probe” de DiagXotics. Los resultados mostraron que la 

sonda reconocia a las muestras queposefan al virus aunque la serial de reconocimiento 

era muy baja, por otro lado la sonda reacciono con el control positive del referido kit. 

Estos resultados abren la posibilidad de que las sondas heterologas podrian ser utilizados 

en el futuro como herramientas de diagnostico en el cultivo de camarones.
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INTRODUCCION

La acuicultura de camarones peneidos ha crecido vertiginosamente en los ultimos

anos, poseyendo el Ecuador un lugar muy destacado dentro de esta industria. Con el

ay b).

la Zoea 2). Por otro lado ciertas patologfas han pasado de epidemicas a endemicas como 

es el caso del Smdrome de Bolitas en larvicultura o el de las gregarinas y los baculovirus 

en la fase de engorde de las camaroneras.

incremento en la produccion han aparecido un serie de problemas patoldgicos 

(especialmente infecciosos) que amenazan al sector camaronicultor.

Las tecnologfas de diagnostico basadas en sondas moleculares cumplen con estos 

requerimientos. Gracias a ello durante los ultimos 10 anos la patologfa de invertebrados 

marinos ha pasado de una descripcion morfologica y un diagnostico microscopico de 

los patogenos a una caracterizacion profunda y reconocimiento sensible de los mismos. 

Las sondas moleculares son agrupadas en dos tipos de tecnologfas: de Anticuerpos y de 

Sondas Nucleicas.

Las etiologfas de algunas de estas enfermedades permanecen aun idiopaticas y 

poseen una epizootia rapida y devastadora (Ej. el Smdrome de Taura o el Smdrome de

En la actualidad no se disponen de medios eficaces para eliminar a algunos de 

estos patogenos. Tai situacion hace que sea necesario un diagnostico precoz y confiable 

que permita tomar medidas preventivas para evitar la propagacion de la enfermedad. 

Ninguna de las tecnicas tradicionales puede brindar este tipo de diagnostico entonces es 

prioritario que sean implementados metodos alternativos sensibles y rapidos basados en 

reactivos muy especfficos (Mialhe, 1990; Mialhe et al, 1992; Mialhe et al, a consideracion
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La tecnologfa de anticuerpos presenta dos clases de herramientas, los anticuerpos

monoclonales (producidos por hibridomas resultantes de la fusion de linfocitos,

productores de anticuerpos, con celulas cancerosas o mielomas) y los anticuerpos

policlonales. Ambos pueden ser usados para el reconocimiento de patogenos (antigenos)

mediante pruebas de colony blot, dot blot y ELISA. La diferencias entre ambos tipos

solo epitope son mas especificos y estan

disponibles siempre en grandes cantidades.

La tecnologfa de sondas nucleicas esta basada en la deteccion de ADN o ARN

de un patogeno en una muestra por hibridacion especifica de las secuencias

complementarias de ADN o ARN del patogeno con el ADN o ARN de una sonda nucleica.

Una sonda nucleica consiste en un fragmento monocatenario de un acido nucleico (ADN

nucleotidos con el ADN o ARN objetivo. Este fragmento es altamente especffico de la

secuencia objetivo de ahi que se constituye como una herramienta de diagnostico muy

Southern Blot, Dot Blot y Colony blot.

- Desarrollar sondas nucleicas homdlogas y pruebas de diagnostico especificas 

de una bacteria asociada a larvas de Penaeus vannamei

- Evaluar una sonda heterologa especifica de un densovirus de insecto para el 

diagnostico de densovirus de camaron (IHHNV).

radica en que los monoclonales al poseer un

o ARN) marcado, que tiene la capacidad de hibridarse por complementariedad de los

El presente proyecto busca explorar la utilizacion de las sondas nucleicas como

valiosa. Existen tambien tecnicas especiales para utilizar estos reactivos, como son:

herramientas de diagnostico para su aplicacion en la camaronicultura de peneidos . Para 

este fin se han trazado los siguientes objetivos:
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CAPITULO I

ANTECEDENTES

La transcripcion se efectua mediante una enzinia Hamada la ARN polimerasa, 

cuya funcion es la produccion de una molecula de ARN que es la copia de secuencia 

de una parte de la molecula de ADN portadora de la informacion global. Esta secuencia

l igura I: El ADN, tornado de Microbiology, second edition, 1993 (Prescott, Harlev. 
Klein), WAG publishers.

1.1. El ADN como el soporte de informacion genetica.
El acido desoxiribonucleico (ADN) es el material genetico de todos los 

organismos, microorganismos y de un gran numero de virus aunque algunos de ellos 

tienen el acido ribonucleico (ARN) como material genetico. El ADN (figura 1) y 

ARN estan constituidos por elementos de base llamados nucleotidos, que difieren en 

la naturaleza del azucar, desoxiribosa y ribosa respectivamente.

La explosion del material genetico reposa sobre dos procesos consecutivos. la 

transcripcion y la traduccion.

Base
5’ 5’

A
Enlaces de
llidrogeno

s
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Los segmentos codificantes separados por ios intrones son llamados exones

(Lehninger et al, 1993).

parcial puede corresponder: a genes de ARNs ribosoniicos, que son los elementos 

conslitutivos principales del ribosoma; a genes de ARNs de transferencia (ARNt),

codon). El proceso de traduccion empieza a nivel del codon de 

iniciacion (AUG) y termina a nivel de codones de terminacion. La traduccion de la

que son moleculas transportadoras de los amino acidos para la smtesis de protemas; 

a genes codificadores de protemas celulares, genes que son transcritos en moleculas 

Hamadas ARN mensajero (ARNm).

Figura 2: ARN de transferencia, tornado de Microbiology, second edition, 1993 (Prescott. Harley. 
Klein), WA.C. publishers.

Nudeotido 76— 
(extremo 3')

Nudeotido + 
(extremo 5')

informacion ARNm en protema necesita la participacion de los ARNt (figura 2) que 

transportan sucesivamente el amino acido correspondiente a cada codon. Asf, una 

secuencia especffica de nucleotidos corresponde a una secucncia especffica de amino 

acidos, es decir, que a tin gen corresponde una protefna. Muchos genes en celulas 

eucariotas estan interrumpidos por secuencias no codificantes Hamadas intrones.

Zona de adhesion 
del aminodcido

I K 
C

c'p

La traduccion de los ARNm en protemas se efectua mediante la lectura de su

secuencia en el ribosoma, lectura que se efectua de ties en tres nucleotidos (tres 

nucleotidos = un

Acido Ribonucleico de Transferencia 
(tRNA)

©
Anticodon

Ax. N-n
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El ADN, en cierta forma, se parece a una pelfcula de cine. Como en el filme, el

ADN esta subdividido en cuadros que tienen sentido cuando son vistos en correclo

orden, estos cuadros son denominados nucleotidos. Cuando una serie de cuadros o

nucledtidos estan organizados en una combinacion especifica, ellos crean una escena

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

En las celulas eucariotas, moleculas de ADN se encuentran dentro del nucleo

(ADN cromosomico) y en diferentes organelas, las mitocondrias y los cloroplastos,

caracteristicos de las celulas vegetales.

En las procariotas tenemos ADN genomico libre en el citoplasma y

ocasionalmente, ADN extracromosomico conocido como plasmfdico.

Los virus tienen un genoma constituido por ADN o ARN.

1.2. Estructura del ADN
La molecula de ADN esta generalmente formada por una doble cadena en helice,

cada una constituida de nucleotidos. Cada nucleotido esta formado por un azucar

pentosa (un azucar de 5 carbonos en forma de anillo), una base nitrogenada (un

anillo heterocfclico de carbon y anillos de nitrogeno) y un grupo fosfato (Lewin,

1994).

Dos tipos de pentosa son encontrados en los acidos nucleicos caracterizandolos

ARN es una ribosa. La base nitrogenada ligada al azucar es Hamada nucleosido

cuando un grupo fosfato es anadido, la base-aziicar-fosfato es Hamada nucleotido

(Lewin, 1994).

con sus respectivos nombres. En el ADN la pentosa es una 2-desoxirribosa; y en el
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Las bases nitrogenadas son de dos tipos: pirimidinas y purinas. Las pirimidinas

tienen una estructura en anillo de 6 elementos; las purinas tienen dos anillos

fusionados, de 5 y 6 elementos respectivamente.

Cada tipo de acido nucleico contiene cuatro tipos de bases. Adenina y guanina.

estan presentes tanto en ADN como en ARN. Las dos pirimidinas en el ADN son

citosina y timina; en el ARN el uracilo es encontrado en el lugar de la timina. Las

bases son usualmente referidas por las letras iniciales, asf el ADN contiene A, G, C,

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

El grupo fosfato le da al ADN una carga electrica negativa. Cuando el ADN esta

en solucion, in vitro, las cargas se neutralizan con la adicion de iones metalicos;

u

£

Bases

Fig 3: El acido ribonucleico (ARN), tornado de Microbiology, 
second edition, 1993 (Prescott, Harley. Klein), W.A.C. publishers.

Columns de 
azucar-fosfato

c$.

ix Hidrogeno

Las cuatro bases del ARN

uracilo

Columns de azucar-tbsrato

citosina
NH,

adenina
HH,

guanina 
o 
li

r r 
,C'*N''CxH
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usualmente Na+es el que provee esta carga. En el estado natural, in vivo, las protemas

cargadas positivamente proveen de la fuerza neutralizadora.

Los nucleotidos son los bloques de construccion con los cuales los acidos

nucleicos seran construidos. Los nucleotidos estan unidos uno al otro en una cadena

polinuclcolidica, la cual dcscansa sobre una columna vertebral consistente en series

alternativas de resfduos de azucar y fosfalo. La posicion 5’ de un anillo de pentosa

esta conectada a la posicion 3’ del siguiente anillo de pentosa a traves del grupo

fosfato. Entonces el esqueleto azucar-fosfato se dice que consiste de uniones

fosfodiester 5’-3’ (figura 4).

Las dos cadenas de polinucleotidos se unen por puentes de hidrogeno entre las

bases nitrogenadas. Usualmente la guanina se une mediante un doble enlace de

Tenninacidn 5'

,O

desoxirribosa

O

,o

,o
Enlace 3' Enlace S'

J

Union fosfodiester

OH Terminacion 3'

\
H

\
II

\
II

o
I 

O=p-0-Cll2o

o- Y

X

O= p-o- ch2o

o
I o=p— o — ch2o

o- Y

() 
I 

O=p- O -Clljo

o- Y

Figura 4: Esqueleto azucar-fosfato tornado de Genes V, fifth edition, (Benjamin Lewin), Oxford 
university Press/Inc, New York

o-
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hidrogeno especfficamente a la citosina, mien Iras la adenina con un triple puente de

hidrogeno se une solamente con la timina. Estas reacciones son descritas como

apareamiento de bases, y las bases apareadas se dice que son complementarias (figura

5).

El nucleotido terminal de una de las cadenas posee el carbono 5’ libre mientras

que la otra cadena tiene el carbono 3’ libre. Es convencion escribir las secuencias de

los acidos nucleicosendireccion 5’-3’, o sea, dejando la terminacion 5’ a la izquierda

y la 3’ a la derecha. Las dos cadenas de polinucledtidos son antiparalelas. Asf, a lo

largo de la helice una cadena cone en direccion 5’-3’ y la otra 3’-5’ (Lewin, 1994).

5’

O

N

GUANINAADENINA

r

Las bases nitrogenadas son estructuras planas dispuestas perpendicularmente al

eje de la helice. Hay que considerar que la doble helice en termino de una escalera

ii 
I 
c

T
h

N 
I 
H

H 
I 
C

N - II 

5 
H 
I 

,O

Figura 5: Complementariedad de bases, tornado de Microbiology, second edition, 
1993 (Prescott, Harley. Klein), WAC. publishers.
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espiral, los pares de bases forman los peldanos. Los pares de bases contribuyen a la

estabilidad termodinamica de la doble helice liberando energfa de dos maneras: por

la formacion de pares de bases y por las interacciones entre los pares de bases

adyacentes.

1.3. Replicacidn del ADN
La replicacidn del ADN es un proceso capital en la transmisidn de la informacidn

de la celula madre a las celulas hijas y tambien en la multiplicacidn de los virus.

Este proceso presenta variantes en cuanto a su iniciacion, pero en lo concerniente a

la sfntesis, el proceso de replicacidn es universal y de tipo semiconservativo, lo que

significa que cada molecula hija tiene una cadena de la molecula madre y una de

nueva sfntesis (figura 6).

La sfntesis de las moleculas de ADN se inicia a nivel de puntos llamados orfgenes

de replicacidn. Estos puntos son reconocidos por un grupo de protefnas, primosoma,

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

Sintesfs de ADN

Cadena Mold.

Figura 6: Sintesfs de ADN, proceso semiconservativo

Adicidn de ribonuclcotidos 
trifosfato

M-4
T t- 0-

Cadena Hija 
S'

■°-ro

y 

o-r-sr

O

6
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complejo de protemas, el replisoma, tiene la funcidn de desespiralizacidn de la cadena,

estabilizacion del ADN en simples cadenas y sintesis de las cadenas hijas. La enzima

directamente involucrada en la sintesis de ADN, la ADN polimerasa, funciona

solamente en la direccion 5' - 3', necesitando un pequeno fragmento de ARN, el

iniciador, para iniciar su actividad y una molecula matriz para polimerizar nucledtidos

de acuerdo con la complemenlariedad de bases A - T y G - C. Como consecuencia

de estas caracterfsticas una nueva cadena de ADN es sintetizada de forma continua

en la direccion 5' - 3' y la otra cadena de forma discontfnua en pequenos fragmentos

llamados “fragmentos de Okazaki” (figura 7). Ulteriormente. los pequenos

iniciadores de ARN son eliminados y los fragmentos de Okazaki son ligados gracias

a la accidn de una enzima, la ADN ligasa.

Cadena lider

Fragmento de Okazaki

Figura 7: Sintesis de ADN. aparato de replication, toinada de Life: The Science of Biology, Third 
edtion, 1992, (Purues, Orians, Heller), Sinauer Associates, Inc

ADN polimerasa III 
sobre la cadena rezagada

ADN polimerasa III 
sobre la cadena lider

1 
I Ci

Molde de cadena lider
Helicasa----  x-s. z-s. xx.

/ADN m°|de

NiX - ' Proteinas de union
de ADN simple cadena
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1.4. Organizacion de genomas

generalmente organizado en cromosomas, con una estructura relati vamente compleja.

que se mantiene gracias

cromosomico es de alrededor de mil millones de pares de nucledtidos.

ccpiiuisdiiiira

1(1 inn

llktoiin III

ADN doble helire

fibra de cromatlna (30 nm) d^..

Figura 8: Organizacion del cromosoma, tomada de Life: The Science of Biology, Third 
edtion, 1992, (Purues, Orians, Heller), Sinauer Associates, Inc

“Collar" de nucleosonins sobre 
una “hebra" de ADN

Seccion extendida de cromatina 
CDiDstrando el dominio curvado

~T 
UOOnml

P"nn’

a diferentes protefnas (figura 8). El tamano del ADN

En los organismos superiores que son los eucariolas, el ADN genomico esta

F'?

70On Croinalina condensada

2. .•DO Jun
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lamano alrededor del milion de pares de

nucleotidos.

En procariotas y eucariolas se pueden encontrar moleculas de ADN

un lamano de algunos miles de pares de 

nucleotidos. Tienen relativamente pocos genes, que generalmente no son esenciales 

para la celula hospedadora.

En los virus los genomas, ADN o ARN, simple cadena o doble cadena, y mono 

o polimoleculares, tienen lamano muy variado, entre cientos de miles y algunos 

miles de nucleotidos.

En los procariotas, el genoinaesla generalmente organ izado en una sola molecula 

de ADN circular superenrollado, con un

extracromosomico y no asociado a organelas, llamados plasmidos. Los plasmidos 

son moleculas de ADN circular, con

En base a su parentesco taxonomico, los organismos tienen relaciones mas o

menos cercanas, que se traducen en similitudes en la organizacion y la informacion 

de sus genomas. Los organismos dentro de una especie tienen una informacion 

genetica casi identica, mientras que existen diferencias entre las especies dentro de 

un genero, diferencias mayores cada vez si las especies pertenecen a diferentes 

generos, familias, ordenes y clases. Asf, si se considera el gen de una proteina como 

la actina, que constituye el citoesqueleto y que consecuentemente esta presente en 

el genoma de todas las celulas eucariotas, la secuencia nucleotidica de este gen 

presenta un nivel de similitud u homologfa tanto mas grande cuanto mas proxima 

sea su relacion taxonomica. Por el conlrario, existen secuencias presenles 

especificamente en un grupo taxonomico, por ejemplo una toxina, que no tienen 

equivalente en otros grupos.
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Este concepto de homologfa es muy importante en la tecnologfa de ADN. en

particular en relation con la concepcion y la utilizacion de sondas nucleicas.

1.5. Tecnologia de ADN
En la biologia, el campo mas especffico de la biologfa molecular, como tematica

y como tecnologfa, es relativamente reciente, pero hoy dfa, afecta a todas las

disciplinas (patologfa, inmunologfa, fisiologfa, genetica, endocrinologfa) y tiene

numerosas aplicaciones, particularmente en el diagnostico de las enfermedades

infecciosas.

Se puede considerar que la tecnologfa del ADN fue iniciada con el conocimiento

de las enzimas de restriccion y sus primeras utilizaciones. En efecto, estas enzimas

ofrecieron la posibilidad de generar fragmentos de ADN, que son mas faciles de

manipular y analizar que las grandes moleculas en estado nativo (figura 9).

Digestion y Ligacion de Fragmentos de ADN

sitio de corte sitios de corle

ADN Cromosdmico

Figura 9: Tecnologfa del ADN
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Existen Ires tipos de endonucleasas de restriccion, designadas I, II, y III que 

pueden contener tanto las actividades de endonucleasa como de metilasa. La 

endonucleasa de tipo I corta ADN en sitios aleatorios que pueden estar situados 

hasta mas de mil pares de bases antes del silio de reconocimiento. Las enzimas del 

tipo III cortan ADN a unos 25 pares de bases del sitio de reconocimiento. Ambos 

tipos de enzimas se mueven a io largo del ADN en una reaccion que requiere un 

aporte de energia, proporcionado por el ATP. Las enzimas de restriccion del tipo II 

son simples, no requieren ATP y cortan el ADN dentro de la secuencia de 

reconocimiento. Mas de 800 endonucleasas de restriccion han sido descubiertas en 

diferentes especies bacterianas. Cerca de 100 diferentes secuencias especfficas son 

reconocidas por una o mas de estas enzimas. Algunas endonucleasas de restriccion

Las enzimas de restriccion o endonucleasas se encuentran en un amplio rango 

de especies bacterianas y su funcion es reconocer especificamente secuencias de 

ADN y subsecuentemente, cortar este ADN. In vivo, el sistema de restriccion 

protege a la celula del funcionamiento de ADN extranjero que puede penetrar y 

expresarse por un fenomeno conocido como transformacidn. En efecto, el ADN es 

rapidamente rcconocido como extranjero porque no tiene ninguna modificacion a 

nivel de las secuencias especfficas de las enzimas de restriccion. Por el contrario, el 

ADN de la bacteria esta protegido de la accion de las enzimas de restriccion porque 

las secuencias especfficas estan metiladas. Este proceso de metilacion es realizado 

por enzimas celulares que funcionan a nivel del mis mo sitio de reconocimiento que 

las enzimas de restriccion y al mismo tiempo que la replicacion del ADN. 

Clasicamente, estas enzimas de restriccion y de metilacion se consideran 

constituyentes del sistema restriccion-modificacion de la bacteria (Lehninger et al. 

1993).
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cortan ambas cadenas de ADN sin dejar bases no pareadas en cualquiera de los dos

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

al cortar dejan en alguno de los dos extremos algunos nucleotidos libres.

denominandose terminaciones cohesivas, debido que ellas pueden unirse con otra

presenta una tabla (tabla I) con algunas enzimas del lipo II con sus correspondientes

sitios de reconocimiento.

Enzima de restriction Secuencia de

reconotiiniento

Alu I (5’) AG A CT (3')

(3-)TC A GA (5-)

BamH I (5’)G A GATCC (3')

(3’)CCTAG A G (5’)

EcoR 1 (5’)G A AATTC (3')

(3')CTTAA A G(5’)

Hae ill (5’)GGA CC(3')

(3’) CCA GG (5')

Hindlll (5’) A A AGCTT (3’)

(3’)TTCGA A A (S')

Pst I (S')CTGCA A G(3')

(3')G A ACGTC (S')

Sal I (S’) GA TCGAC (3’)

(3’)CAGCT A G(S’)

Xhol (S’)C A TCGAG(3’)

Los Iragmentos generados por las enzimas de restriccion pueden ser facilmente

identi 1 icados y separados por electroforesis en gel de agarosa, aprovechando la carga

negativa del ADN y la movilidad relativa de los fragmentos en relation inversa a su

_________________(3’)GAGCT A C(S’)

Tabla I: Enzimas de restriccion

extremidad saliente complementaria de otro fragmento de ADN. Acontinuacion se
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Existen ties tipos de vectores de clonaje: plasmidos, bacteriofagos y cosmidos.

Los plasmidos (figura 10) son moleculas de ADN circular extracromosoniico

en la celula huesped por un proceso denominado transformacidn, en el cual la

tamano. Los fragmentos separados pueden despues ser purificados, bien por 

electroelucion del gel, o con el uso de kits que permilan la solubilizacion de la

agarosa y la precipitacion consiguiente del fragmento de ADN. La etapa siguiente 

consiste en introducir el fragmento purificado en un sistema vector capaz de replicarse

debido a la presencia de un origen de replication. Con este fin, el fragmento y el 

vector, previamente abierto con una enzima de restriction, son mezclados y ligados 

utilizando una enzima, ligasa.

que tienen capacidad de replicarse dentro de la celula huesped. Tienen un rango de 

tamano entre las 5.000 hasta 40.000 pares de bases. Pueden incorporar fragmentos 

de ADN exogeno de hasta 15.000 pares de bases. Estos vectores son introducidos

Segmentos de ADN de hasta ~ 23.000 pares de bases pueden ser clonados usando 

bacteriofagos X. como vector. Los bacteriofagos X tiene un mecanismo muy eficaz 

para introducir su genoma dentro de una bacteria, que corresponde al proceso natu­

ral de infeccion, siendo el ADN inyectado despues de la fijacion de la particula viral 

sobre la bacteria. El clonaje de ADN en un bacteriofago X. (figura 10) esta basado 

en dos caracterfsticas de su genoma: (1) cerca de una tercera parte del genoma no es 

esencial y puede ser reemplazada con ADN extranjero, resultando en un ADN

membrana de la celula se permeabiliza por action del cloruro de calcio permitiendo 

el ingreso del vector. Los plasmidos a menudo poseen genes de resistencia a 

antibioticos y de caracteres fenotipicos facilmente deteclables, ambas propiedades 

son empleadas para seleccionar a la celula huesped que lo contiene.
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recombinante. (2) El ADN sera empaquetado espontaneamente dentro de las

partfculas virales por mezcla simple con los elementos constitutivos de la capsida,

con la condicion de que el ADN recombinante debe tener un tamano final de 40.000

a 50.000 pares de bases

Los cdsmidos (figura 10) son plasmidos recombinantes que pueden incorporar

segmentos de ADN hasta 45.000 pares de bases. Los cdsmidos son pequenas

moleculas circulares de 5000 a 7000 pares de bases. Poseen un origen de replicacidn

plasmidico, uno o mas marcadores de seleccidn, una serie de sitios de restriccidn

unicos donde el ADN extranjero puede ser insertado y una secuencia para el

empaquetamienlo del ADN (secuencias cos del bacteriofago X).

1.6. Sondas nucleicas
La sonda nucleica o genetica es una molecula monocatenaria de un acido nucleico

(ADN o ARN), obtenida generalmente por tecnologfa de ADN recombinante

anteriormente descrita, o directamente extrafda de celulas (plasmido o ARNm) o

fragmento de un acido nucleico de interes basandose en la complementariedad de 

sus bases (figura 11). El producto de esta union especffica es una molecula hfbrida,

que es visualizada gracias a que la sonda nucleica tiene incorporado un marcador 

facilmente detectable.

por smtesis in vitro (en sistemas bioldgicos o con aparatos de sfntesis qufmica). 

Esta molecula monocatenaria tiene la particularidad de unirse especfficamente a un

Las sondas nucleicas tienen un tamano comprendido entre unos pocos nucleotidos 

(oligonucleotfdicas) hasta miles de nucleotidos. Se pueden distinguir dos tipos sondas 

en funcion de su marcado: sondas isotopicas o radioactivas y sondas fnas o no 

isotopicas. Las sondas radioactivas fueron las primeras en ser desarrolladas, se 

denominaron as! porque sus marcadores son elementos radioactivos, generalmente
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desventajas: el corto tiempo de existencia del isotopo afecta la estabilidad del marcado

y el peligro que contempla el manejo de material radioactivo.

Figura 11: Sondas nucleicas, tornado de Microbiology, second edition, 1993 (Prescott, Harley. 
Klein), W.A.C. publishers.

Las sondas fnas son Hamadas de esta manera, porque sus marcadores son 

moleculas no isotopicas, pequenas mdleculas como haptenos (digoxigenina) y la 

biotina que son reconocidos por un anticuerpo en el primer caso o por la avidina y la 

streptavidina en el segundo caso. La visualizacidn del resultado se realiza mediante

3 tipos de reacciones: colorimetricas, fluorescentes, y quimioluminiscentes o 

bioluminiscenles.

el p32. Su revelado se efectua con contadores de centelleo o autoradiograffa. 

Actualmente estan siendo desplazadas por las sondas fnas debido a que tienen dos

Membrana

Precipitado coloreado

Deteccidn

Sustrato 
sin color

Sonda de ADN marcada 
con una enzinia

ADN bianco inniobilizado 
de simple cadena rz.

La sonda marcada con la enzima 
se hibrida con el bianco
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6.1. Tecnicas de hibridacion.
Las tecnicas de hibridacion de uso mas corriente son las realizadas sobre

1.6.1. Parametros de interes en la reaccion de hibridacion.

homologia entre las secuencias diana y las secuencias de la sonda. La 

visualizacion del hfbrido (diana-sonda) depende del tipo de marcador. Las 

tecnicas de hibridacion basadas en el uso de membranas se distinguen por la 

naturaleza del acido nucleico (ADN o ARN) y por la modalidad de 

transferencia sobre la membrana. Asf, el Northern blot y el Southern blot 

(figura 12) corresponden a una separacidn de moleculas por electroforesis 

de ARN y ADN respectivamente, seguidas de una desnaturalizacion qufmica 

en el gel y por ultimo una transferencia sobre la membrana. La tecnica de dot

Diferentes parametros pueden influenciar fuertemente la reaccion de 

hibridacion entre un acido nucleico diana y una sonda.

Secuencia de la sonda. La secuencia de la sonda y su grado de homologia 

con el acido nucleico diana, van a influenciar radicalmente la reaccion de 

hibridacion, la rapidez de la reaccion y su estabilidad, y, consecuentemente. 
la especilicidad y sensibilidad de la reaccion. De hecho, sondas homologas 

son mas apropiadas en cuanto a sensibilidad y especificidad de la reaccion,

blot (figura 13) corresponde a un simple deposito sobre la membrana de una 

gota de la muestra previamente desnaturalizada qufmicamente. La tecnica 

colony-blot (figura 14) corresponde a una transferencia de colonias 

bacterianas sobre la membrana, seguida de una desnaturalizacion qufmica .

filtros de nitrocelulosa o de nylon, en los que las muestras son fijadas tras un 

tratamiento de desnaturalizacion qufmica, practicada con el fin de separar 

las cadenas complementarias. Una vez fijadas, las muestras se ponen en 

contacto con la sonda, que se uniran solamente si existe un cierto nivel de
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Figura 12: Southern Blot
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DOT BLOT
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ya que las secuencias de la diana y de la sonda son practicamente iguales.

Por el contrario, el uso de sondas heterdlogas lleva a una eficacia de

hibridacion dependiente del nivel de homologfa.

Tamano de la sonda. Es muy importante y debe ser considerado debido a

que va a influir en la velocidad de la reaccion y en la sensibilidad de la

deteccion si el marcador esta presente a lo largo de toda la sonda.

Composicion nudeotidica de la sonda. La composicion de la cadena, en

cuanto a porcentaje de G y C va a influenciar positivamente la estabilidad

del hibrido, ya que cuanto mayor es el porcentaje, mayor sera la estabilidad.

Fuerza ionica. La velocidad de hibridacion esta en relacion directa con la

fuerza ionica. Esta velocidad aumenta 5 veces cuando la concentracion de

NaCl pasa de 0.2 a 1.5 M.

Temperatura de hibridacion. La temperatura es uno de los factores mas

importantes que influye en la velocidad y especifidad de hibridacion. A

temperaturas demasiado bajas no existe la suficiente energfa para activar la

reaccion pero por otro lado con temperaturas demasiado elevadas no se podran

formar los puentes de hidrogeno necesarios para la hibridacion.

En cuanto a la especifidad con un aumento de la temperatura la union de

cadenas que no son totalmente complementarias sera menos probable.

Formamida: La formamida permite disminuir la temperatura de hibridacion,

sin alterar la especificidad del apareamiento entre el acido nucleico diana y

la sonda.
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1.6.2. Aplicacion de las sondas nucleicas y de tecnicas de hibridacion 
para el diagnostico de enferniedades en acuicultura.

En acuicultura marina, el desarrollo de diagnostico basado en el uso de 

sondas nucleicas y de tecnicas de hibridacion es relativamente reciente y 

concierne mayoritariamente a enfermedades de moluscos bivalves (Lubat et 

al, 1990; Gogginetal, 1991; Le Deuffet al, 1991; Kellner et al, 1993;Robledo 

et al, 1995)

En cuanto a la ulilizacion de las sondas nucleicas en patologfa de 

camarones, los primeros trabajos se remontan a 1993, sobre baculovirus tipo 

monodon (Vickers et al, 1993; Mari et al, 1993 a; Lightner et al, 1994;Poulos 

et al, 1994). Despues, fue aislado, caracterizado y clonado el ADN del virus 

de la infeccion de la necrosis hipodermica y hematopoyetica IHHNV (Mari 

et al, 1993 b; Lightner et al, 1994). Estudios posteriores lograron desarrollar 

sondas geneticas para el Baculovirus penaei BP (Bruce et al, 1993; Bonami 

et al, 1995 a; Lightner et al, 1994); para el parvovirus hepatopancreatico 

HPV (Mari et al, 1995; Lightner et al, 1994; Bonami et al, 1994 b); para el 

virus del Sfndrome de Taura (Hasson, en prensa); y para el agente causante 

de la hepatopancreatitis necrotizante NHP (Frelier, en prensa).
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

2.1. Material Bioldgico.
Animates: Se emplearon camarones P. stylirostris infectados con IHHNV 

provenientes tanto de muestreos a diferentes laboratorios de larvas realizados por el 

area de epidemiologfa del CENAIM como de infecciones experimentales efectuadas 

por Marfa Dolores Villacreses (Tesis de Grado). Tambien se utilize camarones 

sanos P. vannamei y P. stylirostris procedentes del stock corriente del CENAIM.

Cepas bacterianas: Las cepas utilizadas fueron las siguientes: del Vibrio 

alginolyticus las cepas B783R, 158, 160, 166, ProA , Hi la primeras aislada por el 

departamento de bacteriologfa del CENAIM, la segunda, tercera y cuarta cepa por 

Ileana Morales (comunicacion personal) y la ultima por Acuatecsa; del Vibrio harveyi 

las cepas S2, E22, aisladas por Ileana Morales (comunicacion personal) y por el 

departamento de bacteriologfa del CENAIM respectivamente; una cepa de Vibrio 

Tubishii y una cepa de Escherichia coli,, aisladas por el departamento de 

Epidemeologfa del CENAIM.

Plasmido PBRJ: Es una donacion del Dr. Max Bergoin (Universidad Montpellier 

II, Francia) para el CENAIM. Es un plasmido recombinante (10271 pares de bases) 

formado a partir de la insercion del genoma completo del densovirus Junonia coenia 

en el plasmido pBR322 (Jourdan et al, 1990; Dumas et al, 1992). El plasmido 

recombinante antes de su donacion habfa sido introducido en bacterias del tipo E. 

coli (figura 15) y como tai fue entregado a la unidad de Biologfa molecular del 

CENAIM.

Sonda homologa de IHHNV: Se utilize la sonda homologa de IHHNV del Kit de 
IHHNV Shrimp Probe, que es dislribuido por DiagXotics, Inc, 27 Cannon Road 
Wilton, CT 06897, EE.UU.
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Figura 15: Plasmido recombinante PBRJ con cl genonia complete de Junonia cania

constante.

2. Vertir 1.5 ml del cultivo en un microtubo. Centrifugar a 12.000 g por 

30 segundos a 4 OC en una microcentrifuga.

3. Remover el medio por aspiracion, dejar el pellet (sedimento) 

bacteriano tan seco como sea posible.

4. Resuspender el pellet bacteriano en 100 p.1 de Solucion Glucosa-Tris- 

EDTA, GTE (ver anexo), helada en hielo con una agitacion vigorosa.

5. Anadir 200 pl de Solucion NaOH-SDS (ver anexo 1) recien preparada.

1. Sembrar una colonia bacteriana individual o 10 pl en 2 ml de medio 

LB (ver anexo) que contenga el antibidtico apropiado. Incubar el cultivo 

toda la noche a 37 OC ( 28 OC para bacterias marinas) con movimiento

2.2.1.1 Metodo de Lisis alcalina: miniprep (Protocolo segun Maniatis 

et al, 1989)
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6. Anadir 150 |11 de solucion Acetato de Potasio (ver anexo) helada en 

hielo. Cerrar el tubo, mezclarlo y agitarlo suavemente en una posicion 

in versa por 10 segundos para dispersar la solucion III a traves del lisado 

bacterial viscoso. Almacenar el tubo en hielo por 3 - 5 minutos.

7. Centrifugar a 12.000 g por 5 minutos a 4 OC en una microcentrifuga. 

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.

8. Precipitar el ADN doble cadena con dos volumenes de etanol 100% a 

temperatura ambiente y mezclar. Dejar que la mezcla se estabilize por 

2 minutos a temperatura ambiente.

9. Remover el sobrenadante con una agitacion suave. Parar el tubo en 

una posicion invertida sobre papel toalla para permitir que Iodo el fluido 

drene. Remover cualquier gota de fluido que este adherido a las paredes 

del tubo.

Cerrar el tubo y mezclar los contenidos invirtiendo el tubo rapidamente 

cinco veces. Asegurarse que la superfice entera del tubo este en contacto 

con la Solucion II. No hay que agitar vigorosamente. Almacenar el 

tubo en hielo.

2.2.1.2 Metodo de lisis alcalina: maxiprep (Segiin Maniatis et al, 
1989)

1. Sembrar en 500 ml de medio LB 200 |11 de la cepa bacteriana pura.

10. Lavar el pellet del ADN doble cadena con 1 ml de etanol 70% a 4 

OC. Remover el sobrenadante como es explicado en el paso anterior, y 

dejar secar el pellet del acido nucleico al aire por 10 minutos.

11. Redisolver los acidos nucleicos en 50 }il de TE pH 8 (ver anexo) que 

conlenga ARNasa libre de ADNasa (20 ug/ml). Mezclar. Almacenar el 

ADN a -20 OC.
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100 ml de STE (ver anexo) helado

en hielo.

5. El pellet resultante es resuspendido en 10 ml de Solucion Glucosa-

Tris-EDTA, GTE (ver anexo).

8. Recuperar los acidos nucleicos por cenlrifugacion a 5000 rpm por 15

los contenidos agitando la botella varias veces. No deben distinguirse 

las dos fases. Almacenar la botella en hielo por 10 minutos. Un floculado 

bianco debena formarse.

7. Anadir 20 ml de Solucion NaOH-SDS recien preparada. Mezclar los 

contenidos a traves de una suave inversion de la botella varias veces.

Almacenar la botella a temperatura ambiente por 5-10 minutos.

8. Anadir 15 ml de Solucion Acetato de Potasio helada en hielo. Mezclar

centrifuga en una posicion invertida para permitir que todo el 

sobrenadante drene.

2. Cosechar las celulas bacterianas con una centrifugacion a 4000 rpm 

por 15 minutos a 4 *C. Eliminar el sobrenadante. Parar la botella de

incubar a 37 *C ( 28 *C para bacterias marinas) con agitacion vigorosa 

por 12-16 horas.

6. Centrifugar el lisado bacterial a 4000 rpm por 15 minutos a 4 *C.

7. Recuperar el sobrenadante y filtrarlo por varias mallas. Anadir 0.6 

volumenes de isopropanol, mezclar bien, y dejar la botella por 10 minutos 

temperatura ambiente.

4. Colectar las celulas bacterianas por centrifugacion como se explica 

en el paso 2.

6. Anadir 1 ml de una solucion recien preparada de lisozima (10 mg/ml 

en 10 mM Tris-Cl pH 8).

3. Resuspender el pellet bacterial en
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constante.

2.2.I.3. Metodo Qiagen: mini prep (Plasmid Midi Kit, Qiagen Inc, 

9600 De Soto Avenue, Chatsworth, CA 91311, USA)

1. Sembrar una colonia bacteriana individual o 10 pl en 2 ml de medio 

LB (ver anexo) que contenga el antibiotico apropiado. Incubar el cultivo 

toda la noche a 37 oc ( 28 °C para bacterias marinas) con movimiento

2. Cosechar las celulas bacterianas por centrifugacion a 4 *C durante 15 

minutos a 6000 g. Remover todas las trazas de sobrenadante invirtiendo 

el tubo de centrifuga abierto hasta que todo 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 ml de Buffer Pl (ver anexo). 

Asegurarse que la ARNasa A haya sido anadida al buffer Pl. Las celulas 

bacterias deben ser resuspendida sin dejar grumos.

4. Anadir 4 ml de Buffer P2 (ver anexo), mezclar suavemente, e incubar 

a temperatura ambiente por 5 minutos. El Buffer P2 debe ser chequeado 

antes de ser usado debido a que el SDS (ver anexo) tiende a precipitarse

minutos a temperatura ambiente. Si la centrifugacion es llevada a cabo 

a 4 *C puede ocurrir una precipitacion de sal.

9. Drenar cuidadosamente el sobrenadante, Luego lavar el pellet y las 

paredes de la botella con etanol 70% a temperatura ambiente. Eliminar 

el alcohol, colocar la botella invertida sobre papel toalla por algunos 

minutos de tai manera que las ultimas trazas de etanol se evaporen.

10. Disolver el pellet del acido nucleico en 3 ml de TE (ver anexo ) pH 

7.4.
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por las bajas temperaturas de alrnacenaje, si es necesario disolver SDS

por calentamiento. Despues de la adicion de Buffer P2, la solucion

debe ser mezclada gentilmente pero invirtiendo el tubo varias vecec (4-

6). No agitar fuertemente puesto resulta en la fragmentacion del ADN

y grumosa.

7. Equilibrar una columna QIAGEN tip 100 aplicando 4 ml de QBT

9. Lavar la columna QIAGEN tip dos veces con 10 ml de buffer QC

(ver anexo). El primer lavado es suficiente para remover todos los

cultivo o cepas bacterianas contienen grandes cantidades de

carbohidratos.

10. Capturar el ADN con 5 ml de Buffer QF (ver anexo ).

0.7 volumenes de isopropanol, previamente 

equilibrado a temperatura ambiente. Centrifugar inmeditamente a > 

15000 g a 4 -C por 30 minutos, y cuidadosamente remover el

contaminantes en la mayoria de las preparaciones de ADN. El segundo 

lavado es particularmente necesario cuando grandes volumenes de

(ver anexo ) y dejar que la columna se vacie por gravedad.

8. Verlir el sobrenadante del paso 6 sobre la columna QIAGEN tip y 

permitir que este entre a la resina por gravedad

genomico. El lisado debera aparecer viscoso. No hay que permitir que 

esta esta reaccidn dure mas de 5 minutos.

11. Precipitar ADN con

5. Anadir 4 ml de Buffer P3 ( ver anexo ) helado, mezclar

6. Centrifugar a 4 *C por 30 minutos a > 30000 g. Remover el 

sobrenadante rapidamente.

inmediatamente pero suavemente e incubar sobre hielo por 15 6 20 

minutos. Despues de la adicion del buffer P3 la solucion se pone viscosa
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12. Lavar ADN con 5 ml de etanol 70% helado, secar al medio ambiente

2.2.2. Extraction ADN Gendmico

colocado cuando aun el tubo esta caliente.

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

por 5 minutos y redisolver en un adecuado volumen de TE. El pellet del 

ADN debe ser lavado brevemente en etanol 70% y luego sercentrifugado 

nuevamente. El etanol de 70% sirve para remover cualquier sal 

precipitada, haciendo mas facil de redisolver el ADN.

sobrendante. La precipitacion con ADN debe ser llevada con todas las 

soluciones equilibradas a lemperatura ambiente para minizar el riesgo 

de precipitacion de sales.

3. Microcentrifugar la muestra a 13000 rpm por 10 minutos, recuperar 

rapidamente el sobrenadante.

1. Se coloca 400 pl de Grinding buffer (ver anexo) a la muestra, 

macerar hasta homogenizar los tejidos del animal, tomando en cuenta

2.2.2.1. Tecnica de extraction de ADN gendmico del mosquito 

Anopheles gambiae (Protocolo segun Institute National of Health, 

EE.UU)

que no haya una gran cantidad de muestra debido a que despues sera 

muy dificil de resuspender el ADN, incubar a 65 *C por 30 minutos. 

2. Anadir 56 pl de acetato de Potasio 8 M (concentracion final 1 M), 

mezclar, dejar en hielo 30 minutos, el acetato de Potasio debe ser

4. Anadir 0.1 volumenes de acetato de Sodio 3 M pH 5.2 mas 2 

volumenes de etanol 100% helado, dejar a temperatura ambiente 

por 5-10 minutos.
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elimina el sobrenadante.

seca al vacfo 1 min, luego al medio

ambiente por 15 minutos.

12. Esperar que la muestra vuelva

6. Se lava el pellet del ADN con un 1 ml etanol 70%. Microcentrifugar 

a 13000 rpm durante 5 minutos.

a lemperatura ambiente, luego 

anadir 1 volumen de Cloroformo/Isoamilo (24:1), microcentrifugar 

a 13000 rpm durante 55 segundos.

13. Se recupera la fase superior y se le anade 1 volumen de Fenol/ 

Cloroformo/Isoamilo (25:24:1) luego 

rpm durante 55 segundos.

14. Se recupera la fase superior y se le agrega 1 volumen de 

Cloroformo/Isoamilo (24:1). Se microcentrifuga durante 55 

segundos a 13000 rpm.

15. Se recupera la fase superior, se le anade 0.1 volumenes de acetato 

de Sodio 3M pH 5.2 mas dos volumenes de etanol 100% para 

precipitar el ADN purificado, se deja a temperatura ambiente por 5 

minutos. Luego se microcentrifuga a 13.000 rpm por 55 segundos.

16. Se lava el pellet del ADN con etanol 70%, se elimina el alcohol 

y se deja secar al vacfo y luego a temperatura ambiente.

7. Se elimina el acohol, se

se microcentrifuga a 13000

8. Resuspender el ADN en 200 pl de TE (ver anexo ), homogenizar 

sin usar las puntas de las pipetas aulomalicas. Anadir 10 ul de 

ARNasa libre de DNAasa incubar a 37 < por 1 bora y media.

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

10. Anadir 100 pl de NaCl 5 M, mezclar.

11. Anadir 55 pl de CTAB (ver anexo ) 10% mezclar e incubar a 65 

•C por 10 minutos.
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En un tubo de microcentrifugacion se mezcla el ADN que se quiere collar.

la enzima que se quiere ulilizar (tomando en cuenta la relation 1 U de enzima/

ug de ADN) y el tampon de la enzima (colocandolo en un volumen que

representa el 10 % de la reaccion). El tiempo de incubacion es mfnimo una

bora y la temperatura generalmente usada es 37 °C.

2.2.4. Visualization del ADN

2.2.4.I. Electroforesis en gel de Agarosa (Segun Maniatis et al, 1989)

1. Preparar el gel, usando el buffer de electroforesis (ver anexo ) y la

cantidad de agarosa necesaria de acuerdo al tamano de los fragmentos

de ADN. Se utiliza un horno microonda o una estufa para calentar la

en la plataforma de geles previamente sellada y se inserta el peine del

gel para crear los pozos donde se van a colocar las muestras de ADN.

El bromuro de Etidio puede ser aiiadido al gel y al buffer de

electroforesis a 0.5 pg/ml.

2. Despues que el gel se ha endurecido, se retira tanlo el sei Io de la

plataforma con el gel en la cubcta de electroforesis y se anade suficiente

agarosa y mezclarla con el buffer de electroforesis, luego se deja enfriar 

y cuando la temperatura haya descendido hasta 55 *C se coloca el gel

17, Se resuspende el ADN con TE (ver anexo ) segun la cantidad de 

ADN que se tenga.

2.2.3 Digestion enzimatica del ADN

plataforma de geles como el peine del gel. Luego se coloca la

buffer de electroforesis para cubrir el gel ~1 mm.

3. Preparar las muestras de ADN con una apropiada cantidad de buffer 

de deposito 5x (ver anexo ) luego colocar las muestras en los pozos 

con una pipeta. Hay que estar seguro de incluir los apropiados
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5. Parar la electroforesis cuando el tinte azul de bromofenol del buffer

bromofenol coemigra con fragmentos de =0.5 Kilopares de bases (kb).

2.2.5. Cuantificacion de ADN y estimacion de su pureza

Despues de la extraccion es necesario conocer la concentracidn y pureza 

del acido nucleico que se ha logrado obtener para poder aplicar con eficiencia 

las manipulaciones siguientes.

Una unidad de absorbancia a 260 nm corresponde a:

-Una solucion de ADN bicatenarioa 50 pg/ml

marcadores de peso molecular para ADN (ver anexo ).

4. Arreglar los polos de tai manera que el ADN (cargado 

negativamente) migre hacia el anodo o polo positivo y realizar la 

electroforesis a 1-10 V/cm del gel.

de deposit© (ver anexo ) ha migrado totalmente indicando asf que los 

fragmentos de ADN esten opticamnete bien separados. El azul

-Una solucion de ARN monocatenario a 40 pg/ml

Las proteinas absorben a un maxi mo de 280 y 260 nm. Para determinar 

si existe una contaminacion proteica se efeclua un control de densidad optica 

comparando la razon DO260/DO280 que tiene que siluarse entre 1.8 y 2.0 

para tener un ADN puro. La metodologia es explicada a continuacion

1. Una vez encendido el cuantificador de ADN Genequant (Pharmacia 

®), aparece un mensaje. Instrument Ready, indicandonos que podemos 

proceder

La concentracidn de ADN se determina mediante espectrofotometria 

utiizando la propiedad de las bases puricas y pirimidfnicas de absorber los 

ultravioletas a 260 nm.
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2.2.6. Purificacion de un fragmento de ADN

2.2.6.I. Gen Clean (GENECLEAN KIT, BIO 101,1070 Joshua Way,
Vista Ca 92083)

2. Antes de tomar la 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 vez lista la referencia, se puede medir la muestra. Se aplasta el 

boton de Sample, la maquina indicara cuando es oportuno colocar la muestra, 

realizado este paso, la maquina nos indicara la absorbancia de la muestra, si 

deseamos conocer la cantidad de ADN aplastamos el boton DNA RNA, para 

la pureza Purity, para conocer la razon DO26O/DO28O aplastamos el boton 

Ratio.

1. Cortar del gel de agarosa los fragmentos deseados

2. Los fragmentos cortados son pesados en tubos de eppendorf, si el 

peso es < 0.4 g pasarlo a un tubo de 1.5 ml. Si es mayor usar un tubo 

mas grande. Se toma en cuenta la siguiente relation para calcular el 

volumen de muestra que hay, 1 g = 1ml.

3. Anadir 3 volumenes de solucion de Nal (concentracion final 4 M), 

aqui se elimina la agarosa. Incubar a 45 - 55 *C durante 5 minutos en 

bano maria agitando con suavidad. Verificar si el gel se ha disuclto, 

de lo contrario incubar por dos minutos mas.

4. Anadir 15 ul de Glasmilk sobre la muestra, mezclar e incubar sobre 

hielo durante 5 min, agitar la muestra cada 1-2 min. Si el volumen de 

muestra es superior a 1.5 ml incubar hasta 15 minutos sobre hielo.

5. Cenlrifugar a 13000 RPM por 25 seg dos veces.para precipitar el 
glassmilk.
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centrifugar cada lavado 2 veces a 13000 rpm por 25 seg.

8. Despues de la ultima centrifugacion, se recupera el,pellet, se lo

dejar la vacfo y luego la medio anibiente,

9. Se resuspende el pellet del ADN en TE (anexo 1) de acuerdo a la

cantidad que haya.

Este metodo se basa en la sintesis de ADN utilizando primers aleatorios

(hexaprimers) y deoxynucleotidos marcados con digoxigenina. Una

vez que la cadena molde es desnaturalizada, los primers se aparean,

iniciando la elongacion de la cadena hija, los nucledtidos marcados

son empleados para la creacion de las cadenas de esta manera al final

del proceso las nuevas cadenas llevaran incorporado la molecula de

digoxigenina (figura 16).

1. El ADN debe ser linearizado previamenle para optimizar el marcaje

del mismo. Despues el ADN deber ser desnaturalizado en un bano de

agua hirviendo por 10 minutos y rapidamente ser enfriado en hielo

por 30 segundos antes de su uso.

2. Se incubaen tubo de rcaccion el ADN linearizado y desnaturalizado

con los siguientes reactivos: (tabla II)

2.2.7. Marcado de ADN con digoxigenina.

2.2.7.I. Metodo Random primed DNA labeling (Genius 1 DNA 

Labeling and Detection Kit, Boehringer Mannheim)

6. Recuperar el precipitado y guardar el sobrenadante.

7. Recuperar el pellet,lavar 3 veces con 500 ul de New Wash,
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REACTIVO VOLUMEN

Cantidad de ADN variable (10 ng-3 ug)

Mezcla de Hexanucledtidos 2 nl

Mezcla de dNTP para marcar 2 pl

H20 hast a 19 hI

Enzinia de Klenow I Ml

Volumen total 20 Hl

el niarcado con digoxigenina

La incubacion se la realiza por 20 boras a 37 °C.

3. Se anade 2 pl de EDTA al tubo para terrninar la reaccion.

MARCAJE CON DIGOXIGENINA

CADENA MOLDE

5DESNATURALIZACION

/VW\A Hexaprimer

Figura 16: Random primer labeling

| | Citosina

Guanina

Adenina

Timina

Apareamiento de los hexaprimers 
con la correspondiente elongacidn 
de la cadena hlja

Un deoxynucledtido 
marcado se agrega 
cada 20-25 nucledtidos

Tabla II: Rcactivos utilizados en

w

<T>— Digoxigenina

U|— Deoxynucledtido 
marcado
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2.2.8. Tecnicas de detection de ADN

2.2.8.I. Tecnicas de Hibridacidn con sondas nucleicas

1. Sumergir el gel de agarosa en solution desnaluralizadora

(ver anexo I) por 30-60 minutos a temperatura ambiente.

Agitar suavemente. La incubation desnaturaliza el DNA

bianco previo a la transferencia.

temperatura =80 *C por 

una bora. Tambien se puede usar tin horno U.V. crosslinker 

para fijar el ADN, en este caso se deja la membrana por 3 

minutos.

restos del gel y contaminantes particulares que fueron 

introducidos como resultado del proceso de transferencia. 

5. Cuidadosamenten colocar la membrana humeda sobre

1) por 30-60 minutos a temperatura ambiente para 

neutralizar el gel.

2.2.8.I.I. Southern Blot (Protocol© segiin The Genius System 

User’s Guide for Filter Hybridization, Boehringer Mannheim, 

1992)

una pieza de papel toalla. Para fijar el ADN a la membrana, 

se la coloca en una estufa a una

2. Sumergir el gel en solution neutralizadora (ver anexo

4. Lavar la membrana en buffer 5x ssc (ver anexo 1) por 1 

minuto a temperatura ambiente. El lavado remueve los

3. Impregnar el ADN en una membrana de nylon 

(Boehringer Mannheim nylon membranes) cargada 

positivamente a traves de una transferencia de capilaridad 

usando buffer 20x ssc (ver anexo 1). Realizar la operacion 

de transferencia durante toda la noche.
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lemperatura ambiente. Este paso y el siguiente remueven

10. Eliminar la solucion de prehibridacion, colocar la 

solucion estandar de hibridacion que contiene la sonda 

marcada con digoxigenina. Dejar que la sonda se hibride, 

la lemperatura y el tiempo de hibridacion dependera de la 

sonda y su concentracion .

6. Despues de una hora, la membrana puede ser usada para 

la prehibridizacion o ser almacenada seca a -4 *C en un

9. Diluir la sonda en solucion estandar de hibridacion (ver 

anexo ). El volumen de sonda a emplearse dependera del 

tamano de la muestra.

11. Al final de la hibridacion, se recupera la solucion de 

hibridacion que contiene la sonda, se la guarda en un tubo 

y se la almacena en congelacion a -20 •C. La solucion 

enlera podra ser ulilizada en fuluras hibridaciones.

12. Lavar la membrana dos veces en wash solution 2x. a

camara de desecamiento para futura deteccion.

7. Colocar la membrana en una funda plastica que contenga 

20 ml de solucion de prehibridacion (ver anexo ) por 100 

cm2 de area de membrana. Sellar la funda y prehibridizar 

a la lemperatura de hibridacion por 2 boras. La lemperatura 

optima de hibridacion dependera del largo de la sonda y 

de que tan grande sea la homologfa de secuencia.

8. Cuando se usan sondas ADN de doble cadena, hay que 

desnaluralizarla calentandola en agua hirviendo por 10 

minutos previo a la hibridacion.
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13. Lavar la membrana dos veces cada 15 minutos en wash

El revelado de la hibridacidn se lo efectiia mediante la

tecnica de deteccion colorimetrica .

2. Si la impregnacion se la realiza sobre nitrocelulosa.

neutralizar la muestra a traves de la adicidn de un volumen

solution 0.5x. Sondas grandes (> 100 bp) deben ser lavadas 

a -65 -C.

2.2.8.1.2. ADN Dot Blotting (Protocolo segiin The Genius System 

User’s Guide for Filter Hybridization, Boehringer Mannheim, 

1992)

Usando una

1. Anadir 0.1 volumenes de solucion desnaturalizadora (ver 

anexo ) a la muestra. Incubar a temperatura ambiente por 

10 minutos. Esta solucion desnaturaliza el ADN bianco y 

degrada cualquier ARN en la muestra.

la sonda que no se ha unido, lo cual podrfa conducir a 

grandes falsos positivos si no es removido.

igual de solucion neutralizadora de nitrocelulosa (ver 

anexo). Esto no es necesario si la impregnacion se la realiza 

sobre membranas de nylon.

3. Preparar la membrana de acuerdo a las recomendaciones 

del manufactor. Las membranas de nylon (Boehringer 

Mannheim Nylon membranes) cargadas positivamente no 

rcquieren de pasos adicionales de preparacion.

4. Colocar la membrana sobre una pieza de papel toalla. 

micropipela automatica, colocar I pl de la 

muestra de ADN sobre una membrana seca.
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5. Fijar el ADN a la membrana con el horno U.V.

crosslinking durante 5 minutos o en una estufa a =80 *C

por dos boras.

6. Se repiten los pasos del 7-12 de la tecnica anterior.

El revelado de la hibridacion es obtenido a traves de la

tecnica de deteccion colorimetrica.

1. Sembrar las bacterias en

2. Despues que las colonias hayan alcanzado un diametro

refrigeracion a 4 *C por

una bora.

membranas incubando la membrana en solucion

5. Incubar las membranas por 15 minutos en solucion

boras.

desnaturalizadora (ver anexo) durante 15 minutos dejando 

las colonias en la parte arriba.

2.2.8.1.3. Colony Hybridizations (Protocolo segun The Genius Sys­

tem User’s Guide for filter Hybridization, 1992. Boehringer 

Mannheim)

3. Colocar las membranas sobre las colonias de la caja 

petri durante 5 minutos.

de 1-2 mm, guardar las placas en

neutralizadora (ver anexo).

6. Fijar el ADN a,la membrana con 

colocando la membrana en

una caja Petri que contenga 

medio LB (ver anexo) para E. coli o TCBS para Vibrios 

marinos

U.V. crosslinking o 

una estufa a =80 *C por dos

4. Remover las membranas. Lisar las celulas de las
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8. Se repiten los pasos 7-12 del Southern Blot.

2.2.8.2. Visualization de la hibridacion

7. Antes de la prehibridacion incubar las membranas en 

solution de prehibridacion a la lemperatura anticipada de 

hibridacion por una hora. Este paso elirnina los restos del 

cultivo bacteriano.

2.2.8.2.1. Deteccion colorimetrica con NBT y X-Phosphate 

(Protocolo segun The Genius System User’s Guide for Filter Hy­

bridization, Boehringer Mannheim, 1992)

1. Despues de la hibridacion y de los lavados de post- 

hibridacion equilibrar la membrana en Genius buffer 1 (ver 

anexo) por 1 minuto.

2. Usando una caja petri nueva o una funda bloquear la 

membrana con el Genius buffer 2 (ver anexo) utilizando 

una agitacion suave durante 30-60 minutos. Al acercarse 

el final del periodo de bloqueo, preparar la solucion de 

anticuerpo como se describe en el paso 3.

3. Diluir el anticuerpo antidigoxigenina-fosfatasa alcalina 

1:5000 en el Genius buffer 2 (ver anexo 1) para obtener 

una concentracion de trabajo de 150 mU/ml. Mezclar 

suavemente por inversion. Por ejemplo anadir 6 pl 

antidigoxignina a 30 ml de Genius buffer 2 (ver anexo ) y 

mezclar. La solucion de anticuerpo es estable por 12 boras 

a 4 -C.

4. Eliminar el Genius buffer 2 (ver anexo) e incubar la 

membrana por 30 minutos en la solucion de anticuerpo
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en la funda.

5. Transferir la membrana a una nueva funda o un disco

el anticuerpo

antidigoxigenina.

6. Lavar dos veces, 15 minutos por lavado, en 100 ml de

Genius buffer 1 (ver anexo). Este paso remueve el

anticuerpo no unido.

7. Equilibrar la membrana en 20 ml Genius buffer 3 (ver

anexo) por dos minutos.

8 Mezclar 45 pl de NBT y 35 pl X-phosphate en 10 ml de

Genius buffer 3. Esta solucion se denomina Solucion de

Coloracion de Suslrato, es preparada antes de equilibrar la

preparada en el paso 3. Si una funda es usada, hay que 

remover todas las burbujas de aire que se pueden presentar

que nunca ha eslado en contacto con

membrana con el Genius buffer 3 (ver anexo ) y va a ser 

utilizada en el paso 9.

9. Eliminar el Genius buffer 3 y afiadir aproximadamente 
10 ml de Solucion de Coloracion de Sustrato a la 
membrana. Incubar la membrana en una funda plastica 
sellada o en unacaja en la oscuridad. No agitarel contenido 
mientras la coloracion se este desarrollando. La reaccion 
es usuahnenle completa despues de 12 boras.

10. Una vez que las manchas o bandas deseadas son 
detectadas, lavar la membrana con H2O para pre ven ir 
sobredesarrollo. Tambien puede utilizarse TE (ver anexo) 
o Genius buffer 4 (ver anexo ) para parar la reaccion de 
coloracion.
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CAPITULO HI

RESULTADOS

En la estrategia de prevencion de enfermedades infecciosas de camarones 

peneidos, las sondas moleculares parecen esenciales para desarrollar pruebas de 

diagnostico utiles en cuanto a su sensibilidad, especificidad y aplicabilidad a las diferentes 

fases de la produccidn. Esta estrategia puede estar basada en anticuerpos especfficos de 

determinantes anligenicos o en sondas nucleicas especificas de secuencias del material 

genetico. La linea de investigacion presenlada se refiere a este segundo tipo de sondas. 

considerando las sondas nucleicas como reactivo homologo o heterdlogo.

En lo que se refiere al uso de sondas nucleicas heterologas y por tanto, 

inmediatamente disponibles, el trabajo fue iniciado sobre el modelo viral correspondiente 

al densovirus de la necrosis infecciosa hipodermica y hematopoyetica (IHHNV), debido 

a la disponibilidad de una sonda correspondiente al genoma completo de un densovirus 

del lepidoptero Junonia coenia.

En lo que concierne a la preparacion y el uso de sondas nucleicas homologas, el 

trabajo fue iniciado sobre un modelo bacteriano de tipo probiotico susceptible de conslituir 

una alternativa al uso de antibidticos para controlar las cepas bacterianas patogenas. 

Desde el punto de vista tecnologico, la preparacion de sondas homologas de una bacte­

ria parece un buen modelo, teniendo en cuenla que las bacterias pueden ser cultivadas 

facilmente.
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3.1. Desarrollo de sondas nucleicas y pruebas de tipo dot-blot 
y colony-blot especificas de la cepa 158 de Vibrio alginolyticus, 
asociada a Penaeus vannamei

La aplicacion de diferentes tecnicas de aislamiento de ADN (ver 

Materiales y Metodos) permitio detectar constantemente la presencia de una

La bacteria Vibrio alginolyticus, cepa 158, fue obtenida de un laboratorio de 

produccion donde fue aislada y utilizada como “probiotico”. El desarrollo de sondas 

nucleicas y de una prueba de tipo colony-blot fueron motivados por el interes de 

poder reconocer, detectar y cuantificar esla cepa en poblaciones bacterianas asociadas 

a larvas de camaron. Este tipo de sondas fue considerado preferencialmente a 

que su preparacion es, teoricamente, mas rapida que la 

preparacion de anticuerpos. Ademas, esta estrategia permitio el desarrollo en el 

CENA1M de tecnologia del ADN, mientras la tecnologfa de preparacion de 

anticuerpos e inmunodiagnostico estaban mas desarrolladas. Debido al caracter 

innovador de este trabajo, se escogid trabajar con bacterias, que como ya hemos 

mencionado,se pueden cultivar en medios de cultivo y por tanlo se puede disponer 

de ellas sin limites para la preparacion de la sonda, de la prueba y la evaluacion de 

ambas.

anticuerpos debido a

3.1.1. Puesta en evidencia y caracterizacidn de un plasmido
Teniendo en cuenta que las bacterias pueden poseer ADN 

extracromosomico plasmidico, inicialmente este tipo de ADN fue buscado. 

Este ADN es facil de aislar, manipular y puede corresponder a genes 

particularmente importantes en algunos caracteres relacionados con una 

funcion, por ejemplo, la probiosis.
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bands de ADN extracromosomico mediante electroforesis. Debido a su

actuacion cualitativa y cuantitativa y a su simplicidad, la lecnica de

minipreparacion por lisis alcalina fue regularmente utilizada en la extraccion

de ADN plasmfdico. Se debe senalar que esta lecnica permite la obtencion de

ADN plasmfdico puro, practicamente sin contaminacion con ADN

cromosomico (Figura 17).

564 ph

Figura 17: Extraccion ADN total 158

V. harveyi 
ccpa S2

Marcador 
de peso 
molecular

2.322 pl>
2,027 ph

gel de agarosa condujo regularmente a la observacion 

de 3 bandas (I de 23.13 Kb, II de 7.387 Kb y III de 4.898 Kb) y ocasionalmente

V. alginolyticus V. alginolyticus 
cepa 158 cepa ILI

ADN gcnomico o 
ADN concatenado
ADN linear
ADN Circular

La electroforesis en

23.130 ph
9.416 ph
6.557 ph
4,361 ph

Extraction de ADN completo de las cepas 
IL! y 158 de V. alginolyticus y de la 

cepa S2 de V. harveyi

una cuaita banda suplementaria (2.182 Kb) de peso molecular muy inferior a 

las otras. Las bandas II y III estan muy prdximas la una a la otra por lo que 

fueron purificadas de forma simultanea.

Las telaciones entre las diferentes bandas fueron investigadas para 
deteiminar si correspondfan a diferentes formas de un mismo plasmido o a 

mas de un plasmido. Con este fin fueron paralelamente purificadas las bandas

—• I ADN
| Plasmfdico
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a nivel de la primera banda

Similarmente, fueron realizadas extracciones de ADN de otras cepas 

bacterianas: ILI, 160 y 166, cepas usadas como probiotico. Mientras que no 

se aislo ningiin plasmido de ILI, un plasmido del mismo tamano y pation 

electroforetico fue identificado en las cepas 160 y 166.

II-III y la banda IV. Cada una de estas preparaciones fueron analizadas por 

electroforesis. La electroforesis de la banda II-III mostro una imagen igual a 

la del ADN plasmfdico complete, presentando ocasionalmente una cuarta 

banda. Al contrario, la preparacion correspondiente a la banda IV purificada 

llevo a la identification de esta banda solamente, despues de la electroforesis.

Las enzimas de restriccion, Eco RI, Bam HI, Alu I y Hha, fueron 

empleadas para intentar establecer el mapa de restriccion del plasmido. La 

digestion con BamHl produjo una sola banda, lo que nos indica que el 

plasmido paso de una forma circular a una linear.

Estas bandas, II-III y IV fueron posteriormente marcadas y utilizadas 

como reactivos de southern-blot para determinar similitudes de secuencias 

entie las bandas. Los resultados de esta experimentacion de hibridaciones 

cruzadas mostraron que cada sonda reconocfa las cuatro bandas, indicando la 

similitud de secuencias. Estas diferentes bandas fueron consideradas como 

las diferentes formas que puede presentar un plasmido: multimerica (I), lin­

ear (II), circular (III), superenrrollada simple cadena (IV). Esta ultima forma 

es raramente observada y puede ser intcrpretada como un artefacto de la tecnica 

de purificacidn. Se piensa adicionalmente que 

existe la presencia de ADN gendmico.
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los siguientes tamanos: 1.623 Kb, 1.234 Kb, 1.028 Kb, 687 pb y la ultima

banda menor a 564 pb.

La digestion con Alu I mostro cinco fragmentos de 1.220 Kb, 1.061 Kb,

utilizado, por lo cual no fue posible estimar los tamanos de estas dos bandas.

El plasmido (figura 18) de la cepa 158 fue considerado como marcador

potencial de cepas “probioticas” y por tanto como reactivo de eleccion para

desarrollar una prueba de deteccion especifica, de acuerdo con el concepto

de sonda nucleica.

564 ph

Figura 18; ADN plasmidico de la cepa 158 digerido

Super enrollado 
monocatenario

Marcador 
de peso 
molecular

23.l.’Opb
9.416 ph
6.557 ph
4.361 ph

ADN genomico o
ADN concatenado----------
ADN linear-------------
Circular o super_______
enrollado

158 
4- Alu 1

158 
+ Bam HI

158 
+ Hlia

2.322 pb
2.1127 pb

La enzima Hha mostro un patron de restriccion de cinco fragmentos, con

Electroforesis de ADN plasmidico de la cepa 
158 sin digerir y con digestion

680 pb y los dos ultimos mcnores a 564 pb,de menor peso que el marcador

15g Marcador 
sin digerir de peso 

molecular
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3.1.2. Preparation de una sonda nucleica “fria”

media de los isotopos radioactivos.

un organismo, fragmento que debera ser 

clonado en un vector, a fin de ser producido en cantidad y subsecuentemente 

marcado. En el presente caso, se considero el uso directamente del plasmido 

completo ya quo la bacteria Vibrio alginolyticus puede ser cultivada 

facilmente. En lo que concierne al tipo de marcador, fue imposible pensar en 

el uso de sondas radioactivas en laboratorios de camaron debido al problema 

de manejo de residuos y la inestabilidad del marcado relacionado con la vida

La preparacion de una sonda nucleica corresponde generalmente a un 

fragmento del material nucleico de

A partir de 10 ml de ADN plasmfdico directamente extrafdo de la bacte­

ria 158 (200 ng), fueron obtenidos 130 ng de sonda marcada (pl58) por 

referencia a la muestra dada en el kit. Esta rentabilidad de la operacion de 

marcado lue aceptable, considerando las informaciones del proveedor. 

Ulteriormente, la sonda fue utilizada a la concentration de 10 ng/ml de tampon 

de hibridacion.

Una tecnica de marcado no radioactivo o “frfo”, que es muy utilizada en 

la actualidad corresponde a la sfntesis de ADN con el uso de nucledtidos 

marcados con digoxigenina, sfntesis iniciada aleatoriamente con una mezcla 

de hexanucleotidos que reaccionan con la ADN polimerasa y la matriz de 

ADN previamenle desnaturalizada en simple cadena. El marcado fue realizado 

siguiendo estrictamente el protocolo y recomendaciones del proveedor del 

kit de marcado (ver Materiales y Metodos).
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las cepas 160 y 166. La cepa pro A. 

originaria de otro laboratorio, no presento reactividad.

Estas observaciones fueron confirmadas con otras preparaciones de 

sondas correspondientes a fracciones del ADN plasmidico previamente 

separado por electroforesis, scan las bandas il-III o la banda IV.

La sensibilidad de la sonda fue determinada con la tecnica de dot-blot, 

depositando sobre

Los resultados indican el intcres de las sondas nucleicas como herramienta 

de caracterizacion bactcriana. La disponibilidad de esta sonda permilio iniciar

una membrana muestras de 1 pl correspondientes a una 

gama de dilucion del plasmido, de 1 ng/pl a 0.1 pg/pl. Esta sensibilidad fue 

estimada en cerca de 10 pg de ADN plasmidico, que es compatible con la 

idea de desarrollar una prueba de tipo colony-blot, considerando la cantidad 

do ADN plasmidico quo puede fijarse de una colonia.

las cepas bacterianas 158, 160y 166, 

todas pertenecientes a la especie V alginolyticus. Por el contrario, las cepas 

ILI y proA, de los mismos origenes no tuvieron reactividad. Es muy importanle 

notificar que las dos cepas, ILI y 158 tienen el mismo origen geografico y 

fueron consideradas como una sola cepa, mientras que el plasmido permite 

diferenciarlas categdricamente. La cepa 158, parece finalmente, considerando 

este plasmido, mas relacionada con

La especificidad de la sonda fue posteriormente analizada tambien 

mediante la tecnica de dot-biot, probando su reactividad frente a frente de 

diferentes ADN: Vibrio harveyi, cepas S2 y E22; V. alginolyticus, cepas 

158, 160, 166 y proA; los plasmidos Mos y Hsp-Luc de Escherichia coli; y 

ADN de Penaeus vannamei.. Los resultados de la figura 19, muestran una 

reactividad de la sonda solamcnte con
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2 3 4 5

8 9oooo

el desarrollo de una prueba para el diagnostico cuantitativo y cualitativo de 

bacterias posiblemente probioticas dentro de poblaciones bacterianas

1. V. alginolyticu*
cepa 158

2. V. alginolyticus
cepa 160

3. V. alginolyticus
cepa 166

4. V. alginolyticus
cepa ProA

8. V.han’cyi 
cepa E22

3.1.3. Desarrollo de una prueba de tipo colony-blot con la sonda 

nucleica correspondiente al plasmido de la cepa 158.

Entre los distintos tipos de diagnostico basados en el uso de sondas

presentes en los laboratorios y asociadas a larvas de camaron. Dicha prueba 

podrfa ser util en la estrategia de uso de bacterias probioticas, permitiendo un 

constante seguimiento de su evolucion.

Evaluacion de la especificidad de una sonda 
de la cepa 158 de Vibrio Alginolyticus

4. Fids. MOS

5. Plas. Hsp-Luc

6. V. harveyi 
cepa S2

7. P. vannamei

Figura 19: Dot Blot de especificidad de la sonda pl58

nucleicas, el colony-blot es una prueba de eleccidn, teniendo en cuenta que 

permite reconocer especfficamente colonias bacterianas en mezcla compleja 

de todo tipo de muestra en cultivo en agar. Ade mas de esta gran especificidad, 

la prueba colony-blot es muy sensible pues se beneficia de la muitiplicacion 

bacteriana, permitiendo identificar en pocas boras de cultivo la presencia de 

una bacteria. La prueba colony-blot permite tambien estimar la poblacion de 

la bacteria identificada (numero de colonias reconocidas por la sonda) y 

estimar la proporcion de estas bacterias en la mezcla (porccntaje de colonias 
reconocidas por la sonda).
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Se probaron dos tiempos de pre-hibridacion, de 1 y 2 boras, encontrandose 

que 2 boras disminuian significativamente el “ruido de fondo”.

Los tipos de membranas empleadas fueron, nylon y nitrocelulosa, 

proporcionando el ultimo tipo un menor “ruido de fondo”.

El tiempo de cultivo de las bacterias antes de iniciar el colony-blot fue 

analizado a fin de determinar el tiempo mfnimo de cultivo que permitiera el 

reconocimiento de colonias que correspondena en esta situacion al criterio de

Parametros experimentales fueron analizados y optimizados. Por 

comodidad de presentacidn seran mostrados en forma resumida en un protocolo 

“optimizado” (tabla III).

La concentracion de la sonda fue siempre la misma (10 ng/ml) de acuerdo 

con los resultados observados en el dot-blot (ver texto anterior), lo unico que 

se cambio fueron los tiempos de hibridacion, de 3, 5 y 16 boras, observandose 

que incluso con solo ties boras de hibridacion se consegufa una respuesta 

similar a la respuesta observada a las 16 boras, lo que supone una ventaja si se 

piensa en desarrollar un metodo de diagnostico.

Debido a que pruebas de tipo colony-blot con sondas nucleicas son 

frecuentemente practicadas en biologia molecular para la selecion de clones 

en bancos de ADN genomico o complementario (cADN), muchas referencias 

estan disponibles (Moseley et al, 1980; Moseley et al, 1982) y descritas en 

libros de protocolos de biologia molecular (Maniatis et al, 1989) y en la 

documcntacion tecnica suministrada por proveedores (Boehringer, 1992).
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Tabla III: Protocolo optimizado del Colony Blot

Paso Tiempo
1. Siembra de bacterias e incubacion a 28°C 9 boras

2. Enfriar las cajas de cullivo a 4°C I bora

5 minulos

15 minutos

15 minutos

2 minutos

2 boras

3 boras

5 minutos porcada lavado

15 minutos por cada lavado

1 minuto

30 minutos

30 minutos

15 minutos cada lavado

2 minutos

2-12 boras16. Sc deja incubar la membrana en la 
solucion de coloracion hasta obtencr cl 
rcvelado de la reaccion

15. Se cquilibra la membrana en Genius 
Buffer 1

10. Lavar la membrana dos veces en 
wash solution 0.5 x a 65 °C

8. Incubar la membrana con la sonda 
nucleica, que ha sido previamenle 
desnaturalizada, dejar a 68 °C

6. Sc fija el ADN a la membrana con el 
U.V. crosslinker

7. Para eliminar el cxceso de colonias 
bactcrianas, se incuba dos veces la mem­
brana en solucion de prehibridacion a 68 °C

5. Incubar la membrana en solucion de neu- 
tralizacion

3. CoIocar una membrana de nilrocelulosa 
sobre la caja de cultivo

13. Se incuba la membrana en la solucion 
de anticuerpos (anli-DIG-alkaline phospbata 
se)

9. Al final del tiempo de incubacion, 
se guarda la solucion de hibridacion en un 
tubo nuevo a -20°C. Lavar la membrana 
dos veces en wash solution 2x

4. Remover la membrana y colocarla en 
solucion de desnaturalizacion

11. Despues de los lavados se equilibra 
la membrana con Genius Buffer I

12. La membrana es bloqueada con 
Genius buffer 2, se uliliza una ligera 
agitacidn

14. Se elimina la solucion de anticuerpos 
, se lava la membrana en Genius Buffer I 
dos veces
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sensibilidad. Se probaron tiempos de cultivo de 4,5 y 9 boras, comprobandose 

que era necesario un cultivo de 9 boras para la obtencion de resultados 

positivos.

3.2. Evaluacion de una sonda especifica del densovirus del 
lepidoptero Junonia coenia para el diagnostico de IHHNV.

Debido a su gran importancia en la regulacidn de las poblaciones de insectos 

causantes de plagas en agricultura, los densovirus de insectos son especialmente 

bien conocidos. Sus genomas son particularmente pequenos, con un tamano de 

cerca de 5.000 nucleotidos. El genoma de algunos densovirus de insecto ha sido

Estos resultados de colony-blot y dot-blot, en terminos de sensibilidad y 

especificidad, indican que esta tecnologfa nueva en bacteriologia de camaron 

es funcional. En efecto, el colony-blot puede ser ahora utilizado en 

experimentaciones para el estudio in vitro e in vivo de interacciones de las 

bacterias 158, 160 6 166, todas con una supuesta funcion probiotica, con otras 

bacterias posiblemente patogenas de tipo Vibrio harveyi. Es este lipo de 

estudios el que podrfa detenninar en el future si efectivamente una bacteria 

tiene una funcion probiotica. Una aplicacion factible a corto plazo concernii fa 

a la ecologia y/o epidemiologfa de bacterias de tipo probiotico, facilmente 

identificada por la presencia del plasmido, teniendo en cuenta que los plasmidos 

frecuentemente son portadores de genes que podrfan estar relacionados con 

su capacidad probiotica (genes codificadores de bactericinas, genes de 

resistencia a antibioticos, etc). Este colony-blot puede inmediatamente ser 

usado en laboratorios que utilicen estas cepas de bacterias probioticas para 

conlrolar su destino y su evolucion, con el objelivo de modificar las condiciones 

de cultivo para favorecer a las bacterias probioticas.
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muy probable

se

3 2.1. Preparation de una sonda “frfa” especifica de densovirus de 
Junonia coetiia.

sonda preparada a partir del genoma complete del densovirus 

de Junonia ccenia podria. ser utilizada como sonda heterdloga para el diagnostico 

de IHHNV de camaron, clasificado tambien en el genero Densovirus de la familia 

Parvoviridae.

correspondientes al genoma completo pueden ser facilmente preparadas por simple 

marcado.

las terminaciones repetidas del genoma 

viral. Asi fue posible obtener dos fragmentos correspondientes 

respectivamente al plasmido y al genoma viral casi completo. Este ultimo 

fue purificado por electroforesis y extraction del gel mediante el kit “gen 

clean”.

secuenciado y diferentes laboratorios han sido capaces de clonar el genoma completo 

en un plasmido bacteriano ((Jourdan et al, 1990; Dumas et al, 1992)). Asi, sondas

Teniendo en cuenta las rclaciones entre insectos y crustaceos es 

que existan tambien relaciones entre sus virus, lo que significa, presencia de 

homologfas en las secuencias de los genomas de ambos. Consecuentemente 

decidio probar si una

Estc iragmento fue posteriormente marcado con digoxigenina (ver 

Materiales y Metodos). La eficacia del marcado fue estimada en 10 ng/mL 

por comparacion con una sonda de referencia suministrada en el kit.

El plasmido recombinante pBRJ, que contenfa el genoma completo del 

densovirus de J. coenia , fue producido en Escherichia coli, purificado y 

digerido con el enzima BamHl debido a que existen solamente sitios de 

restriccion para esta enzima en
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La sensibilidad de la sonda fue analizada frente a una serie de diluciones

del inserto correspondiente al genoma viral del densovirus de J. c(jejiia.

fragmentos lincares en comparacion al marcado de plasmidos circulares.

La reactividad de la sonda derivada del densovirus Jc fue analizada frente

Los resultados indicaron claramente

a las rnuestras provistas en el kit de diagnostico de IHHNV (X-Diagxotic) 

y correspondienes a controles positivo fuerte, debil y al control negativo .

La sonda del densovirus Jc fue posteriormente evaluada como sonda 

heterologa frente a rnuestras de camaron identificadas como infectados 

por IHHNV gracias al uso del kit de diagnostico de Diagxotic (figura 21). 

Los resultados mostraron que la sonda del densovirus Jc reconocio la 

muestra infectada, aunque con una menor sensibilidad en comparacion a 

la sonda del kit de diagnostico de IHHNV.

Considerados de forma global, estos resultados indican la posibilidad de 

utilizar la sonda heterologa del densovirus Jc para el diagnostico de IHHNV, 

con la condition previa de incremental- la sensibilidad de detection.

una reactividad especffica frente a 

frente del ADN de IHHNV. Esta especificidad fue confirmada por la 

ausencia de hibridacion con ADN de camaron extrafdo de hepatopancreas, 

con una preparacion de ADN plasmidico de la bacteria Vibrio alginolyticus 

y con una preparacion de ADN genomico de la bacteria V harveyi.

Esta sensibilidad fue estimada en cerca de 10 pg en dot-blot (grafico 20). 

Esta sensibilidad relativamente debil puede ser explicada por una menor 

eficacia de marcado observada en el laboratorio cuando se marcan
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Figura 20: Evaluation de sensibilidad y especificidad de la sonda Jc

Evaluacion de la especificidad 
de la sonda Jc
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1. ADN de Junonia ccenia
2. ADN de camaron con IHHNV
3. ADN plasmidico de cepa 158 Vibrio alginolyticus
4. ADN de cepa S2 Vibrio harveyi
5. ADN hepatopancreas de camaron

1. 1
2.100
3. 10

1
0,1 pg de ADN Junonia ccenia 
0,01 pg de ADN Junonia ccenia

2

5 6
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Control del kit de "IHHNV shrimp probe" de DiagXotlcs

Membrane evaluada con la sonda del Kit IHHNV shrimp probe de DiagXotlcs

Membrana evaluada con la sonda Jc

Figura 21: Evaluacion de la respuesta de la sonda Jc

Evaluacion de la especificidad de ia sonda Jc 
con el control del Kit IHHNV shrimp 

probe de DiagXotics

1. ADN Junonia ccenia
2. ADN c amardn con IHHNV
3. ADN hepatopancreas de camardn
4. ADN plasmldlco de cepa 158

1. Control positive fuerte
2. Control positive debil
3. Control Negative

Comparacion de la respuesta de la sonda 
Jc frente a la sonda del Kit IHHNV 

shrimp probe de DiagXotics

2 3

2 3

2
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CONCLUSIONES GENERALES

El trabajo fue organizado para explorar paralelamente dos tipos de sondas 

nucleicas, homologas y heterologas.

El concepto de sonda homologa corresponde a una situacion en la que el material 

de origen de la sonda es identico al material genetico diana. En practica, la preparacion 

de una sonda homologa de un microorganismo determinado implica la obtencion de su 

material genetico y la seleccion de una parte considerada como especffica, 

correspondiendo la sonda a esta parte previamente marcada.

El desarrollo de sondas moleculares de tipo nucleico fue iniciado en el CENAIM 

con la prespectiva de obtener nuevas herramientas de diagnostico para los 

microorganismos asociados a camaron, ya sea utiles como las bacteria probioticas o 

patogenos como los virus.

Una sonda homologa fue preparada para una cepa bacteriana identificada como 

Vibrio alginolyticus en base a criterios bioqufmicos, y ademas caracterizada por la 

presencia de un plasmido. Este plasmido fue considerado como parte especffica del 

material genetico de la cepa y utilizado directamente en la preparacion de una sonda frfa. 

A continuacion una prueba de tipo colony-blot fue desarrollada para el diagnostico de la 

cepa bacteriana. Este trabajo presento algunas ventajas desde el punto de vista de su 

factibilidad. En efecto, la obtencion del material genetico de una bacteria es facil asf 

como la tecnica de hibridacion de la sonda con el ADN correspondiente a colonias 

bacterianas transferidas a una membrana. Ademas, no existen problemas de sensibilidad 

siempre y cuando las colonias puedan ser cultivadas el tiempo adecuado para que 

contengan un niimero de bacterias suficiente para una hibridacion detectable.
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Este problema de equipamienlo fue en parte el origen del trabajo de exploracion 

sobre el uso de sondas heterologas para el diagnostico de virus patogenos de camaron. 

La gran ventaja de sondas heterologas esta relacionada con su disponibilidad inmediata, 

pero tienen el riesgo de no ser funcionales por no existir suficiente homologfa con el 

acido nucleico diana.

En este trabajo se estudid la posibilidad de utilizar una sonda especifica de 

densovirus del lepidoptero Junonia ccenia para el diagnostico del densovirus del camaron 

causante del sfndrome IHHN. Diferentes argumentos existieron para iniciar esta estrategia 

relativamente original en virologfa de camaron. Por una parte, existfa una sonda homologa 

del virus IHHN, que permitfa realizar experimentaciones de hibridaciones cruzadas entre 

sondas y dianas correspondientes a los dos virus. Ademas, la sonda del densovirus Jc 

corresponde al genoma completo, lo que garantiza que esta sonda pueda reconocer la 

secuencia correspondiente a la sonda de diagnostico de 1HHNV, cualquiera que sea el 

fragmento genomico utilizado, ya que no existe informacion al respecto en el kit de 

diagnostico. Los resultados indicaron que los dos virus tienen similitudes en las secuencias 

de sus genomas, ya que fueron delectadas hibridaciones cruzadas utilizando las dos sondas 

simultaneamente como sonda y como diana. Este resultado es interesante desde el punto 

de vista de relation taxondmica entre densovirus de insecto y de crustaceos. Ademas fue 

mostrado que la sonda heterdloga puede ser utilizada para idenlificar muestras de camaron

El control de diversas tecnologfas del ADN relacionadas con la preparacion y cl 

uso de sondas nucleicas permitira investigaciones sobre la preparacion de sondas nucleicas 

homologas especificas de otros tipos de microorganismos asociados a camaron, en par­

ticular a los virus. Una dificultad correspondera a la obtencion de material genetico con 

el que se debera preparar las sondas, debido a la presente carencia del equipo necesario 

para la purificacion de virus en el CENAIM.
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infectadas con IHHNV, aunque con menor sensibilidad. Esta limitacion esta

la baja eficacia de marcado con la digoxigenina de

fragmentos lineares, que corresponde en esta situacion al genoma del densovirus de Jc.

Una alternativa para incrementar la sensibilidad de esta sonda podrfa consistir en marcar

el plasmido recombinante completo.

Considerando este primer resultado sobre el uso de sondas heterologas, parece

primordial evaluar otras sondas heterologas de virus de insectos, por ejemplo

correspondientes a genes muy conservados entre baculovirus de insectos, como el gen

de la poliedrina o de la ADN polimerasa. Tambien podrfan ser evaluadas sondas

heterologas correspondientes a genes bacterianos, por ejemplo genes de toxinas de Vibrio

cholera que podrfan tener homologfas con genes de toxinas de Vibrio harveyi, patdgeno

para larvas de camaion.

En el futuro, la acumulacion de informacion sobre las secuencias de genomas de

virus asociados a los insectos podrfa permitir identificarpequenas secuencias conservadas

entre virus. Estas secuencias podrfan tambien estar presentes en el genoma del virus de

camaron y por lanto, ser consideradas como sondas homologas.

probablemente relacionada con
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RECOMENDACIONES

1. Proseguir rapidamente y en paralelo las estrategias de preparacion de sondas nucleicas

homologas y de evaluacion de sondas nucleicas heterologas para el diagnostic© del mayor

numero de patogenos de camaron con el fin de mejorar los condoles zoosanitarios.

2. Desarrollar nuevas tecnicas de hibridacion con mejor rendimiento en terminos de

sensibilidad y de aplicacion al diagnostico de campo.

3. Aplicar las tecnicas relacionadas con las sondas nucleicas y la hibridacion al estudio

del genoma de camaron con el objetivo de caracterizar genes y secuencias de interes

para la acuicultura, por ejemplo, transposones, genes de protemas antimicrobianas o de

hormonas.

4. Conectar del CENAIM con los bancos internacionales de secuencias y entrenamiento

de cientfficos en programas de analisis de secuencias, con el objetivo de explolar la

informacion existente en los diferenles grupos de invertebrados y de patogenos.

5. Entrenar a los acuicultores, bidlogos y demas tecnicos de los laboratorios y camaroneras

en las tecnicas de diagnostico con sondas nucleicas y organizar la transferencia de estas

tecnologfas al sector camaronero y tambien a los sectores medico y agncola.
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ANEXO
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REACTIVOS UTILIZADOS EN LAS DIFERENTES
TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Preparacion del medio Luria Bertani (LB)

Por litro:

A 950 ml de agua deionizada, se anade:

bacto-lryptone 10g

bacto-yeast extract 5 g

NaCl 10g

Se agita hasta que los solutos se hayan disueito. Ajustar el pH a 7.0 con 5 N NaOH

(-0.2 ml). Ajusta el volumen de la solucion hasta un litro con agua deionizada.

Esterilizar por autoclave durante 20 minutos.

Solucion I (GTE)

Glucosa 50 mM

Tris.Cl (pH 8.0) 25 mM

EDTA(pH 8.0) 10 mM

Solucion II

NaOH 0.2 N

SDS 1.0%

Extraccion de ADN plasmidico 
Metodo de lisis alcalina: miniprep
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Solucion III

Acetato de potasio 5 M 60.0 ml

Acido acetico glacial 11.5 ml

H20 28.5 ml

TE

Tris.Cl (pH 7.4) 10 mM

EDTA (pH 8.0) 1 mM

NaCl 0.1 M

Tris.Cl (pH 8.0) 10.0 mM

EDTA (pH 8.0) 1.0 mM

Metodo Qiagen: midiprep
Buffer Pl (Buffer de resuspension)

Rnasa A 100 ug/ml

Tris.HCl 50 mM

EDTA (pH 8.0) 10 mM

Buffer P2 (Buffer de lists)

NaOH 200 mM

SDS 1 %

Metodo de lisis alcalina: maxiprep
STE
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Buffer P3 (Neutralization buffer)

Acetalo de potasio pH 5.5 3.0 M

Buffer QBT (Buffer de equilibration)

NaCI 750.0 inM

MOPS 50.0 mM

Etanol 15.0 %; ajustar el pH 7.0

Triton X-100 0.15%

Buffer QC (Buffer de lavado)

NaCI 1.0 M

MOPS 50 mM

Etanol 15 %; ajustar el pH a 7.0

Buffer QF (Buffer de elucion)

NaCI 1.25 M

Tris.HCl 50 niM

Etanol 15 %; ajustar pH a 8.5

Solution stock SOX, pH -8.5:

Tris base 242.0 g

Acido aeetico glacial 57.1 ml

Na2EDTA.2H20 37.2 g

Electroforesis en gel de agarosa
Buffer de Electroforesis TAE
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Se coloca agua hasta Hegar a un lilro

Loading buffer lOx

Ficoll 400 20%

Na2EDTA, pH 8,0 0,1 M

SDS 1 %

bromphenol blue 0, 25 % (w/v)

xylene cyanol 0, 25 % (w/v)

150 mM

Tris-HCl, pH 7,5 100 mM

150 mM

Tris-HCl, pH 7,5 100 mM

2% Blocking reagent for nucleic acid hybridization.

A 80 ml de Genius buffer I, se anade 2 g de Blocking reagent for nucleic acid hybridiza­

tion. Se agita a 60 °C para disolver el Blocking reagent. No se deja hervir. El Blocking 

reagent se disolvera en aprox. I hora. Se completa con Genius buffer 2 hasta Hegar 100 

ml.

filtro de membrana de 0,45 pm antes de usarlo.

Este buffer es estable por un ano cuando es almacenado a temperatura ambiente.

SOLUCIONES UTILIZADAS EN LAS
TECNICAS DE HIBRIDACION

Genius buffer 2 (Deteccion Colorimetrica con NBT y X-Phosphate)

NaCl

Genius Buffer 1 (Deteccion Colorimetrica con NBT y X-Phosphate)

NaCl

Se lo debe de filtrar a traves de un
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100 mM

NaCl 100 mM

Ajustar pH a 9,5

MgCl2 50 mM

Es estable por 6 mese a temperatura ambiente.

10 mM

EDTA 1 mM

Adjustar pH a 8.0

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

2X

9 volumenes de agua deionizada)

SDS 0,1 %

Esta solucion es estable por un ano almacenada a temperatura ambiente.

Wash solution 0.5X (Southern, Colony, Dot Blot)

Genius buffer 3 (Deteccion Colorimetrica con NBT y X-Phosphate)

Tris HC1

Si el pH no es ajustado antes de anadir el MgC12, este se precipitara.

Se filtra a traves de un filtro de membrana antes de usarlo.

Wash solution 2X (Southern, Colony, Dot Blot) 

ssc
(Se diluye 1 volumen de 20X SSC con

Genius buffer 4 (Deteccion Colorimetrica con NBT y X-Phosphate)

Tris-HCl

El Genius buffer es una solucion espensa y no debe ser filtrada. Es estable por lo menos 

por dos semanas a 4 °C pero antes de usarse debe estar a temperatura ambiente. En 

alicuotas a -20 °C se conserva hasta por 6 meses.
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SSC 0,5X

0.1 %

ano almacenada a temperatura ambiente

SSC buffer, 20X (Southern blot)

NaCl 3 M

sodium citrate 300 inM

pH 7,0

ano alamacenado a temperatura ambiente.

5X

N-lauroylsarcosine 0,1 %

Sodium dodecyl sulfate (SDS) 0,02 %

0,5 N

NaCl 1,5 N

4M

Blocking reagent for nucleic acid hybridization 1,0 % (w/v)

Esta solucion es estable por un ano almacenada a -20 °C. Almacenada a 4 °C por no mas 

de dos semanas. Antes de usarlo debe estar a temperatura ambiente.

Solucion de desnaturalizacion (Dot Blot)

NaOH

Solucion de desnaturalizacion (Southern y Colony Blot)

NaOH

Standard prehybridization solution (Southern, Colony, Dot Blot)

SSC

(Diluir 1 volumen 20X SSC con 39 volumenes de agua deionizada)

SDS

Este buffer es estable por un

Esta solucion es estable por un

Esta solucion es estable por 6 meses almacenada a temperatura ambiente.
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100 mMEDTA

Esta solucion es estable por 6 meses almacenada a temperatura ambiente.

Solucion de neutralizacion (Colony, Southern Blot)

1,0 MTris HC1, pH 8,0

1,5 MNaCl
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