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Resumen

Este trabajo pretende desarrollar procesos innovadores basados en la nanotecnologia, biotecnologia
y bioinformatica, apoyando la produccion de Mosca del Mediterraneo y Mosca Mexicana estéril en
Guatemala, las cuales se exportan para el control de estas plagas agricolas en México y Estados Unidos. Eso
se lograra enfocando la investigacion en tres puntos clave: Mejora de produccion, caracterizacion genética
de simbiontes y manejo integral de residuos. La mejora de la produccion de machos estériles en las plantas
de cria masiva se realizara al caracterizar los genes de desarrollo sexual transformery transformer-2, como
blancos potenciales para la eliminacion de hembras de Anastrepha ludens (tra) y C. capitata (tra 'y tra-2)
utilizando la técnica de silenciamiento genético. Se caracterizaron genéticamente cepas de Klebsiella spp.
aisladas de ambientes asociados a Ceratitis capitata. Para el manejo de residuos se determino la calidad de
productos derivados de pupario como primer paso para la produccion de nanoparticulas de quitosano y

derivados para el tratamiento de aguas residuales (Cuadra, 2018).

La mejora de produccion de machos estériles en las plantas de cria masiva de Ceratitis capitata 'y
Anastrepha ludens se realizé al optimizar la metodologia de extraccion de ARN de los estadios de Ceratitis
capitata larva, pupa y adulto para obtener la mayor proporcion y calidad de ADNc, disefiar y evaluar los
juegos de oligos para cada gen Cctra, Cctra-2 y Altra para PCR convencional, clonar los fragmentos de
interés en las cepas E. coli XL1-BLUE y E. coli HT-115 (DE3) y producir ARNdh de estos clones. Por
ultimo, disefar y evaluar los juegos de oligos para cada gen Cctra, Cctra-2 y Altra para PCR tiempo real.
Este modulo permitié disefiar con éxito los juegos de oligos Cctra (A), Cctra (B), Cctra (C), Cctra-2 (B),
Altra (A) y Altra (B) para PCR convencional. Los clones de E. coli HT-115 (DE3) Cctra (A) col. 10BC, col.
10C y Cctra (B) col. 25B, col. 25BC se proponen como candidatos para la produccion de ARNdh. Por ultimo,
se disefid con éxito un par de oligos, Q Cctra (2), Q Cctra-2 (2), Q Cctra-2 (3), Q Cctra-2 (4), Q_Altra (1),
Q _Altra (2) y Q_Altra (3) para PCR tiempo real ya que permitieron observar un producto de amplifican del

fragmento del gen Cctra especifico para hembra.

La caracterizacion genética de cepas de Klebsiella se realizd al extraer y secuenciar el genoma de
cepas. La secuencia obtenida se compar6 con los genomas anotados obtendria la secuencia de nucleétidos
para compararla con genomas ya anotados de K. oxyfoca. Esta evaluacion permitid determinar los genes
metabdlicos, simbioticos y posibles factores de virulencia. Adicionalmente, se determiné la presencia de
plasmidos y se caracterizo genéticamente las cepas con un método molecular simple. Este modulo permitio
optimizar el proceso de extraccion de ADN genomico de Klebsiella oxytoca y el protocolo de BOX-PCR
para Klebsiella con el fin de comparar patrones de bandas entre diferentes cepas. Por otro lado, fue posible
determinar que la cepa M es una bacteria simbidtica que no presenta genes que codifican factores de
virulencia, ni resistencia a antibidticos de usos clinico, indicando que esta es importante para el desarrollo de
C. capitata. La cepa C no presenta genes que codifican a factores de virulencia, ni resistencia a antibidticos,

por lo que no se considera de riesgo bioldgico.
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El manejo integral de residuos al transformar el pupario de C. capitata en quitosano se realizo al
optimizar el proceso de obtencion de quitosano a partir de los desechos de harina de pupario de mosca hembra
y macho y el producto obtenido fue caracterizado por medio de espectrofotometria Infrarroja (IR), Difraccion
de Rayos-X (XRD), Analisis termogravimétrico (TGA) y un analisis morfoldgico con microscopio
electronico (SEM). Este modulo permitié determinar que las condiciones Optimas para la desacetilacion son
a 100 °C y con NaOH a 40% (p/v). El producto obtenido con estas condiciones mostré un grado de

desacetilacion de 98% y no se vio afectada su estabilidad térmica ni su cristalinidad.
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I. INTRODUCCION

La familia Tephridae (5,000 especies) causa los mayores dafios en plantaciones agricolas ya que
1,400 especies se alimentan de fruta carnosa y 70 de estas son consideradas plagas. Los cuatro géneros de
plagas con mayor importancia mundial son: Ceratitis, Anastrepha, Bactrocera 'y Rhagoletis. Estos géneros
son consideradas plagas ya que se han diseminado por el globo terriqueo y han llegado a causar una

disminucion del 25% en la produccion fruticola (Malacrida ef al., 2007).

La mosca del mediterraneo, Ceratitis capitata, es considerada una plaga por ser capaz de infectar
418 frutas y vegetales (Alphey et al., 2014; CABI, 2016b; Headrick & Goeden, 1996a; Rempoulakis ef al.,
2016a; Scolari et al., 2014). Las plantas frutales mas afectadas son los citricos, manzanas, peras, duraznos y
nectarinas (Oxitec 2016). Se ha demostrado que Ceratitis capitata alberga una diversa comunidad de
bacterias en su aparato digestivo, la mayoria de las cuales pertenece a los géneros Klebsiella spp. y
Enterobacter spp. (BEHAR, YUVAL, & JURKEVITCH, 2005). Se ha descrito que la microbiota
perteneciente al bublo esofagico estd comprendida, en su mayoria, por Klebsiella oxytoca y Enterobacter
agglomerans. Klebsiella oxytoca es una bacteria simbiotica que se encuentra durante todo el ciclo de vida de
la mosca, colabora en la fijacién de nitrogeno y en la copula con la eleccion de pareja (Qureshi, 2016).
Actualmente la presencia de K. oxyfoca en la mosca del mediterrdneo es una preocupacion para los

importadores, especificamente a Estado Unidos, ya que es posible que esta posea genes patogénicos.

La mosca mexicana, Anastrepha ludens, es considerada una plaga ya que se encuentra establecida
en el noroeste de México en mas de 35,000 hectareas de plantacion. En otros paises como Guatemala a pesar
que no existan estudios especificos para A. ludens (F. M. Eskafi, 1988) se conoce que algunas especies de
este género (Anastrepha fraterculus, Anastrepha obliqua, Anastrepha serpentina y Anastrepha suspensa)
infectan alrededor del 98% las frutas exportables (Jenkins & Goenaga, 2008; Oroilo, Albornoz, Nufiez, Van
Nieuwenhove, & Bezdjian, 2006; Ovruski, Aluja, Sivinski, & Wharton, 2000). Los principales hospederos
de A. ludens son los citricos, mangos, manzanas y melocotones y ha causado dafios valorados en 230 millones

de dolares anuales (Aluja, Celedonio-Hurtado, Castillo, Guillen, & Rios, 1996).

La amplia distribucién de ambas especies mencionadas, ha motivado la implementacion de distintos
programas de control, el mas exitoso hasta el momento es la técnica del insecto estéril (SIT por sus siglas en
inglés) (CABI, 2016b). Esta técnica es un método eco-amigable y sostenible que utiliza radiacion gama o
rayos X para la esterilizacion de machos C. capitata, Anastrepha sp. y Bactrocera sp.(Alphey et al., 2006a;
FAO/IAEA, 2016b; Gasperi et al., 2002a). Actualmente existen 24 programas que aplican esta técnica para
controlar poblaciones y se encuentran localizadas en: Sur Africa, Marruecos, Tunes, Egipto, Israel, Croacia,
Grecia, Tailandia, Australia, Hawaii, Brazil, Argentina, Chile, Pert, Guatemala, México y Florida

(FAO/IAEA, 2016a). Durante la produccion de cria masiva, se generan desechos de colorantes empleados



en la identificacion de machos estériles, desechos de la dieta larval y desechos de pupario y moscas adultos.
La planta El Pino Moscamed, Guatemala, planta de produccion de biocontroles de mosca de la fruta mas
grande del mundo, produce semanalmente 1 billon de machos estériles, mas del 20% de la produccion
mundial de biocontroles. Semanalmente se producen 70 kilos de desecho de exoesqueleto de mosca.
Anualmente son mas de 3,600 kilos de materia que podrian brindar ingresos a la planta si se transformaran

en productos de valor agregado.

Desde hace 16 ailos se han realizado distintos esfuerzos para mejorar la eficiencia del SIT, entre
estos esfuerzos se encuentran métodos para la optimizacion durante la seleccion de machos por medio de
cepas de sexado génetico o GSS (por sus siglas en inglés). Sin embargo, este método solamente facilita la
seleccion de machos (Alphey et al., 2006a). El incorporar el método de silenciamiento por medio de la via
oral alimentandolas con bacterias productoras de ARNdh (Li, Zhang, & Zhang, 2011; Pomerantz & Hoy,
2014; Taracena et al., 2015; Whyard, Singh, & Wong, 2009; Yu et al, 2013) permitira aumentar la
produccion de machos estériles al doble ya que, las hembras se convertirian en machos. Actualmente se han
realizado investigaciones de silenciamiento de genes dentro de la cascada de determinacion sexual como:
doublesex (dsex), transformer (tra) y transformer-2 (tra-2) en: Bactrocera sp., Anastrepha sp. y C. capitata.
En C. capitata se han silenciado exitosamente los genes descritos anteriormente en huevos y mosca adulta
para determinar su funcion. Se ha determinado que Ccdsx esta regulado por los genes Cctra y Cctra-2 que
son necesarios para el empalme del mARN que promueve el omitir los exones macho-especificos (Pane,
Salvemini, Delli Bovi, Polito, & Saccone, 2002; Salvemini et al., 2009). En A. ludens no se ha realizado este
tipo de estudios ya que existe poca informacion publicada, pero se han realizado investigaciones parecidas

con otras especies del género Anastrepha (Schetelig, Milano, Saccone, & Handler, 2012)

Las moscas de la fruta albergan una comunidad diversa de bacterias en su aparato digestivo, la mayoria
de las cuales pertenece a los géneros Klebsiella spp. y Enterobacter spp. (BEHAR et al., 2005). Los estudios
muestran que la microbiota asociada con el bulbo esofagico de C. capitata esta comprendida, en su mayoria,
por Klebsiella oxytoca y Enterobacter agglomerans (Marchini, Rosetto, Dallai, & Marri, 2002; Yuval, Ben-
Ami, Behar, Ben-Yosef, & Jurkevitch, 2013). Klebsiella oxytoca, la cual es una bacteria simbidtica presente
en el desarrollo de la mosca, desde el huevo hasta la pupa (Aharon ef al., 2013).Esta bacteria colabora en la
fijacion de nitrogeno utilizado por las moscas y juega un papel importante en cuanto a la eleccion de pareja
para copular (BEHAR et al., 2005). Klebsiella oxytoca es una bacteria Gram negativa, nombrada Edwin
Klebs (microbidlogo aleman), en siglo XIX (Qureshi, 2016). Este es un patdgeno oportunista que afecta a al
hospedero con un sistema inmune comprometido o debilitado causando diversas enfermedades nosocomiales

tanto en adultos como a nivel pediatrico (Qureshi, 2016).



II. OBJETIVOS

A. Objetivo general

e Apoyar el desarrollo de aplicaciones nanotecnoldgicas, biotecnoldgicas y bioinformaticas dentro
de las plantas de cria masiva de Mosca del Mediterraneo y Mosca mexicana estéril en Guatemala

para el control de plagas agricolas en la region.

B. Objetivos especificos

Caracterizacion de los genes de desarrollo sexual transfomer 'y transformer-2 como blanco potencial en
la eliminacion de hembras en la mosca mexicana de la fruta Anastrepha ludens (Loew) y en la mosca del

mediterraneo de la fruta Ceratitis capitata (Tra 'y Tra-2):

1. Optimizar el proceso de extraccion de ARN en moscas adultas, pupas y larvas de las moscas A4. ludens

y C. capitata.
2. Producir ADNc a partir de ARN extraido de insectos adultos de A. ludens 'y C. capitata.

3. Disefiar y validar por PCR convencional, oligos iniciadores de distintos fragmentos de la secuencia del

ADNc de Altra, Cctra 'y Cctra-2.

4. Transformar la bacteria E. coli XL1-BLUE y E. coli HT115 (DE3) mediante choque térmico con el

fragmento de interés.
5. Evaluar la estabilidad y expresion de ARNdh producido por la E. coli HT115 (DE3) recombinante.

6. Disefar y validar por PCR convencional, oligos iniciadores de distintos fragmentos de la secuencia del

ADNCc de Altra, Cctra 'y Cctra-2 para su uso en PCR tiempo real.

Caracterizacion genética de cepas de Klebsiella oxytoca aisladas de ambientes asociados a Ceratitis

capitata (Wiedemann), por medio de secuenciacion de su genoma, extraccion de plasmidos y rep-PCR:

1. Identificar las bacterias aisladas como Klebsiella oxytoca con medios diferenciales o selectivos y pruebas
bioquimicas.

2. Optimizar el proceso de extraccion de ADN gendmico y plasmidos de Klebsiella oxytoca aisladas de
Ceratitis capitata.
Secuenciar el genoma de Klebsiella oxytoca aisladas de Ceratitis capitata por SMRT/MiSeq.

4. Comparar los perfiles genéticos de cepas de Klebsiella spp. con un método a base de PCR.



Optimizacion del proceso de produccion de quitosano a partir del pupario de mosca de la fruta Ceratitis

capitata:

1. Determinar de las condiciones 6ptimas de temperatura y concentracion de hidroxido de sodio la para
reaccion de desacetilacion en la obtencion de quitosano a partir de pupario de mosca de la fruta.

2. Extraer quitina a partir de pupario de mosca de la fruta hembra y macho por tratamiento de
desproteinizacion, desmineralizacion y decoloracion.

3. Desacetilar la quitina extraida de pupario de mosca de la fruta, por método termoquimico durante una
hora probando 4 distintas combinaciones para 2 condiciones de temperatura y 2 de concentracion de
hidroxido de sodio.

4. Realizar un analisis de la calidad del quitosano obtenido en cada tipo de reaccion, segun su grado de
desacetilacion obtenido mediante espectroscopia IR y morfologia obtenido mediante microscopia

electronica, analisis termogravimétrico y difraccion de rayos-X.

Figura 1. Esquema del proceso de produccion de la planta y el area que abarca el componente de
caracterizacion de genes.
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III. JUSTIFICACION

Esta investigacion tiene como propoésito apoyar el desarrollo de aplicaciones nanotecnologicas,
biotecnologicas y gendmicas para el control de plagas agricolas en Guatemala. Se eligio trabajar con Ceratitis
capitata y Anastrepha ludens ya que actualmente estas son las especies trabajadas en la planta Moscamed de
Guatemala utilizando la técnica del insecto estéril (SIT, por sus siglas en inglés). Para lo anterior se proponen
soluciones para el manejo integral de residuos, caracterizacion genética de simbiontes y mejora de

produccion.

Se propone aplicar en la planta El Pino, Moscamed, el manejo integral de desechos al utilizar el desecho
producido por exoesqueletos de las moscas de la fruta. Esta planta produce anualmente mas de 3,600 kilos
de materia de mosca de la fruta que se puede aprovechar para sintetizar quitosano, como se realiza en plantas
de produccion de crustaceos. Este biomaterial podria utilizarse como un producto de valor agregado ya que
el quitosano es un producto comercializable con diversas aplicaciones entre las cuales se encuentran:
tratamiento de aguas, emulsificante, transporte de drogas y otras aplicaciones biomédicas importantes

(Linden et al, 2000; Stamford et al, 2013; Kumar et al, 2014).

Para la mejora de produccion de machos estériles en las plantas de cria masiva de Ceratitis capitata y
Anastrepha ludens se propone aplicar la técnica de silenciamiento de genes (ARNi). Esta técnica es una mejor
alternativa comparada con las cepas de sexado genético ya que la masculinizacion de hembras permite
aumentar la produccion de C. capitata 'y A. ludens o eliminar a las hembras evitando su desarrollo. Ademas,
que la implementacion de una cepa de sexado genético toma afios al necesitar distintas mutaciones
cromosomales para obtener el fenotipo desando y estable. La implementacion de la técnica de ARNi
permitiria mejorar no solamente la técnica SIT en moscas sino también en mosquitos ya que una vez evaluada
esta tecnologia se puede adaptar facilmente a distintas especies (MOSCAMED, 2016; Rempoulakis et al.,
2016b) .

La caracterizacion genética de bacterias asociadas a C. capitata permite determinar si algunas de estas
cepas poseen un papel importante en el desarrollo de la mosca de la fruta. Klebsiella oxytoca es una bacteria
importante en el proceso de desarrollo C. capitata ya que es una bacteria simbiotica y se encuentra presente
en todo el ciclo de vida (huevo a adulto). La secuenciacion y comparacion del genoma de K. oxyfoca con K.
pneumoniae permite determinar si K. oxytoca posee genes de patogénicos similares o iguales a los de K.
pneumoniae. Estos genes codifican para factores de virulencia o confieren resistencia a antibidticos. Si luego
del analisis no se encuentran genes de virulencia en K. oxyfoca esta bacteria se podria seguir utilizando

durante el desarrollo de la mosca (Aharon ef al., 2013).



IV. MARCO TEORICO

A. Moscas de la fruta

1. Ceratitis capitata. La mosca del mediterraneo, Ceratitis capitata (Wiedemann) del

superorden Endopterygota (Holometabola), orden Dipetera y de la familia Tephritidae es endémica de sub-
Sahara de Africa. Esta ha sido introducida en distintas regiones y en algunas de estas, la mosca del
mediterraneo es considerada una plaga(CABI, 2016b). Esta especie es utilizada como especie modelo para

el analisis de invasiones y estrategias de control de otras especies de mosca de la fruta (Scolari ez al., 2014).

Figura 2. Ciclo de vida de C. capitata ante dos panoramas climaticos (invierno y verano).
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(Broughton & Perth, 2012)

La mosca del mediterraneo posee un ciclo de vida basado en cuatro estadios: huevo, larva, pupa y
adulto. El tiempo de transicion entre cada estadio se ve afectado por la temperatura ambiental y el hospedero.
En verano(24-26°C) puede finalizar el ciclo de vida alrededor de 17 a 29 dias, mientras que en invierno (20-
22°C) el ciclo se completa entre 70 a 125 dias (Moscamed, 2010). Las hembras suelen colocar alrededor de
4 a 10 huevos por ovipostura. Los cuales eclosionan dentro del fruto convirtiéndose en larvas, atravesando
tres estadios mas. Estas larvas se convierten en pupa tras saltar de la fruta a la tierra para luego convertirse

en adulto (Malacrida ef al., 2007).

Un adulto de C. capitata presenta longitudes entre 4-5mm, una coloracion gris en el abdomen con franjas
amarillas. En el torax tiene ademas manchas negras, sus patas son amarrillas y sus alas poseen bandas tanto
grises como amarillas. Las hembras (derecha) se diferencian de los machos al presentar un mayor tamafio

que los machos y un caracteristico ovipositor (Broughton & Perth, 2012).



Figura 3. Fisiologia y Diferencias morfologicas de Ceratitis capitata macho y hembra.

(Broughton & Perth, 2012)

a. Funcién de la microbiota intestinal. Se han realizado estudios de la microbiota intestinal de C.
capitata. Las bacterias que se han encontrado con mayor predominancia son Enterobacter, Klebsiella y
Pectobacterium. Estas tres bacterias tienden a ser constantes en el transcurso del ciclo de vida de la mosca,
y algunas llegan a ser heredadas de forma vertical. Estas bacterias se conocen como simbioéticas, debido a
que son capaces de fijar el nitrogeno y degradar la pectina. Esto le permite a la mosca tener acceso al

nitrogeno fijado por las bacterias (Aharon et al., 2013).

Otro aspecto, es la importancia de Klebsiella en la microbiota al poseer enzimas que ayudan a degradar
la celulosa y hemicelulosa para permitir que la mosca de la fruta lo utilice como fuente de carbono para la
obtencion de energia. Se requiere de la actividad de 3 enzimas especiales para poder liberar una molécula de
glucosa de la celulosa: la endo-B-gluconasas (se une al esqueleto de la celulosa para permitir la accion de la
segunda enzima), exo-B-gluconasas (atacan el esqueleto de la celulosa para liberar pequefias cadenas de
glucosa (oligosacaridos); finalmente la B-glucosidasa (hidroliza las cadenas cortas de glucosa en so6lo
unidades de glucosa) (Dantur, Enrique, Welin, & Castagnaro, 2015). Dichas enzimas han tenido un impacto
tanto a nivel investigacion como su aplicacion en la industria. En la industria se sigue buscando enzimas que

puedan degradar rapidamente la celulosa y la hemicelulosa de los carbohidratos.

En otra plaga se ha observado la importancia del género Klebsiella en la degradacion de la celulosa. En
Argentina, la especie Diatraeas accharalis es un insecto considerado una plaga ya que causa dafios a la
mayoria de plantas. Al invadir al hospedero permite la invasion por otros microorganismos como bacterias y
hongos (Dantur et al., 2015). En un estudio de Dantur en el 2015 sobre las larvas de D. saccharalis,
encontraron una relacion entre la microbiota intestinal y la actividad enzimatica de degradacion de celulosa.
Al analizar la microbiota se detectd que estaba compuesta mayormente por Klebsiella, Stenotrophomonas,
Microbacterium, Bacillus y Enterococcus. Como resultado se determind que Klebsiella y Bacillus tuvieron
los niveles de celulosa soluble mas alto, por lo que poseian una mayor actividad de degradacion de celulosa
y hemicelulosa. Esta degradacion contribuia al insecto para la obtencion de glucosa a partir de celulosa.

(Dantur et al., 2015).



Se realizaron estudios sobre el comportamiento de los machos estériles y no estériles en atraer a las
hembras silvestres. Los machos estériles resultaron ser menos competentes para atraer a las hembras y
copular en comparacion con los machos silvestres. El método de esterilizacion (irradiacion) llega a afectar la
microbiota intestinal de las moscas. Los niveles de Klebsiella mostraron ser mas bajos en los machos estériles
en comparacion con los silvestres. En el 2009, Ben Ami, Yuval y Jurkevitch propusieron que al afectar la
microbiota intestinal da lugar a especies patogénicas tales como Pseudomonas. Ellos comprobaron que al
alimentar a C. capitata con una dieta rica en Klebsiella oxytoca post-irradiacion, disminuye la proporcion de
Pseudomonas en el intestino y un mejora la copulacion del macho estéril con la hembra (Ami, Yuval, &

Jurkevitch, 2009).

1) Género bacteriano Klebsiella. Klebsiella es un género de bacterias gram negativas, no
flageladas, anaerobias facultativas y con capsula de polisacaridos. Algunas de las bacterias de este género
son: K. mobilis, K. ornithinolytica, K. oxytoca, K. pneumoniae, K. rhinoscleromatis y K. variicola. Sus

condiciones Optimas de crecimiento son en agar nutritivo a 37 °C, pH = 7.0, presion osmotica de 1 atm

romero.

Filo Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae

Klebsiella pneumoniae tiene relevancia clinica, ya que es una causa de enfermedades infecciosas
oportunistas. Se asocia con el 5% de infecciones nosocomiales, en especial en el tracto respiratorio y urinario.
En los 1980s se describieron casos de resistencia a cefalosporinas' de tercera generacion. A partir de entonces,
hay un aumento linear en la resistencia a antibidticos. La mayoria de resistencia se da por la sintesis de f3-
lactamasas de amplio espectro (siglas en inglés, ESBLs). Estas son derivadas de la lactamasas comunes, que
tiene mutaciones en varios aminoacidos del sitio activo, que le dan mayor afinidad y capacidad hidrolitica.

Los genes que codifican para estas enzimas estan localizados en plasmidos (Asensio et al., 2000).

Klebsiella oxytoca se distingue de K. pneumoniae por ser indol positiva y por poder multiplicarse
en melecitosa, pero no en 3-hidroxibutarato. En cuanto a genes, K. oxytoca se diferencia por 1391 genes. Si
se comparan los genomas de ambas bacterias, se encontrarian inicamente 3134 genes en comun (Jiang et al.,

2014).

lantibioticos que pertenecen a la familia de beta-lactamicos



b. Cascada de determinacion sexual. La determinacion sexual ocurre en una etapa temprana
del desarrollo, es heredada a todos los linajes celulares e impacta el desarrollo de sistema nervioso. Esto
debido a que tanto el desarrollo embrionario como el sexual son el resultado de la interaccion entre la
informacion genética maternal y zigdtica. Esta determinacion sexual es llevada a cabo durante el proceso de
transicion maternal a zigotica, en donde los embriones integran tanto la regulacion post-transcripcional de
embriones maternos como la transcripcion gendomica del zigoto (Bopp, Saccone, & Beye, 2014). La
diferenciacion entre machos y hembras es reflejada tanto en cambios morfologicos como también en
diferenciacion de tejidos, gametos y organos reproductivos (Gabrieli, Falaguerra, Siciliano, Gomulski, &

Scolari, 2010).

Figura 4. Cascada de determinacion sexual de Ceratitis capitata.
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(Adaptado de: Gabrieli ef al., 2010; Rideout, Billeter, & Goodwin, 2007; Salvemini et al., 2009; Verhulst,
van de Zande, & Beukeboom, 2010)

La determinacion sexual se encuentra constituida por tres niveles jerarquicos. El proceso de la parte
superior es la transduccion de senales, luego se encuentra la seleccion del destino sexual por autorregulacion,
epigenética y switches genéticos y como tltimo paso esta la ejecucion de las sefiales (Bopp et al., 2014). En
la mosca Ceratitis capitata la determinacion sexual comienza en la primera etapa de embriogénesis, la cual
se completa diez horas después de que el proceso de celularizacion haya comenzado. La determinacion
ocurre en una cascada en la que se encuentran involucrados los genes Transformer (tra), Transformer-2 (tra-
2) y Doublesex (dsx). Estos genes codifican proteinas dependientes de las concentraciones, siendo estas

proteinas heredadas maternalmente como variantes hembra-especifico (Gabrieli et al., 2010).

En la mosca del mediterraneo la cascada de determinacion sexual difiere entre machos y hembras a

pesar que en ambos sexos cada uno de los genes cumple funciones especificas y similares (Figura 3). La
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diferenciacion es llevada a cabo debido a la produccion de distintos tipos de transcritos formados por splicing
del ARNm inmaduro, el cual posteriormente forma ARNm maduro. El mecanismo de splicing es el encargado
de determinar el sexo ya que este puede dar lugar a la proteina funcional de hembras y a la proteina incompleta
o no funcional presente en machos. En las hembras el primer gen presente en la cascada es el Sexlethal (sx/),
el cual se encarga de la activacion del gen #ra. Siendo este tltimo el gen clave de la cascada puesto que genera
ARNm maduro que codifica proteinas activas o inactivas. El gen tra tiene la capacidad de generar seis tipos
de ARNm maduros por medio de splicing del ARNm inmaduro, entre los que se encuentran: proteina activa

de hembras, proteinas inactivas de macho y transcritos del gen sin procesar (Gabrieli et al., 2010).

Las distintas formas de splicing, combinacion de intrones y exones, son reguladas por los genes co-
reguladores: Csnf, Ccfl(2), lo cual se ha observado en la mosca Drosophila melanogaster (Salvemini et al.,
2009). El gen Tra también tiene la funcion de generar el desarrollo celular de memoria. Este gen se regula
por dos mecanismos: autoregulacion por concentracion y por un loop de auto-regulacion. El loop de auto-
regulacion es formado por el gen tra-2, este loop aumenta la produccion de proteina activa TRA evitando
que se lleve a cabo el splicing masculino (Gabrieli et al., 2010). La presencia de la proteina funcional TRA
y la presencia de los cofactores determinan el splicing sexo especifico del gen Dsx (Salvemini et al., 2009).
La expresion de Dsx empieza a la hora diez de la embiogénesis en machos y en hembras. Siendo la
informacion del desarrollo de hembras re-iniciado en embriones a través de la reprogramacion del splicing

del ARNm del gen tra y la degradacion de dsx (Gabrieli et al., 2010)

En machos el primer factor de determinacion sexual es el M el cual se encuentra relacionado con el
cromosoma “Y”, dicho factor actia bloqueando directamente o indirectamente la actividad auto catalitica del
loop de auto-regulacion. Induciendo la traduccion de mas proteinas TRA inactivas para la generacion de

splicing macho especifico de todos los transcritos del gen Tra (Gabrieli et al., 2010).

La cascada descrita anteriormente se obtuvo por medio de estudios de silenciamiento genético. Por
ejemplo al silenciar el gen Cctra en una hembra adulta se observd un cambio a fenotipo masculino XX con
cambios en las lineas geminales y somaticas (Pane et al., 2002). También se observo que al silenciar el gen
Cctra-2 en la etapa de embrion se obtiene un fenotipo de adulto XX fértil pseudomacho (Salvemini et al.,

2009).

2. Anastrepha ludens. La mosca mexicana, Anastrepha ludens del orden Dipetera y a la familia

Tephritidae (Scolari et al., 2014) es originaria de México y se extiende hasta el sur de Costa Rica. Esta especie
al igual que C. capitata, ha sido introducida en distintas regiones y en algunas de estas es considerada una

plaga (CABI, 2016a).

El ciclo de vida de 4. ludens al igual que la de la mosca del mediterraneo es dependiente de la

temperatura ambiental y estd formado por cuatro estadios: huevo, larva, pupa y adulto. Los huevos son
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ovipositados en grupos de diez dentro de la fruta, con preferencia en las frutas que poseen el tejido epidérmico
dafiado, puesto que son de facil acceso. Estos eclosionan en un periodo de 6-12 dias, convirtiéndose en larvas.
Las larvas se movilizan y alimentan dentro del fruto y luego de poseer los nutrientes necesarios se convierten
en pupa luego de emerger de la fruta. Luego la pupa se convierte en macho, las hembras adultas pueden llegar
a sobrevivir hasta durante 16 meses, mientras los machos no viven mas de 12 meses. Un adulto en su vida

util puede depositar alrededor de 1,500 huevos (Sequeira, Millar & Bartels, 2001).

Figura 5. Ciclo de vida generalizado de 1a mosca de la fruta A. ludens.
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Figura 6. Fisiologia y diferencias morfolégicas de 4. ludens macho y hembra

(Sequeira, Millar & Bartels, 2001)
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La mosca adulta de Anastrepha ludens posee una longitud de 7 a 11mm. Las hembras (izquierda) es
mas grande que el macho ademas de poseer un ovopositor en la parte trasera que es la mitad de su tamafio

total de la mosca ya que puede llegar a medir hasta Smm (Sequeira, Millar & Bartels, 2001).

a. Cascada de determinacion sexual. No existe informacion especifica de la cascada de regulacion
sexual de A. ludens. Sin embargo, se conoce que A. suspensa posee secuencias altamente conservadas del
gen Cctra, también se ha encontrado que el proceso de autorregulacion (loop de auto-regulacion) también se
encuentra altamente conservado. Por otro lado, se ha observado que existe una mayor similitud estructural
entre A. suspensa 'y C. capitata que entre A. suspensa 'y D. melanogaster (Schetelig et al., 2012). EN
diferentes estudos se ha reportado que varias especies de Anastrepha poseen una similitud del 88-90% con
respecto a las proteinas TRA. Por lo cual es posible generalizar sobre la funcion y la secuencia de la proteina
TRA y del gen Altra (Alvarez, Ruiz, & Sanchez, 2009; Ruiz et al., 2007; Sarno et al., 2010). Se conoce que
la proteina TRA en hembras forman un complejo proteico con TRA-2. Este complejo se encarga de
direccionar el splicing de Dsx permitiendo la formacion de la proteina DSX femenina. Se conoce que en A.
obliqua el gen Tra es transcrito en ambos sexos, pero sufre distintos tipos de splicing dependientes del sexo.
En hembras se codifica una proteina de longitud completa mientras en macho una proteina truncada (Ruiz

et al., 2007).

Al igual que con Ceratitis capitata la descripcion de la cascada sexual en Anastrepha se realiza por
silenciamiento genético o por comparaciones de tamafios de proteinas masculinas y femeninas. En un estudio
realizado por Scheteling se observo que, al inyectar ARN de doble hebra, especifico para el gen fra con un
tamafio de 134-868pb, en el abdomen de A. suspensa se induce el silenciamiento de este gen. Con este
silenciamiento se obtuvo un 97-98% de fenotipos masculinos. Cuando se realizo el silenciamiento de los
genes tra y tra-2 simultdneamente se observo una mayor eficiencia de masculinizacion (Schetelig et al.,

2012).

B. Panorama

1. Mundial. La familia Tephridae “verdaderas moscas de la fruta” se considera como la familia
de insectos que causa mayor perdida en el area agricola. Esta familia estd formada por mas de 5,000 especies
distribuidas alrededor del mundo. De estas especies 1,400 se alimentan de fruta carnosa (Malacrida et al.,
2007), 70 de 1,400 especies son consideradas plagas (Y. Zhang, s/f) y el resto son consideradas potenciales
plagas. Las plagas de mayor importancia y por lo tanto las mas estudiadas son Ceratitis, Anastrepha,
Bactrocera 'y Rhagoletis. Estas especies son consideradas plagas ya que aunque cada género posee su propia
distribucion natural, algunas especies de estos géneros se han diseminado por el globo terraqueo (Malacrida
et al., 2007). Ademas, causan una disminucion del 25% en la produccion fruticola, calculadas en US$ 2.120
millones y US$ 511 millones en Estados Unidos y México en los anos 2014 a 2015 (Vilatufia, et. al. 2015)
(Enkerlin, 2005a; Y. Zhang, s/f).
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Como respuesta a la expansion demografica de plagas y para mejorar la eficiencia de control surge
la técnica del insecto estéril (SIT, por sus siglas en inglés). En 1940 se dieron los primeros pasos para aplicar
esta tecnologia que utiliza radiacion para esterilizar a machos que luego son liberados para copular con

hembras silvestres, disminuyendo la progenie (Tkachuk, Kim, Savitskiy, & Savitskiy, 2011).

2. Guatemala y México. Centro América al igual que México posee dos de los géneros de
mosca de la fruta importantes: Ceratitis y Anastrepha. Como respuesta a la amenaza que presentan estas
especies de mosca de la fruta a estos paises se formd un programa de control entre los afos 1976-1977, en el
que se unieron los gobiernos de Guatemala, México, Estados Unidos junto con Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO) y la International Atomic Energy Agency (IAEA). Con estas
colaboraciones se cre6 el programa Moscamed, que implementa la técnica SIT para el control de mosca de

la fruta y otras posibles plagas o insectos de importancia (Enkerlin, 2005a)(Rendon & Montoya, 2008).

En 1994 Ceratitis capitata fue introducida en Costa Rica, luego se extendio por toda Centro América
(Enkerlin, 2005a; Gasperi et al., 2002b). En Guatemala fue reportada el 22 de abril de 1975 en la aldea
Trapiche, Asuncion Mita, Jutiapa (Moscamed, 2010). Subsecuentemente C. capitata colonizo los estados de
México, Oaxaca y Chiapas al propagarse por las plantaciones de café en la Sierra Madre. Luego de
establecerse en México se convirtid en una amenaza latente para los estados de Campeche, Tabasco y
Veracruz. Un estudio de Gutierrez en 1976 estimo que el prevenir el establecimiento de la mosca del
mediterraneo en México representaria un ahorro anual de aproximadamente USD 2,000 millones en dafios
directos englobando la produccion de fruta exportable y el costo en insecticidas (Enkerlin, 2005a). A pesar
de los esfuerzos realizados C. capitata fue detectada en Texas, Florida y California en la segunda mitad del

siglo XX (Gasperi et al., 2002b).

Por otro lado, Anastrepha ludens ha causado dafos valorados en 230 millones de délares anuales, estos
gastos incluyen el costo de restriccion de comercializacion ademas de aplicacion de insecticidas (Hendrichs,
Franz, & Rendon, 1995). Lo anterior se debe a que esta mosca se encuentra establecida en el noroeste de
México en mas de 35,000 hectareas de plantacion comercial de citricos, mangos, manzanas y melocotones.
Se ha aplicado el método SIT para la erradicacion de A. ludens en México, con esto fue posible liberar por
completo los estados de Chihuahua, Sonora, Baja California Norte y Sur (Enkerlin, 2005a). En Guatemala
A. ludens infecta alrededor del 98% las frutas exportables, infectando principalmente el pomelo (Fred M.
Eskafi, 1988) pero también infectando citricos como los mangos y naranjas (Aluja et al., 1996). A pesar de
esto no existe informacion que documente el impacto de 4. ludens en Guatemala, posiblemente por la baja
produccion y exportacion de ambos frutos. A pesar de esto Guatemala es realiza el 43% y 23% exportaciones
de mango a Estados Unidos y a Honduras, respectivamente. Ademas, realiza exportaciones del 72% de

naranjas a El Salvador y un 22% a Nicaragua (OAE, 2014).
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C. Moscamed Guatemala

El Programa de Moscamed Guatemala es la institucion encargada de controlar y erradicar a las moscas
de la fruta por medio del método del insecto estéril. Moscamed tiene los objetivos de “proteger las dreas
libres de la plaga en Guatemala, mantener el estatus fitosanitario libre de plaga en México, Estados Unidos

v Belice; y erradicar la plaga de Guatemala”. (Moscamed, 2010).

Figura 7. Planta de produccion de mosca del Mediterraneo estéril del Programa Moscamed.
Planta Moscamed, ubicada en la laguna del Pino, Barbernes, Santa Rosa, Guatemala

(Moscamed, 2010)

1. Produccion de mosca estéril. La cria masiva de Ceratitis capitata y Anastrepha ludens se
realiza en plantas especializadas, las cuales poseen un estricto control que permite el desarrollo 6ptimo de
las moscas. Para lo anterior la planta divide su proceso de acuerdo a parametros de fase biologica y seleccion

de individuos con mayor pureza (Moscamed, 2010).

Figura 8. Distribucion de la planta de produccion masiva de mosca de la fruta Ceratitis capitata y
Anastrepha ludens
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La planta de produccion se encuentra distribuida en cinco areas de trabajo. En el area de reproductores
se da la copulacion y generacion de huevos, los ultimos son recolectados y trasladados al area de incubacion.
En esta area los huevos se incuban y oxigenan en agua en condiciones libres de microorganismos patdgenos.
En el area de preparacion de alimento y siembra se realiza la mezcla de los componentes del alimento (harina
de maiz, olote de maiz, azucar, levadura y preservantes) en bandejas y luego se “siembra” la suspension de
huevos en cada bandeja, en Ceratitis capitata el GSS permite que se “siembren” unicamente los huevos
machos ya que estos son previamente seleccionados al aumentar la temperatura de la suspension. El area de
desarrollo larvario los huevos se convierten en larvas y se desarrollan. Las larvas maduras son trasladadas al
area de pupacion. Aqui se seleccionan manualmente los machos (pupa de color café) de Anastrepha ludens.
Por ultimo el area de tincion (con FireOrange) e irradiacion es la tltima etapa en la que las pupas macho son

irradiadas para convertirlos en machos estériles (Dyck, Hendrichs, & Robinson, 2005; MOSCAMED, 2016).

D. Métodos de control

1. Control regulatorio. El control regulatorio son medidas legales o quimicas implementadas
para el control de plagas, estos mecanismos se aplican en paises como en Estados Unidos y Guatemala. Un
ejemplo de las medidas tomadas por este control es la prohibicion de la importacion de frutas susceptibles a
la plaga si no han pasado por un tratamiento post cosecha rigurosos que incluye fumigacion, tratamiento con
calor (vapor o agua caliente), tratamientos en frio, inmersion en insecticida o irradiacion. También existen
puestos de cuarentena como otro método de control regulatorio en el interior de Guatemala, estos se
encuentran ubicados estratégicamente para formar un cordon fitosanitario dentro de Guatemala, en Petén
Canchacan, Poptin, San Luis Petén; Los Olivos, Sayaxché; Vista Hermosa, Alta Verapaz; Pucal y
Malacatancito, Huehuetenango y Las Palmas, San Antonio Suchitepéquez (CABI, 2016b; Headrick &
Goeden, 1996b).

2. Medios sanitario. El control Los medios sanitarios son medios de proteccion fisica a la fruta

susceptible que evita la ovoposicion de las moscas de la fruta, por lo general se colocan materiales como

plastico o papel periodico sobre la fruta (CABI, 2016b; Headrick & Goeden, 1996b).

3. Control quimico. El control Los controles quimicos son métodos de control quimicos como
insecticidas que se colocan como cebos unidos con proteina hidrolizada o aplicados directamente a las
cosechas (CABI, 2016b; Headrick & Goeden, 1996b). Este método se utiliza con poca frecuencia ya se ha
reportado resistencia a los insecticidas utilizados como el malathion utilizado en cebos (Magafia, Hernandez-

Crespo, Ortego, & Castafiera, 2007).
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4. Trampas con feromonas. El control Las trampas con feromonas son utilizadas para atraer

a las moscas femeninas y masculinas. Este método es utilizado como método de deteccion en el Mediterraneo

(CABI, 2016b; Headrick & Goeden, 1996b).

5. Control biologico. El control El control bioldgico es un método que disminuye la cantidad
de la poblacion de forma natural disminuyendo a la progenie (SIT) o utilizando enemigos naturales de las

plagas como es el caso de los parasitoides, nematodos, hongos y estrategias de quimio-esterilizacion (CABI,

2016b; Headrick & Goeden, 1996b).
a. Bacterias y parasitoides

1) Wolbachia. Wolbachia es una alfa proteobacteria intracelular gram negativa endosimbidtica que
se encuentra presente en artropodos y nematodos. Esta es transmitida de manera vertical a través de los
huevos, afectando la biologia de sus hospederos de distintas maneras (Coscrato, Braz, P Perondini, Selivon,
& Marino, 2009; Jamnongluk, Kittayapong, Baimai, & O’Neill, 2002). Esta bacteria puede causar
infecciones y modificaciones en el tejido reproductivo como: partenogénesis en avispas, feminizacion de los

machos en isopodos, muerte de escarabajos machos, mariposas y Drosophila spp. (Coscrato et al., 2009).

Estas bacterias se han utilizado como método de control bioldgico ya que la Wolbachia posee la
capacidad de generar incompatibilidad citoplasmatica (IC), los machos infectados son liberados al campo
para causar IC en las hembras silvestres al copular, reduciendo las poblaciones. Ademas se conoce que esta
bacteria posee una alta incidencia en distintas especies de Anastrepha como A. fratercula, A. amita, A.
obliqua, A. sororcula, A. striata, A. serpentina, A. grandis en la que posee la misma incidencia que en
artropodos (Coscrato et al., 2009). Es importante mencionar que es necesario realizar investigaciones para
determinar el estado de la infeccion, asi como los genotipos de las cepas que permiten una infeccion exitosa

(Karimi & Darsouei, 2014).

2) Diachasmimorpha longicaudata. Los parasitoides son conocidos como insectos que se
desarrollan en el interior (endoparasito) o exterior de otros organismos (ectoparasito). Diachasmimorpha
longicaudata es un endoparasito de las moscas de la fruta B. dorsalir, C. capitata y Anastrepha spp. El
parasitoride infecta a las larvas dentro de la fruta, especialmente frutas de importancia comercial, ya que esta
es atraida por los productos de fermentacion causados por dafios en el tejido vegetal y detecta a las larvas por
medio de sonidos. El parasitoide oviposita de 13 a 24 huevos (razon ideal de infeccion 4:1 parasitoide a larva)
(Montoya et al., 2000; University of Florida, 2014). Con la implementacion de este método de control se ha
reportado la disminucion del 70% de la poblacion de 4. suspensa. Un factor limitante de esta técnica es la
dependencia del tamafio de la poblacion con la eficiencia del método. Otro problema con este método es la

relacion inversamente proporcional entre la infeccion de parasitoides y el tamaiio del fruto.
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b. SIT. La técnica SIT se desarroll6 basada en los trabajos de Knipling (1930) que reportd que las
especies econdomicamente importantes podian ser controladas o erradicadas por manipulacion genética (Y.
Zhang, s/f) y Serebrovskii y Vanderplank (1940) que propusieron el uso de translocaciones cromosomales
como una técnica de esterilizacion (Tkachuk ez al., 2011). De estas ideas surgi6 la tencia SIT que utiliza la
irradiacion gamma o rayos X para la generacion de insectos machos estériles, que luego son liberados y
disminuyen la poblacion (Alphey et al., 2006b; Enkerlin, 2005a). Actualmente esta técnica se aplica con los

géneros: C. capitata, Anastrepha ludens y Bactrocera sp.

A través de los afios el SIT ha sufrido varias mejoras con el tiempo con la aplicacion de ingenieria
genética. Algunas de las técnicas de mejora son las cepas de sexado genético, GSS (por sus siglas en inglés)
en la cual se generan cepas utilizando translocaciones cromosomales causando mutaciones deseadas (Franz,
2005). Por ejemplo, la produccion de la cepa “Tap. 77 de A. ludens (hembras de pupa negra) y la produccion
de la cepa VIENNA 8-1260 de C. capitata que posee mutacion en el gen ts/ que transforma a los huevos
hembra a sensibles al calor. Estas cepas han permitido la optimizacion de la separacion mecanica realizada
con un separador de semillas en ambas especies (Lopez-Arriaga, Montoya, Cancino, Toledo, & Liedo, 2014;
Moscamed, 2010). Actualmente existen 24 programas que aplican esta técnica para controlar poblaciones se
encuentran en: Sur Africa, Marruecos, Tunes, Egipto, Israel, Croacia, Grecia, Tailandia, Australia, Hawaii,
Brasil, Argentina, Chile, Peru, Guatemala, México y Florida. (Alphey et al., 2006b; FAO/IAEA, 2016b;
Gasperi et al., 2002b).

En evaluaciones de eficiencia del SIT se ha observado que esta disminuye el dafio causado por las

moscas de la fruta en un 80%, este dafio representa un 25% de las frutas exportables (FAO/IAEA, 2016b).

Figura 9. Mecanismo de la técnica SIT
La técnica del insecto estéril se basa en la crianza masiva de machos de mosca de la fruta. Estos
machos son irradiados y liberados al medio ambiente donde copulan con las hembras silvestres. Estas
hembras ovipositan huevos con menor porcentaje de emergencia y viabilidad.
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1) Ventajas. Desde la implementacion del SIT como control biologico se han cuantificado los
beneficios de la misma. Los beneficios directos de esta técnica son: la reduccion del dafio causado 80% a las
frutas, un aumento del 20% de la produccion de productos exportables y el aumento de la costo-efectividad
del método. Por ultimo, los beneficios indirectos engloban el aumento de los volimenes de exportacion,
ahorro en costos médicos por la exposicion a insecticidas, aumento de proteccion de abejas polinizadoras de

las plantas productoras (FAO/IAEA, 2016b).

Algunos beneficios para los paises exportadores en los que se ha aplicado la técnica SIT son el
aumento de la produccion per capita al afio. En el caso especifico de especifico de C. capitata en Centro
América en la que se producen 17.2Kg de fruta exportable al afio, aument6 la produccion per capita anual a
aproximadamente 19kg/afio, equivalente a 48,600 toneladas que se encuentran valuadas a USD 25 millones.
Actualmente se han certificado areas libres de C. capitata en Guatemala entre las cuales se encuentra
Quetzaltenango y Laguna de Retana (Dyck efal, 2005; Enkerlin, 2005b). Tambien ha sido posible
erradicacion de 4. ludens en el estado de Chiapas utilizando la estrategia area wide integrated pest managment

(AW-IPM). La erradicacion se mantuvo por 23 afios hasta el afio 2004 (Enkerlin, 2005a)

2) Desventajas. La técnica SIT a pesar de poseer grandes ventajas no es totalmente eficiente ya
que para realizarla con éxito es necesario cumplir y/o enfrentar lo siguiente: disminucion en viabilidad y
competencia de machos estériles, riesgo de liberar hembras fértiles, alto costo del método, seleccionar una
onda de radiacion especifica para cada especie, , seguridad estricta al manipular los equipos de radiacion con
isotopos radioactivos y un peligro ecologico potencial (Tkachuk ez al., 2011). Por lo anterior, a partir del afio
2000 se han realizado distintos esfuerzos para mejorar la técnica como las cepas de sexado genético y

silenciamiento de genes (Franz, 2005).

E. BIOTECNOLOGIA

1. Silenciamiento de genes. El silenciamiento de genes es el mecanismo por el cual la célula
deja de expresar secciones especificas (genes) localizados en el ADN cromosomal (Fire et al., 1998). El
silenciamiento de genes es un método natural que se utiliza como proteccion contra el ARN exdgeno y
durante la diferenciacion sexual por regulaciones epigenéticas y/o como regulacion de genes enddgenos por
regulacion a nivel transcripcional o post-transcripcional (Y. Zhang, 2013). El silenciamiento a nivel
transcripcional se basa en la modificacion de histonas que convierten la eucromatina a heterocromatina, lo
cual inhibe el proceso de transcripcion. El silenciamiento a nivel prost-transcripcional se lleva a cabo por el
bloqueo o destruccion especifica de un ARNm, previniendo la transcripcion del gen especifico. Las
técnicas implementadas con mayor frecuencia en el area de investigacion son las basadas en post-
transcripcion, como lo es el ARN de interferencia por sus siglas en inglés ARNi (Agrawal et al., 2003; Y.

Zhang, 2013). Esto debido a que se ha demostrado que muchos organismos tienen la capacidad de generar
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ARNi como un mecanismo de defensa, entre esos organismos se encuentran: Moscas, tripanosomas,

planarias, hudrax, ratas y plantas (Zamore, Tuschl, Sharp, & Bartel, 2000).

a. ARN de interferencia. El silenciamiento por medio de ARNi, o gene knockdown, es una técnica
novedosa que permite utilizar el mecanismo de defensa contra infeccion celular causada por la introduccion

de ARN de doble hebra (ARNdh) exdgeno (Agrawal et al., 2003; Cladera et al., 2014).

1) Mecanismo basico de interferencia. El mecanismo de ARNi posee dos pasos fundamentales
(Figura 8). Antes de empezar el mecanismo es necesario realizar la introduccion del ARNdh esta
internalizacion puede ser in vitro o producido por la célula (in vivo). El primer paso del mecanismo de
interferencia involucra a la enzima Dicer una endoribonucleasa tipo I1I que posee un dominio helicasa amino-
terminal, 2 repeticiones en tandem ARNasas III, un dominio PAZ formado de las proteinas PIWI y las
proteinas agronauta y zwille. La enzima Dicer digiere el ARNdh formando un conjunto de ARN pequefio de
interferencia (ARNip). Este ARNip posee de 21 a 23 pares de bases con extremos 5’-fosfato y 3°-OH, ademas
de poseer en ambos extremos de 2 a 3 nucleotidos libres. El segundo paso del silenciamiento por medio de
ARNI involucra la incorporacion del ARNm a una nucleasa multi-componente llamada RISC. Esta nucleasa
esta compuesta por la proteina agronauta, un dominio altamente conservado PAZ y una helicasa dependiente
de ATP. La helicasa dependiente de ATP tiene la funcion de separar las hebras de ARN exdgeno para que la
hebra antisentido se una su homélogo de ARNm a silenciar. Luego el RISC reconoce el sitio de union de la
hebra antisentido con el ARNm y realiza un corte de doble hebra. Este ARNm cortado es degradado,
inhibiendo el proceso de traduccion (Agrawal et al., 2003; Farrel, 2005).

La produccion de ARN de doble hebra se realiza utilizando una bacteria transgénica con una
mutacion para no producir ARNasas E. coli HT115 (DE3) y un plasmido con el segmento de interés y dos
promotores iguales, estas modificaciones se realizan para que la bacteria sintetice el ARN de doble hebra de
interés. Este ARN de doble hebra luego es internalizado por el insecto cuando este ingiera las bacterias o el
ARNdh, provocando el silenciamiento de los genes de interés (Taracena et al., 2015). Se recomienda que el
dsRNA posea una longitud de por lo menos 26 nucledtidos. En mamiferos se recomienda que el ARN de
doble hebra no posea mas de 30 pares de bases ya que induce la activacion de interferones pertenecientes al

sistema inmune que causan la apoptosis celular (Agrawal et al., 2003; Farrel, 2005).
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Figura 10. Mecanismos basicos de interferencia.
Los pasos basicos del mecanismo de interferencia de ARNi son dos: el ARN de doble hebra es
cortado por la enzima Dicer transformandolo en ARNip. El ARNip se une al complejo RISC causando la

degradacion del mARN objetivo y el silenciamiento del gen de interés.
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2) Desventajas y ventajas de ARNi. Entre sus ventajas se encuentran: el permitir examinar la funcion
de un gen a la vez, su alta especificidad, su amplia aplicabilidad ya que es un mecanismo altamente
conservado y es un mecanismo potente ya que para inducir el silenciamiento es necesario una menor
concentracion de ARN de doble hebra comparado con oligos antisentido (Farrel, 2005).. Las desventajas de
este método son: el costo del método ya que es mas costoso que los oligos de ARN, la posible respuesta de
apoptosis celular si se inserta un ARN de doble hebra mayor a 30 pares de bases en mamiferos, la resistencia
de algunas células como neuronas al silenciamiento, baja reproducibilidad, el alto nimero de ARNip que

deben ser disefiados para lograr el silenciamiento (Hammond, Bernstein, Beach, & Hannon, 2000).

b. Internalizacion del ARN de doble hebra usando bacterias transgénicas. E1 ARN de doble
hebra utilizando la tecnica de ARN de interferencia, se ha aplicado ampliamente en el control de plagas
agriculturales. Con la implementacién de esta tecnica se han observado resultados favorables al causar la
pérdida de funcion especifica del gen objetivo. En muchos casos, el silenciamiento del gen objetivo resulta
en la disminucién de la sobrevivencia del mismo aumentando la mortalidad. EI aumento de la aplicacion de
este método ha dado lugar al estudio de muchos genes blanco para desarrollar ARN de doble hebra eficientes

(Kim, Park, Kim, & Ling, 2015).

Se ha demostrado que existen distinas cepas bacterianas que pueden transcribir el ARN de doble hebra en
cantidades suficientes para obtener una concontracion significativa. Estudios han demostrado que la
administracion de dichas bacterias por via oral permite la internalizacion del ARN de doble hebra,

conviriendolo en un método adecuado para inducir el silenciamiento en diversos organismos. (Li et al,
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2011; Pomerantz & Hoy, 2014; Taracena et al., 2015; Whyard et al., 2009; Yu et al., 2013). Lo anterior es
posible ya que se ha demostrado que existen cepas bacterianas que poseen la habilidad de transcribir
ARNdh en suficientes cantidades para causar silenciamiento siembre y cuando estas posean un vector de

clonacion adecuado (Li et al., 2011; Pomerantz & Hoy, 2014).

1) Generacion de plantilla de ADN. Para producir ARN de doble hebra in vitro se utilizan
como plantilla productos de PCR obtenidos de ADN gendmico purificado o ADN codificante, ADNc, el
cual se sintetiza a partir d¢ ARN mensajero maduro purificado y la enzima Transcriptasa Reversa (A.

Griffiths, Miller, & Suzuki, 2000; Hull & Timmons, 2004).

2) Disefio de vector de clonacidn. El vector de clonacion es un plasmido comercial que es
ligado a un producto de PCR del gen de interés. El fragmento de interes debe poseer el gen de interés
flanqueado por dos promotores de bacteriofagos iguales, los cuales pueden ser T7, T3 o SP6. Estos
permiten la transcripcion del inserto en ambas direcciones generando una cadena de ARNm
complementaria a la otra y formando asi el ARNdh. Los promotores usualmente se encuentran dentro del
plasmidocomercial. Cada plasmido posee una combinacion de promotores de bacteriofagos, dos
promotores idénticos en orientacion invertida o un Unico promotor (Hull & Timmons, 2004; Lisa

Timmons, Court, & Fire, 2001).

El plasmido comercial elegido es el pPGEM-T, el cual posee una alta eficiencia de ligacion al producto de
PCR debido a que posee una tnica tiamina en el 3’ terminal en ambos extremos. También posee la ventaja
que puede ser seleccionado mediante la técnica azul y blanco, la cual es rapida y conveniente. El vector es
de un alto numero de copias debido a que posee varios promotores, como T7, flanqueados por varias

regiones de clonacion multiple (Promega, 2010b).

3) Transformacion de bacterias. Una bacteria es transformada luego de la incorporacion del
vector de clonacion en una bacteria en estado competente. Existen dos técnicas por las cuales se realiza la
transformacion: shock térmico o electroporacion. La bacteria a transformar es E. coli HT115 (DE3), ya que
produce ARN de doble hebra con eficiencia (Hull & Timmons, 2004). El fenotipo de esta cepa se describe
de la siguiente manera: F-, mcrAd, mcrB, IN(rrnD-rrnE)1,mc14::Tn10(DE3 lysogen: lavUVS5 promoter -T7
polymerase)(Boulier & Jenna, 2009). Esta cepa posee caracteristicas importantes entre ellas esta la
expresion de ARN polimerasa T7 bajo el control de un promotor /ac modificado que permite inducir la
produccion de ARN de interferencia al tener una exposicion a IPTG, analogo a la lactosa. La cepa también
se caracteriza por no poseer ARNasa III, permitiendo que se acumule el ARN de doble hebra sin ser
degradado. También posee un factor de seleccion, resistente al antibidtico Tetraciclina (BioScience, s/f;

Hull & Timmons, 2004).

Sin embargo, la cepa mencionada anteriormente no posee ningln sistema de confirmacion de

clonacién exitosa, por lo que se recomienda utilizar la cepa E. coli NOVA-BLUE que es posee una alta
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eficiencia de transformacion ya que el plasmido es mas estable y puede seleccionarse mediante un el
sistema azul-blanco. Su fenotipo se describe de la siguiente manera: endAl hsdR17 (rkiz mxi2*) supE44
thi-1 recAl gyrA96 reldl lac F' [proA+B-+laclgZAMI5::Tn10] (Tet®) (A. J. Griffiths, Gelbart, Miller, &
Lewontin, 1999). Se caracteriza por poseer endonucleasas deficientes (endA41) que mejora la estabilidad del
ADN clonado, impidiendo la destruccion de este por la accion de endonucleasas EcoK (hsdR17). Por
ultimo, posee un represor del operon de lactosa que se encuentra mutado de forma inducible (laclqgZAM15)
permitiendo el sistema de seleccion azul-blanco. Lo anterior hace posible la identificacion de las bacterias
transformadas al ser estas de color blanco mientras que las no transformadas seran de color azul (Novagen,

2004; Lisa Timmons et al., 2001).

4) Métodos de entrega. Se ha estudiado diversos métodos de entrega del ARN de doble hebra.
Se ha demostrado que el ARNi ambiental es altamente eficiente para inducir silenciamiento por medio de
inyeccion del ARN de doble hebra directamente en la cavidad que contiene la hemolinfa del insecto. La
microinyeccion fue implementado por primera vez por Fire y Mello desde los principios de la técnica de
ARN de interferencia (Fire ef al., 1998). Esta permite cuantificar la cantidad exacta de ARNdh que se
introduce al organismo y tejido de interés. Esta técnica debe ser optimizada para cada gen y organismo para
obtener resultados reproducibles. La técnica de microinyeccion no se ha utilizado a gran escala debido a su
gran dificultad al realizar la inyeccién manual a cada organismo (Fire et al., 1998; Hull & Timmons, 2004;

Lietal,2011; Yuetal., 2013).

También es posible inducir el silenciamiento por medio de entrega oral del ARN de doble hebra
por medio de alimentar con bacterias generadoras de ARNdh. Estudios de Timmons (L Timmons & Fire,
1998; Lisa Timmons ef al., 2001) han demostrado la posibilidad de inducir silenciamiento al introducir el
ARNdh por medio de la via oral, al ingerir las bacterias transgénicas el organismo de interés. Estas
bacterias se mezclan con el alimento habitual por lo que son ingeridas y absorbidas causando
silenciamiento (Hull & Timmons, 2004; Li efal., 2011; Lisa Timmons et al., 2001; Yu et al., 2013).
Actualmente surgié una nueva técnica de entregar el ARNdh al organismo de interés, encapsulado en
quitosano. Este compuesto estabiliza y aumenta la biodisponibilidad del ARNdh ingerido ya que la ingesta
en larvas es variable (Dragicevic & Maibach, 2016; Kashyap, Xiang, & Heiden, 2015; Yu et al., 2013; X.
Zhang, Zhang, & Zhu, 2010) .

c. Evaluacion de silenciamiento genético. El PCR por sus siglas en inglés polymerase chain
reaction es una técnica desarrollada en los afios 80s por Kary Mullis que permite la amplificacion de una
secuencia de ADN copia o gendomico al delimitarla utilizando oligos disefiados especialmente (Metzker,
Caskey, Metzker, & Caskey, 2009). Actualmente esta técnica es de gran importancia debido a que permite
la amplificacion de varias secuencias de interés en un tiempo corto. Por lo anterior se utiliza ampliamente
en los campos de investigacion de ciencias forenses, determinacion de la actividad transcripcional de

células y tejidos, la identificacion de enfermedades infecciosas, entre otros.
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Debido a que la técnica de PCR convencional no es apta para aplicaciones cuantitativas, surgié una
variacion de la técnica generando el PCR tiempo real (q-PCR). Esta nueva técnica permite observar la
amplificacion del fragmento de interés en tiempo real utilizando florescencia. A diferencia de otros métodos
el g-PCR presenta una alta sensibilidad, especificidad, reproducibilidad y amplio rango de cuantificacion
dinamica (Pfaffl, 2000). Como resultado de la amplificacion se observa una grafica sigmoidal (cantidad de
ciclo contra florescencia) formado de tres fases: linea base, fase exponencial (aumento de concentracion de
ADN) y platé que representa el final de la amplificacion. El punto de unién entre el umbral y la grafica se
denomina ciclo umbral Ct también conocido como ciclo de cuantificaciéon y se utiliza para calcular la
eficiencia del q-PCR asi como el nimero de copias iniciales de la plantilla de ADN. Lo anterior se debe a
que se encuentra correlacionado inversamente al logaritmo del nimero de copias iniciales (Arocho, Chen,
Ladanyi, & Pan, 2006; Fillon, 2012; Fisher, 2013; Fleige et al., 2006; Rao, Huang, Zhou, & Lin, 2013;
Tevfik, 2000).

Figura 11. Grafico proporcionado por PCR tiempo real.
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Es posible calcular la eficiencia de la reaccion de g-PCR (ecuacion 1) al realizar una curva estandar
con diluciones de una muestra de concentracion conocida, utilizando el valor Ct de cada muestra y el
logaritmo de la concentracion de las muestras para graficar los resultados. El intercepto en el eje-Y de esta
grafica corresponde al limite tedrico superior de deteccion de la reaccion. Idealmente la eficiencia del g-PCR
debe ser del 100%, para lo anterior, es necesario que la curva estandar posea una pendiente de -3.32. (Arocho

et al., 2006; Fillon, 2012; Fisher, 2013; Fleige et al., 2006; Rao et al., 2013; Tevfik, 2006).
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Ecuacion 1. Formula de Eficiencia de q-PCR

Eficiencia = 10(-pendiente) _ 1

(Tevfik, 2006)

Figura 12. Curva Estandar.
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F. BIOINFOMATICA

1. Secuenciacion. La secuenciacion de ADN es el proceso que determina el orden de los nucleétidos
en una molécula de ADN. Esta incluye cualquier método o tecnologia que se usa para determinar el orden de
las cuatro bases — adenina, guanina, citosina y timina — en una hebra de ADN. El conocimiento de la secuencia
de ADN se ha vuelto indispensable para numerosos estudios en las areas de diagnostico médico, ciencias
forenses, biologia sistematica y control microbiologico (Hindley & Staden, 1983; Mitchelson, 2007).
Actualmente se utilizan métodos de secuenciacion de siguiente generacion (NGS, por sus siglas en inglés)
para secuenciar moléculas de ADN. Estos permiten analizar varias secuencias al mismo tiempo y obtenerlas

a bajo costo para analisis posteriores, como la determinacion de su similitud (Chin et al., 2013).

La secuenciacion de primera generacion, que surgio en 1970s, incluye los métodos de Maxam-Gilbert y
Sanger. En el ltimo, cadenas de ADN se sintetizan a partir de una hebra plantilla. La sintesis para cuando
se agrega uno de los 4 nucleodtidos que no tienen el grupo hidroxilo 3’. Se obtiene, entonces, moléculas cortas

de ADN que se separan por tamafio por electroforesis y se infiere su secuencia por una computadora.
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Para optimizar el proceso, los nucle6tidos se marcaron con proteinas fluorescentes; las moléculas de
ADN se separan por capilares y se detectan por excitacion con laser. La tecnologia de nueva de nueva
generacion ha reemplazado la tecnologia de primera generacion. Estos nuevos equipos permiten la
secuenciacion de muchos fragmentos de ADN simultineamente. Son mas eficientes y rapidos que la
tecnologia de primera generacion. El desarrollo de los equipos de nueva generacion se dio gracias a los
avances en bioinformatica: mayor almacenamiento de datos y facilidad de manipulacion y analisis de bases

de datos grandes.

a. Secuenciacion SMRT. Mientras que la tecnologia de nueva generacion ofrece mejoras con
respecto a la secuenciacion Sanger, aun tiene limitaciones. Su short readlengths 1a hace poco adecuada para
algunos problemas bioldgicos, como deteccion de metilacion o determinacion de genomas complejos. La
tecnologia SMRT, desarrollada por PacificBioSciences (PacBio), ofrece un enfoque alternativo para superar
esas limitaciones (Rhoads & Au, 2015). La secuenciacion de PacBio captura la informacién —secuencia-
durante el proceso de replicacion del ADN objetivo. El modelo, llamado SMRTcell, es ADN de una hebra,
circular que se produce por adicion de hairpin adaptors a los extremos de una doble hebra de ADN. SMRT
también conocido como “Single Molecule Real Time SequencingTechnology” es un método de
secuenciacion de nueva generacion utilizado para facilitar y agilizar el proceso (Chi; et. al. 2013; Roberts
2013). SMRT utiliza nucledtidos fluorescentes como sefializadores mientras se sintetiza cada hebra de ADN.
En cada unidad hay nucledtidos marcados con fluorescencia y una polimerasa inmovilizada que se une al
adaptador e inicia la replicacion. Cuando una base es tomada por la polimerasa, emite luz y se identifica la
base. Los pulsos de luz obtenidos de cada SMRTcell son interpretados como una secuencia de bases (Rhoads
& Au, 2015). La calidad del fragmento aumenta segtin el numero de veces que se secuencia (Weill Cornell,

2016).

Una de las grandes ventajas es que puede realizar lecturas de la secuencia de un genoma circular (Roberts
2013). La secuenciacion SMTR se utiliza para generar secuencias mas largas que con tecnologia Sanger o
inicial de nueva generacion; también facilita el ensamblaje y terminacion de genomas. Para tamafios comunes
de genomas de bacterias (1 — 10 megabases) se puede usar secuenciacion larga SMRT en conjunto con
lecturas cortas o shorterreads. Con este método se generan genomas de alta calidad; sin embargo, se

requieren minimos dos plataformas para poder hacerlo de manera eficiente (Chin et al., 2013).
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Figura 13. Esquema del proceso de secuenciacion por SMRT.
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La libreria Bluepippin es un instrumento utilizado para la purificacion de fragmentos de ADN que
contienen los adaptadores para la secuenciacion de nueva generacion. Este fue desarrollado por Sage Sciences
para facilitar el procesamiento de los fragmentos de ADN para el proceso de secuenciacion. Este se basa en
la separacion de los fragmentos de ADN en un gel de electroforesis por medio de campos pulsados. Del ADN
recolectado se establece su tamafo segun un programa que posee dicho equipo para registrar cada fragmento
segun el tamafio deseado. La forma en que estima el tamaiio de los fragmentos es por la utilizacion de un
estandar de ADN que se conoce el tamafio y se corre simultdneamente con las muestras. Los fragmentos que
detecta varian segun la concentracion del cassette de utilizado, estos pueden ir de 90 bp a 50 kbp. Los
beneficios que aporta este sistema son: rapida y no requiere de mucho esfuerzo en comparacion con la
purificacion por gel que se realiza de forma manual; es reproducible; y alto nivel de recuperacion de la
muestra con los fragmentos de ADN purificados(Sage Science, 2017). Esta herramienta es utilizada en
conjunto con SMRT para obtener mejores resultados en la secuenciacién del fragmento o genoma de ADN

deseado.

b. Secuenciacion MiniSeq de Illumina La tecnologia de nueva generacion (NGS por sus siglas
en inglés es “Next Generation Sequencing”) produce millones secuencias cortas que al unirlas forman el
genoma. [lumina es una de las plataformas que llega a abarcar mas del 70% de las tecnologia de NGS
(iLLumina, 2016; Stuart M. Brown, 2017). Los equipos de Illumina se basan en secuenciacion por sintesis
(SBS, por sus siglas en inglés). Se usan cuatro nucledtidos marcados con fluorescencia para secuenciar
millones de clister en una celda. Durante cada ciclo, un solo ANTP se afiade a la cadena de acidos nucleicos.
El nucledtido marcado sirve como un terminador de la polimerizacion. Con la fluorescencia se identifica la

base y se corta enzimaticamente, permitiendo la union de otro nucledtido (Illumina, 2010).
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En la Figura 6 se muestra el proceso de secuenciacion. El genoma o secuencia de ADN es cortado
por procesos enzimaticos, fisicos o quimicos en pequefios fragmentos. A cada extremo libre del fragmento
se le afiaden adaptadores que son complementarios a una secuencia de oligonucledtidos en una celda de flujo.
Uno de los extremos no unidos a la celda de flujo se une a los primers de la celda. Luego se prosigue con un
proceso de PCR que amplifica para obtener la hebra complementaria y la hebra guia. Este paso de sintesis de
hebras se hace de forma repetitiva en los dos sentidos del fragmento. El PCR se hace diversas veces para
aumentar la sefial y facilitar la identificacion de cada nucledtido de los fragmentos (3402 Bioinformatics,
2017). Durante cada ciclo, un solo dNTP se afiada a la cadena de acidos nucleicos. El nucledtido marcado
sirve como un terminador de la polimerizacion. Con la fluorescencia se identifica la base y se corta

enzimaticamente, permitiendo la unién de otro nucledtido(Illumina, 2010).

Figura 14. Proceso de secuenciacion de nueva generacion.
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(3402 Bioinformatics Group, 2015)
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Figura 15. Esquema del proceso de secuenciacion en el equipo MiSeq.

i iy Prepare el cartucho de reactivo precargado para utilizarlo.

= : Desnaturalice y diluya bibliotecas (no se aplica a todos los tipos de
ay bibliotecas). Consulte Preparacion de bibliotecas para la secuenciacion en
k MiSeq (n.* de documento 15039740).
. g Cargue la mezcla de bibliotecas en el cartucho de reactivo del
o '-“5;6:6‘6, deposito designado.
@ @ @
I
__'__ 7] En la interfaz de software, seleccione Sequence (Secuenciar) para
—— iniciar los pasos de configuracion del experimento.
HibaH
2 [Opcional] Conéctese a BaseSpace o a BaseSpace Onsite.

Lave y seque bien la celda de flujo.
Cargue la celda de flujo.

Cargue la botella de PR2 y asegurese de que la botella de residuos
esta vacia.

Cargue el cartucho de reactivo.

——— Revise los parametros del experimento y los resultados de
comprobacion anteriores al experimento.
- - Seleccione Start Run (Iniciar experimento).
e ——— Supervise el experimento desde la interfaz de MCS o en otro
l_ T _[!l ordenador con visor del analisis de secuenciacion (SAV).
I

Lleve a cabo un lavado posterior al experimento.

(Illumina, 2015).

Las lecturas de cada secuencia pueden ir de 25 a 250 pares de bases. La especificidad de los
oligonucleotidos y adaptadores permiten la secuenciacion paralela de diversos fragmentos (Hadfield &
Eldridge, 2014).
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c¢. Alineamiento de secuencias. El alineamiento de diversas secuencias de ADN, ARN o proteina
es uno de los analisis mas utilizados para la comparacion de diversas especies, deteccion de mutaciones, entre
otras. Actualmente, se utiliza para poder determinar la evolucion de una especie, relacion filogenética entre
diversos organismos, y otorgar una inferencia historica de relacion entre los genes y la especie. Permite
mostrar la evolucion del ADN en el transcurso del tiempo tomando en cuenta deleciones e inserciones en el
genoma (S. Kumar & Filipski, 2007; Rosenberg, 2009). El alineamiento permite asegurar la similitud entre
dos secuencias, determinar grupos funcionales en las secuencias, comparar genes y sus productos (proteinas
usualmente) y buscar homologia en la secuencia. La homologia se refiere al analisis de secuencias de
proteinas y ADN de forma computacional para determinar si pertenecen a un ancestro en comun. La
homologia tiende a confundirse con la similitud el cual es un término cuantitativo sobre la igualdad ente dos
componentes (Bioinformatics at COMAYV, 2016; Rosenberg, 2009). Por lo tanto, en esta investigacion segiin
el objetivo no se desea determinar la homologia, sino que la similitud entre el genoma de K. oxytoca y el de
K. pneumoniae. Existen dos tipos de alineamientos, el local y el global. En el local las secuencias se alinean
en las zonas similares. El global en cambio alinea a las secuencias completamente (Bioinformatics at

COMAY, 2016).

2. rep-PCR (BOX PCR). Los avances en técnicas moleculares han permitido estudiar la estructura
de las comunidades microbianas y su interaccion con otros seres vivos o su ambiente. Una de las técnicas
usadas para determinar relacion gendmica es el rep-PCR. Se basa en la amplificacion por PCR de secuencias
de ADN situadas entre secuencias repetidas especificas en genomas procariotas. Existen varias clases de

secuencias repetidas y se denominan elementos BOX, REP y ERIC (Wolska & Szweda, 2012).

La amplificacion de estos elementos repetidos genera una serie de fragmentos de ADN de diferente
tamafio. La separacion de estos fragmentos en geles de agarosa da lugar a “huellas dactilares de ADN”. El
rep-PCR puede realizarse de ADN purificado o colonias bacterianas individuales. En ciertos casos, se prefiere
usar ADN porque permite maxima reproducibilidad (Ghosh, Verma, Mengoni, & Tripathi, 2004; Louws
et al., 1998; Rodrigues, Sakata, Comasseto, Bicego, & Pellizari, 2009).



Figura 16. Esquema del procedimiento de rep-PCR.
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3. Genes caracteristicos del género Klebsiella

a. Genes metabolicos

Cuadro 1. Genes propios del metabolismo de Klebsiella spp.

Gen Funcion Literatura

citB — citG2 Fermentacion de citrato (Bott, Meyer, & Dimroth, 1995; T. H. Hazen
et al., 2014; Schwarz & Oesterhelt, 1985)

ureaABCDEFG | Ureasa (Tracy H Hazen et al., 2014; M. H. Lee et al.,
1993)

lacZ, lacY, lacl | Genes de fermentacion de (Wilson E. Buvinger & Monica Riley, 1985)

lactosa

katA, katG, catalasa (Tracy H Hazen et al., 2014; Jacek Switala,

katE Barbara L. Triggs-Raine, & Peter C. Loewen,
1990)

malT Regulador maltosa (Michaelis, Chapon, D ’enfert, Pugsley, &

Schwartz, 1985)

pulA Pululanosa: degradacion de (Michaelis et al., 1985)
almidon (starch-debranching)

pho box: Regulacion de fosfato, se activan | (T.-Y. Lee, Makino, Shinagawa, Amemura, &
PhoRBAEM cuando hay escases de fosfato Nakata, 1989)

(Elaboracion propia)

b. Genes de virulencia. Los factores de virulencia son moléculas (gene products) que contribuyen
a la patogenicidad de un microrganismo. Incluyen toxinas bacterianas, proteinas de la superficie celular,
enzimas hidroliticas y carbohidratos de la membrana celular. La siguiente tabla muestra los diferentes tipos

de factores, segun la funcion que realizan (Cross, 2008).
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Cuadro 1. Funcion y tipos de factores de virulencia en bacterias

Funciones

Tipos

Colonizar y establecerse en un hospedero particular

Factores de adherencia: muchas bacterias
patogénicas colonizan la mucosa usando pili para
adherirse a las células.

Evadir el sistema inmune del hospedero

Céapsulas: algunas bacterias estdn cubiertas por
capsulas que las protegen de opsonizacion y
fagocitosis.

Inmunosupresion: inhibir la respuesta inmune del
hospedero

Inhibiciéon  de citosinas

proinflamatorias

produccion  de

Entrar y salir de las células del hospedero (solo para
patdgenos intracelulares)

Factores de invasion: son componentes de la
superficie celular que le permiten a las bacterias
invadir las células del hospedero. Normalmente
estan codificados en plasmidos.

Obtener nutrientes del hospedero

Sideroforas: son factores de unién de hierro que
permiten a las bacterias a competir con el hospedero
por hierro.

Causar dafios en el hospedero

Endotoxinas: las toxinas (lipopolysaccharide
endotoxins) de bacterias Gram negativo pueden
causar fiebre, cambios en presion arterial,

inflamacion, etc.

Exotoxinas: incluyen toxinas y enzimas secretadas
por bacterias patogénicas. Pueden tener efectos
citotoxicos, neurotdxicos o enterotoxicos.

(Peterson, 1996)

El uso de técnicas gendmicas y de biologia molecular ha permitido la identificacion de factores de

virulencia que pueden ser objetivo de nuevas terapias. Estos factores deben ser evaluados en estudios in vitro

e in vivo para determinar su prevalencia en aislados bacterianos. Con el aumento de bacteria resistente a

multiples antibidticos y una disminucion de la gama de antibioticos, los investigadores deben conocer todos

los posibles factores de virulencia para desarrollar nuevas terapias (Cross, 2008).
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Se han realizado varios estudios para determinar si la virulencia de Klebsiella pneumoniae es dado por
ciertos genes. En uno de ellos, los autores querian determinar si la virulencia se veia afectada al mutar el gen
htrA. Este codifica para una proteasa y estd involucrado en la sintesis de LPS y CPS (capsular
polysaccharide). Se observo que la mayoria de mutantes sin ese gen eran susceptibles a calor, estrés oxidativo
y medicamentos. También hubo casos en que bacterias Gram negativo con mutaciones de htrd causaron

enfermedades atenuadas en animales (Cortes, de Astorza, Benedi, & Alberti, 2002).

Otro gen estudiado es el gen uge. Este codifica para una UDP galacturonate 4-epimerasa. Cepas mutantes
KT3412 and KT3412 con el plasmido pGEMT (sin gen uge) no produjeron infeccion en el tracto urinario de
ratas (Regue et al., 2004).

Las bacterias del género Klebsiella también pueden contener genes de resistencia. En un articulo del
2011, Kumar et al compararon los genomas de tres cepas distintas de K. pneumoniae y determinaron los
genes de virulencia o resistencia en comun (Fig, 12 y 13). Entre los genes en comtin se encuentran los factores
de virulencia de transporte de hierro, sintesis de capsula y elementos extracromosomales o plasmidos (V.

Kumar ef al., 2011).

Figura 17. Genes en comin en cepas de Klebsiella pneumoniae.

.
Biological role category” No. of Proportion (%)

genes of total no.
Transport and binding proteins 674 18.56
Energy metabolism 530 14.60
Regulatory functions 363 10.00
Cell envelope 325 8.95
Hypothetical 243 6.69
Cellular process 186 5.12
Protein fate (secretion, trafficking, 184 5.07
folding, etc.)
Biosynthesis of cofactors, prosthetic 176 4.85
groups, and carriers
Central intermediary metabolism 175 4.82
Protein synthesis 167 4.60
DNA metabolism 147 4.05
Amino acid biosynthesis 114 3.14
Purines, pyrimidines, nucleosides, and 80 2.20
nucleotides
Fatty acid and phospholipids metabolism 69 1.90
Transcription 47 1.29
Signal transduction 45 1.24
Mobile and extrachromosomal element 11 0.30
functions
Unclassified 95 2.62
Total 3,631

(V. Kumar et al., 2011).
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Figura 18. Genes de resistencia a antibioticos en Kiebsiella pneumoniae.

No. of genes”
Group” .
’ 1162281 JHI MGH NTUH Rh 342 Othe:}’g‘f"""'”‘l

Aminoglycoside acetyltransferase 0 0 4 0 0 0 130
Aminoglycoside phosphotransferase 1 0 1 0 0 0 15
Beta-lactamase 3 1 4 1 1 2 915
Chloramphenicol acetyltransferase 1 0 1 0 0 0 33
Drug-insensitive DHFR 1 0 0 0 0 0 70
Specific demethylase 1 1 1 1 1 1 3
Efflux pump 12 11 13 11 11 11 44
Pentapeptide repeat 1 0 0 0 0 0 49
Sulfonamide-resistant dihydropteroate synthase 1 0 1 0 0 0 60
Ribosomal protection protein 0 0 0 0 0 0 1
Undecaprenyl pyrophosphate phosphatase 1 1 1 1 1 1 2
Unclassified 2 2 2 2 2 2 4

Total 24 16 28 16 16 17 1,326

“ Antibiotic resistance gene categories were adapted from the ARDB and identified by TBLASTN searches.
" Species name abbreviations are the same as those in Table 2.
¢ Other Kiebsiella sp. hits from the GenBank database.

(V. Kumar et al., 2011).

G. NANOTECNOLOGIA

I. Quitina. La quitina es el biopolimero que da la estructura al exoesqueleto de insectos,
crustaceos, artropodos e incluso a la pared celular de algunos hongos, de manera que es uno de los
biopolimeros mas abundantes. Su estructura porosa y alto peso molecular le permiten absorber agua
(Ramirez, et al 2010), sin embargo, es muy poco soluble en agua y tiene baja reactividad. Esto provoca que
sus aplicaciones sean limitadas, sin embargo, el quitosano, uno de sus derivados tiene multiples aplicaciones
(Sastosque, et al 2007). Esto provoca que la demanda de quitina este en constante aumento (Pillai & Chandra
2009). Actualmente se obtiene de crustaceos criados industrialmente, sin embargo, el aumento en su demanda

ha hecho necesaria la busqueda de otras fuentes para su produccion industrial.

a. Estructura de la quitina. Cada monomero de la quitina es una aldosa, la 2-Acetilamina-2-
desoxi--D- (+)-Glucosa. (Rinaudo 2006), su estructura puede verse en la Figura 19. También se puede
apreciar que los mondémeros se mantienen unidos por enlaces glucosidicos que se forman con la pérdida de
un agua y enlace de los grupos alcohol y carbonilo. (Devia 1980). Como puede apreciarse en la Figura 19,
los mondmeros también interactuan mediante dos puentes de hidrogeno, esto reduce la libertad de rotacion
del polimero (Wang. et al 1991), esto es lo que provoca la baja solubilidad de la quitina en agua (Einbu

2007).
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Figura 19. Estructura de la quitina.
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Einbu, A. (2007). Characterization of chitin and a study of its Acid-Catalysed Hydrolysis. Thesis for the

degree of philosophiae doctor, Trondheim Norwegian.

Algunos monomeros de la cadena estan desacetilados, siendo mondmeros de quitosano y no de
quitina, de manera que la quitina es un copolimero. Su calidad puede medirse respecto su grado de acetilacion,

es decir, la proporcién de mondmeros que tienen el enlace acetilo (Pacheco 2013).

b. Ceratitis capitata como fuente de quitina. Cada El exoesqueleto de los insectos estd
compuesto por una cuticula que recubre su cuerpo y puede soportar grandes presiones sin romperse o
deformarse. La cuticula esta compuesta por tres capas, la epicuticula, la capa de cemento y la cuticulina que
es la parte interior. Esta tltima es la formada por una matriz fibrosa de quitina (Hillerton, 1984). Aqui las
propiedades de dureza e insolubilidad en agua de la quitina son de suma importancia. Se conocen al menos
20 proteinas que forman parte de la cuticula de Ceratitis capitata y son el segundo componente mas

abundante de la cuticula (Chen & Mayer, 1985).

c¢. Extraccion de quitina. Cada Habitualmente se usa caparazones de cangrejo y de camaron para
extraer quitina, pero se ha extendido las aplicaciones a escarabajos, hongos, gusanos de seda, entre otros.
Este proceso de extraccion consiste en tres etapas, la desmineralizacion, desproteinizacion y decoloracion.
Debido a que los insectos tienen menos material inorganico que los crustaceos y esto facilita el proceso de

desmineralizacion (Ruiz-Herreral975).

- Desproteinizacion: En la desproteinizacion quimica se busca romper el polimero, esto se complica por
los enlaces entre la quitina y las proteinas. Se ha hecho con varios reactivos, comiinmente se utiliza
NaOH en concentraciones desde 0.125 hasta 15.0 M, a temperaturas de hasta 160 °C. Se debe tener
precaucion de no exagerar las condiciones de la reaccion, ya que tratamiento alcalino provoca la
hidrolisis de los enlaces glucosidicos, disminuyendo su peso molecular (Younes 2015). También se
puede usar el método bioldgico enzimatico, donde principalmente se utilizan proteasas derivadas de

bacterias o visceras de peces; como la alcalasa, pesina, papaina, pancreatina, devolcasa y tripsina por su
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capacidad de eliminar las proteinas, sin que haya una desacetilacion y despolimerizacion significativas

(Khanafari 2008).

- Desmineralizacion: Se eliminan los minerales que pueda haber. Se puede utilizar HCI, HNO3, H2SO4,
CH3COOH o HCOOH (Percot 2003) para la desmineralizacion quimica. Lo mas comun es utilizar HCI.
En esta etapa también se debe cuidar que las condiciones provoquen la despolimerizacion por ruptura de
los enlaces glucosidicos (Poole-Warren 2016). La intensidad del tratamiento varia con respecto a las
propiedades del material que se estd trabajando, por ejemplo: el grado de mineralizacion, tiempo de
extraccion, temperatura, tamafio de las particulas, concentracion de acido y naturaleza del mineral

(Percot 2003).

Se ha reportado que a temperaturas mas altas se acelera la reaccion debido a que el solvente puede
penetrar mejor la quitina, pero también hay mayor ruptura de enlaces (Truong, et al 2007). Existe una relacion
importante entre el tamafio de la particula y la penetracion de la quitina, a mayor area superficial, mejor es la
penetracion (Mariqus-Duval 2008). Se debe de tomar en cuenta que condiciones muy agresivas, como lo son
temperaturas muy altas, tiempos mas largos, concentraciones muy fuertes y particulas muy pequefias afectan

las propiedades y calidad del extracto de quitina.

El método bioldgico utiliza microorganismos proteoliticos y el producto final tiene mayor peso
molecular que al usar el tratamiento quimico. También ofrece mejor reproducibilidad, menor consumo

energético y de solvente, pero se ve limitado para para escala de laboratorio (Khanafari 2008).

2. Quitosano. Luego de obtener la quitina, se debe desacetilar para obtener quitosano. Esto puede
lograrse mediante dos vias: la primera es mediante una reaccion quimica y la segunda mediante una reaccion
bioquimica. Las condiciones a las que se lleve a cabo cualquiera de estas reacciones afectara el producto final
en su peso molecular y grado de desacetilacion (Rashid ef a/ 2011). Sin embargo, a diferencia de la quitina
en el quitosano lo que se busca es desacetilar la mayor cantidad de mondmeros posibles evitando romper los
enlaces glucosidicos para mantener un peso molecular alto. Se considera quitosano cuando el porcentaje de

desacetilacion esta entre 85 y 99% (Tsaih & Chen, 2003).

a. Estructura del quitosano. Debido a que el grado de desacetilacion es tan grande a comparacion
de la quitina, el quitosano solo puede formar la mitad de los puentes de hidrogeno que puede formar la quitina.
Esto aumenta su solubilidad en agua y acidos y disminuye su rigidez, ya que la molécula tiene mas libertad
de rotacion (Acosta, et al 1993). A diferencia de la quitina el quitosano es altamente reactivo, esto se debe a

que los grupos amino estan protonados (Aranz, et al 2009).
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Figura 20. Estructura del quitosano.

Einbu, A. (2007). Characterization of chitin and a study of its Acid-Catalysed Hydrolysis. Thesis for the
degree of philosophiae doctor, Trondheim Norwegian.

b. Propiedades fisicoquimicas importantes

- Peso molecular: la viscosidad y solubilidad dependen de él, de manera que afecta su calidad y posibilidad
de usarse para distintas aplicaciones. Se ve afectado por la diversidad estructural y las interacciones
moleculares (Tsaih & Chen 2003). Se puede determinar por viscometria, dispersion de Rayleigh de la
luz y cromatografia de permeabilidad en gel.

- Grado de desacetilacion: Es la proporcion de grupos aminos libres en relacion a los grupos acetilo, afecta
directamente la solubilidad y la bioactividad del producto (Khan 2002). Puede determinarse por
titulacion potenciométrica, espectroscopia IR, cromatografia liquida, resonancia magnética nuclear,
espectroscopia UV-Visible, entre otros.

- Viscosidad: Al disolverse en acidos puede medirse la viscosidad de las soluciones, esta dependera del
peso molecular, grado de acetilacion y al igual que la viscosidad de cualquier compuesto de la
temperatura, pH, fuerza idnica y solvente. Se usa como una medicion indirecta para aproximar el peso

molecular (Park 2002). Para ello se usa la ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada

Ecuacion 2. Formula de viscosidad intrinseca.
[n] = KM*
Dénde:
[n] es la viscosidad intrinseca
M es el peso molecular
K y a dependen del solvente

Esto medira la viscosidad intrinseca, de manera que se debe extrapolar hasta una concentracion de cero
(Khan 2002).
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- Solubilidad: EI quitosano no es soluble en agua, pero es soluble en algunos solventes organicos y acidos
(Park 2002). Esto se debe a la protonacion del grupo amino, que en la quitina esta acetilado, de manera

que depende directamente del grado de desacetilacion (Rinaudo 2006).

c. Desacetilacion. Se utilizan los métodos quimicos con mayor frecuencia por su bajo costo y su
sostenibilidad para produccién en masa. Tiene una energia de activacion de 48.76 kJ/mol at 25-120 °C
(Ahlafi et al, 2013). El método quimico puede hacerse en medio acido o alcalino, pero se utiliza el alcalino
debido a que los enlaces glucosidicos se ven mas afectados en medio acido (Hajji, et al 2014). Para este
proceso se disuelve la quitina en una solucion de NaOH por unas horas. Factores como la concentracion de
NaOH, tiempo de reaccion y temperatura afectan el grado desacetilacion y el peso molecular del producto

final (Tsaih & Chen, 2003).

El método bioldgico es una forma controlada y no degradable, pero el producto obtenido es de muy
buena calidad (Tsigos, et al 2000). Se logra por medio de la catalisis de la hidrolisis de los enlaces N-
acetamido. Varios hongos e insectos han mostrado presencia de esta enzima Las mas comunes son aquellas
que se encuentran en Mucor rouxii, Absidia coerulea, Aspergillus nidulans y Colletotrichum

lindemuthianum. El grado de acetilacion que puede alcanzar es de hasta 97% (Yunes, Rinaudo 2015).

d. Aplicaciones. Se utiliza en la manufactura de productos de distintas areas economicas, como lo son
la agricultura, biotecnologia, farmacia, alimentos, tratamiento de aguas, entre otras. La demanda de quitosano
por parte de estas industrias ha ido en aumento y se espera que contintie haciéndolo en los siguientes afios,
de manera que se espera una tendencia de crecimiento en el mercado de quitosano a nivel mundial (Grand

View Research 2016). Algunos de sus usos en las diversas industrias son:

- Farmacia: En la fabricacion de medicinas se utiliza para mejorar la absorcion y desintegracion de droga
y la dilucién de tabletas. Tiene efectos sobre la salud de las personas: absorbe y compacta las grasas, por
lo que ayuda a perder peso y a mejorar los niveles de colesterol; se ha visto un efecto positivo en el
tratamiento de tlceras y lesiones (Poole-Warren 2016); aumenta el contenido de calcio, por lo que ayuda
a endurecer los huesos y previene la formacion de placa en los dientes. También se utiliza para fabricar
cosméticos, como hidratante, emulsificante, emoliente, espesante y para formar peliculas (Younes,

Rinaudo 2015).

- Biotecnologia: Estudios han demostrado la posibilidad de usar quitosano para la liberacion de
ingredientes activos, por ejemplo, en la liberacion de vacunas e insulina. Esto se debe a que tiene puede
adherirse a las mucosas (Tsigos, et a/ 2000). Se ha utilizado en reconstruccion de la piel, muy util en

quemadoras debido a sus propiedades humectantes y antisépticas (Younes, Rinaudo 2015).
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Alimentos: En la industria alimenticia, se aplica como estabilizador, agente coagulante, preservante,
clarificador, como fibra dietética, en remocion de taninos, cromatografia, espesante y para reutilizacion
de proteinas. Debido a que ha aumentado la demanda de preservantes, coagulantes y estabilizadores,

también lo ha hecho la demanda de quitosano (Grand View Research 2016).

Tratamiento de aguas: Se usa para remover colorantes y mentales (Grand View Research 2016).

Nanotecnologia: El tamafio reducido de las nanoparticulas de quitosano aumenta su area superficial,
reactividad, estabilidad térmica y traslocacion celular (Rauf, 2017). Debido a esto, se han estudiado para
distintas aplicaciones, sobre todo en biomedicina y tratamiento de agua. En biomedicina, por ejemplo,
se ha observado que la biodisponibilad mejora significativamente al usar nanoparticulas de quitosano y
no solo quitosano, de manera que es altamente recomendado para transporte de drogas. Del mismo modo,
en tratamiento de agua se ha reportado su utilidad para la deteccion de metales pesados en bajas
concentraciones. Otras aplicaciones de quitosano que se han probado con nanoparticulas son: como

agente antibacterial, en preservacion de alimentos, regeneracion celular de la piel (Soutter, 2017).



4. METODOLOGIA

A. Silenciamiento de genes de determinacion sexual en Ceratitis capitata 'y
Anastrepha ludens

1. Sitio de estudio. El presente estudio se llevara a cabo en la ciudad de Guatemala, Guatemala

en las instalaciones de la Universidad del Valle de Guatemala (UVG): Laboratorio del Departamento de
Bioquimica y Microbiologia, Laboratorio del Centro de Estudios en Biotecnologia y Laboratorio de

Enfermedades Parasitarias Transmitidas por Vectores.

2. Sujetos de estudio. Los sujetos de estudio seran Mosca de la fruta Ceratitis capitata hembra
y macho producidas en la Planta Moscamed localizada en la Laguna del Pino. Asi como la mosca

Anastrepha Iudens hembra y macho producidas en la Planta Moscamed, San Miguel Petapa.

3. Enfoque, disefio y tipo de investigacion. Esta investigacion tiene un enfoque

cuantitativo y un disefio de experimento verdadero.

4. Tipo y tamafio de muestra. Se realizaron tres replicas biologicas para obtener la curva de

expresion del gen evaluado. Cada réplica es un grupo de aproximadamente 10 moscas adultas obtenidas del

area de filtrado genético en un dia determinado.

5. Variables

Cuadro 2. Variables experimentales controladas por el investigador.

Nombre Definicion Naturaleza va?l -d,e Interrelaciéon Unidades de
medicién medicion
Estado presente
del inserto del
Presencia de gen de interés
inserto ligado al Cualitativa Nominal Independiente 1. Presente
plasmido clonado 2. Ausente
en una cepa de E.
coli.
Produccién de Cantidad de
ARNdh ARNdh Cuantitativa Continua Independiente ng/ml
prdoducido

40
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Nombre Definicion Naturaleza Nivel de Interrelaciéon Unidades de
medicién medicién
. Estadi 1
Estadio de stadio en de o . . 1. Larva
cual se obtiene el Cualitativa Nominal Independiente 2. Pupa
mosca . . . p
material genetico 3. Adulto
Cuadro 3. Variables intervinientes no controladas por el investigador.
Nombre Definicion Naturaleza vae-l -d’e Interrelacion
medicion
Presencia de mantener
genotipos por medio de
Estabilidad genética de la presencia de los o . -
) get p . Cualitativa Nominal Interviniente
a cepa utilizada mismos genes sin
mutacion en cada
individuo
Amplificacion del Funcionamiento de los
inserto de interés con | primers para amplificar Cualitativa Nominal Interviniente
los primers disefiados | el fragmento de interés
- P ia del
Estabilidad del ermanencia de o . ..
L fragmento en el Cualitativa Nominal Interviniente
fragmento de interés L .
plasmido determinado
Posibilidad de que el
Toxicidad del inserto no permita el o . ..
x P Cualitativa Nominal Interviniente

fragmento de interés

crecimiento de la
bacteria

6. Hipotesis

Hipotesis nula: No sera posible expresar ARNdh del gen transformer y transformer-2 de Ceratitis capitata

(tra 'y tra-2) y Anastrepha ludens (tra) en la bacteria E. coli HT115 (DE3)

Hipotesis alternativa: Sera posible expresar ARNdh del gen transformer y transformer-2 de Ceratitis

capitata (tra y tra-2) y Anastrepha ludens (tra) en la bacteria E. coli HT115 (DE3)
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Figura 21. Diagrama general de metodologia a seguir
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Disefio de oligos para PCR

Los oligos para C. capitata se disefiaron luego de determinar la ubicacion de los intrones dentro de la
secuencia de interés: ARNm de la proteina TRA de Ceratitis capitata (GenBank: AF434936.1) o ARNm de
la proteina TRA-2 de Ceratitis capitata (GenBank: NM_001279408.1). Esto se realizo al alinear, utilizando
Clustal Omega, la secuencia de interés con la secuencia del genoma de Ceratitis capitata (GenBank:
NW_004523847.1). Los oligos para Cctra-2 se disefiaron en la secuencia codificante utilizando la
herramienta “OligoAnalyzer Tool”. Por otro lado, los oligos para Cctra se disefiaron luego de realizar un
alineamiento de la secuencia de interés (GenBank: AF434936.1) con ARNm de la proteina TRA de
Anastrepha suspensa (GenBank: JIN597286.1) junto con las variantes masculinas y femeninas: ARNm de la
primera variante de la proteina TRA macho especifica M1 del gen tra de Ceratitis capitata (GenBank:
AF434937.1), ARNm de la segunda variante de la proteina TRA macho especifica M2 del gen tra de Ceratitis
capitata (GenBank: AF434938.1) y ARNm de la proteina TRA de Anastrepha suspensa (GenBank:
IJN597286.1). Se localizaron las secuencias conservadas entre Anastrepha suspensa 'y Ceratitis capitata'y se
disefiaron los oligos, utilizando la herramienta “OligoAnalyzer Tool”, sobre los fragmentos conservados que

se encuentran entre intrones.

Los oligos para A. ludens se disefiaron alineando la secuencia del gen de Altra de A. ludens (secuencia de
ADNCc copia) (GenBank: EU024509.1), secuencias de 4. suspensa: M1 “transformer male-specific transcript
variant M1 (tra) mRNA (GenBank: JN597288.1), M2 “ transformer male-specific transcript variant M2 (tra)
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mRNA” (GenBank: JN597287.1), M3 “transformer male-specific transcript variant M3 (tra) mRNA”
(GenBank: JN597289.1) y la secuencia femenina “female-specific transcript variant (tra) mRNA” (GenBank:

IJN597286.1). Para el analisis de las regiones codificantes se utilizo la herramienta “OligoAnalyzer Tool”.

Todos los oligos se eligieron de acuerdo a los siguientes parametros: AG cercano a 0 o positivo, la menor
cantidad o nulidad de formacion de homodimeros/heterodimeros con uniones en sus extremos 3" y de
formacion de GC clamp (GC en extremo 3”). Como control se utilizo el oligo del gen de actina (Taracena
etal., 2015) por lo que se analizd6 mediante el alineamiento de los genomas con la secuencia del oligo

proporcionados por el Dr. Carl Lowenberg de Simon Fraser University, Vancouver, Canada.

Extraccion, calidad y analisis de ARN

Las muestras de C. capitata (60 hembras adultas, 60 machos, 32 larvas L3, 32 larvas L2, 32 pupas jovenes
de 6 dias hembras, 32 machos, 32 pupas de 9 dias hembras y 32 machos) se colectaron en la planta del Pino
de Moscamed, Guatemala. Las muestras de A. ludens (43 hembras adultas y 39 machos, 15 larvas en estadio
larval L3 y 12 pupas macho y 12 hembras) se colectaron en la planta Moscamed Petapa, Guatemala. Las

muestras fueron colectadas en ARNIlater como se describe en el SOP 1.1.

Para estandarizar los métodos utilizados para cada estadio se realizaron extracciones de ARN de las
muestras (larvas, pupa y mosca adulta) con TRIzol marca Ambion. Esta extraccion y la cuantificacion se
realizod segun el procedimiento descrito en el protocolo (Teal, Gomez-Simuta, Dueben, Holler, & Olson,
2006). El ARN extraido se tratd por 1hora con RQ1 ARNasa y se verifico la presencia de contaminacion de
ADN genoémico en el ARN extraido por medio de un PCR de actina (concentracion de 10pmol/ml) con el
termociclador Mastercycler Personal (Promega, 2010a, 2016). Los productos de PCR se visualizaron en un
gel de agarosa 1.5% con bromuro de etidio en un transiluminador UV Epichemi3 Darkroom (UVP

Bioimaging Systems).

Sintesis y analisis de ADNc y ligacion en plasmido

Una vez obtenido el ARN tanto de las muestras C. capitata como de A ludens, se analizaron las
concentraciones y purezas (razon A260/A280 y razon A260/A230), las cuales fueron medidas con el equipo
nanodrop (Thermo Scientific). Las muestras que presenten pureza mayor a 1.5 fueron utilizadas para realizar
la sintesis de transcripcion reversa a partir de 1pug de ARN con el kit GoScript Reverse Transcription System
marca Promega segtin el protocolo del proveedor sin modificaciones (Life Technologies, 2010). Se verifico
la sintesis de ADNc por medio de un PCR de actina (concentracion de 10pmol/ml) con el termociclador
Mastercycler Personal (Promega, 2010a, 2016). El producto de PCR visualizo en un gel de agarosa 1.5% con

bromuro de etidio en un transiluminador UV Epichemi3 Darkroom (UVP Bioimaging Systems).

Luego de estandarizar las extracciones y sintesis de ADNc se realizé un PCR touchdown del ADNc con
los oligos previamente disefados especificos para los genes Cctra, Cctra-2 y Altra (concentracion de
10pmol/ml) con el termociclador Mastercycler Personal (Promega, 2010a, 2016). Los productos de PCR se

visualizaron en un gel de agarosa 1.5% con bromuro de etidio en un transiluminador UV Epichemi3
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Darkroom (UVP Bioimaging Systems). Luego cada producto fue ligado al plasmido pGEM-T easy vector
agregando 50ng (1ul pGEMT): 3ul de producto de PCR de fragmento tra y tra-2 correspondiente a cada
especie de mosca, Sul de buffer de ligacion y 4ul de ligasa T4 (SOP 1.6) (Promega, 2009a, 2010b).

Transformacion de E. coli XL1-BLUE

Se prepararon células competentes E. coli XLI-BLUE 'y se transformaron segun el protocolo 24 de
Sambrook (Promega, 2009a, 2010b), la agitacion horizontal se realizo en una incubadora marca MaxQ 4000
(Barnstead Lab-Line). Se sembraron 1001 en placas previamente preparadas de agar LB suplementadas con
tetraciclina [12.5ug/ml], carbenicilina [100ug/ml], IPTG [0.1mM] y X-gal [40ug/ml] y se incubaron a 37°C
por 12 horas. Para verificar la transformacion e identificar la permanencia del inserto se realiz6 un PCR de
colonias con los oligos M 13, localizados dentro del plasmido para cada uno de los genes. Luego, se extrajeron
los plasmidos con el kit Pure Yield Plasmid Miniprep System (Promega, 2009b; Sambrook, J; Russell, 2011),
los productos se cuantificaron utilizando un Nanodrop marca Thermo Fisher y se enviaron a Macrogen USA

para confirmar la secuencia insertada en cada plasmido con los oligos M13 F y M13 R.

Analisis de secuenciacion de plasmidos

Los electroferogramas obtenidos de Macrogen USA se limpiaron y se realizaron secuencias consenso con
el programa Mega7 y CodonCode Aligner. Para todas las secuencias obtenidas se localizaron los resultados
de la secuenciacion R y el reverse complement del resultado de la secuenciacion F. Para confirmar la
presencia del inserto y su orientacion, se buscé las secuencias correspondientes a los oligos F y R, promotor

T7 y un fragmento de la secuencia de una enzima de restriccion localizada en el plasmido (Spel).

Para las secuencias en las que no fue posible obtener una secuencia consenso o identificar la presencia del
inserto, se realizo un alineamiento de la secuencia del gen de interés con el programa Clustal Omega y se
identificé la identidad de la secuencia utilizando la herramienta Blast. Para las secuencias que no fue posible

confirmar la presencia del inserto y orientacion

Transformacion de E. coli HT115 (DE3) e induccion de produccion de ARNdh

Se prepararon células competentes E. coli HT115 (DE3), estas fueron transformadas y asiladas en placas
de agar LB + carbenicilina [100 pg/mL] +Tet [12.5 pg/mL] incubadas “overnight” a 37°C. Las células
transformadas exitosamente se cultivaron en medio liquido “overnight” y luego se indujeron con IPTG
(0.4mM) por 2 horas, se extrajo ARN utilizando TRIzol y se trataron con ARNasa A. Luego se cuantificd
utilizando espectrofotometria el ARNdh generado y se realiz6 un gel de integridad para determinar el tamafio

del ARNdh producido.

Evaluacion de toxicidad del inserto
La toxicidad de cada uno de los insertos se evaluo en E. coli HT115 (DE3), estas se sembraron en diluciones

seriadas (1*102, 1*10%, 1*10, 1*10®) de células inducidas y no inducidas en placas suplementadas con
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carbenicilina [100 pg/mL] +Tet [12.5 pg/mL]. Las placas se inocularon con 10pl de cada dilucion. Las placas
se incubaron a 37°C por 12 horas. Luego se observo el crecimiento para determinar si existe toxicidad del

inserto.

Disefio de oligos para PCR tiempo real

Los oligos de q-PCR se disefiaron utilizando la herramienta “OligoAnalyzer Tool”. Estos se eligieron de
acuerdo a los parametros AG cercano a 0 o positivo, la menor cantidad o nulidad de formacion de
homodimeros/heterodimeros con uniones en sus extremos 3" y formacion de GC clamp (GC en extemo 3°).
Para amplificar un fragmento de entre 90bp y 170bp. Ademas, estos oligos se localizan entre intrones y no

contenidos dentro de un fragmento amplificado por los oligos disefiados para PCR especificos de cada gen.

Los oligos para el gen Cctra se disefiaron luego de realizar un alineamiento de las secuencias de interés
utilizando Clustal Omega: ARNm de la proteina TRA de Ceratitis capitata (GenBank: AF434936.1) y el
genoma Ceratitis capitata (GenBank: NW_00453847). Los oligos disefiados para el gen Cctra-2 y Altra no
se disefiaron entre intrones debido a que el gen Cctra-2 no posee intrones y existe poca informacion del
genoma de A. ludens. A pesar de esto los oligos se disefiaron en una region que se encontrara fuera de la

region de amplificacion de los oligos utilizados en clonacion.

Se realiz6 una prueba de los oligos de tiempo real disefiados (concentracion de 10pmol/ml) utilizando un
PCR touchdown del ADNc obtenido de adultos machos y hembras. Los productos de PCR se visualizaron
en un gel de agarosa 1.5% con bromuro de etidio en un transiluminador UV Epichemi3 Darkroom (UVP

Bioimaging Systems).

*Nota: El procedimiento detallado de cada paso se encuentra en Anexos en los SOPs 1:1 a 1:8
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B. Caracterizacion de Klebsiella oxytoca aislada de ambientes asociados a
Ceratitis capitata

1. Sitio de estudio. El presente estudio se llevara a cabo en la ciudad de Guatemala, Guatemala

en las instalaciones de la Universidad del Valle de Guatemala (UVG): Laboratorio del Departamento de

Bioquimica y Microbiologia, Laboratorio del Centro de Estudios en Biotecnologia y Laboratorio de

Enfermedades Parasitarias Transmitidas por Vectores.

2. Sujetos de estudio. Los sujetos de estudio seran aislado bacterianos de la Planta Moscamed

localizada en la Laguna del Pino.

3. Enfoque, disefio y tipo de investigacion. Esta investigacion tiene un enfoque

cuantitativo y un disefio de experimento verdadero.

4. Variables

Cuadro 4. Variables experimentales controladas por el investigador.

Clasificacion . Clasificacion
. 8.0/ Nivel de q-q/
Variable Definicion por Iy por Escala de medicion
medicion | . qa
naturaleza interrelacion
Absorbancia a 260nm,
ADN Grado de pureza 280nm y 320nm
- de ADN genoémico | Cuantitativa | Continua | Dependiente
gendmico ) 260/280
extraido
260/320
ADN | Concentracitn de ebsorbantia 250
. ADN extraido con | Cuantitativa | Continua Dependiente
genodmico
dnazol
mg/ul
Presencia Bandas definidas Si
observadas en gel Cualitativa | Nominal Dependiente
de bandas 3
de electroforesis No
Cantidad de
Numero bandas definidas Cuantitativa | Discreta Dependiente 0 <namero
de bandas | observadas en gel
de electroforesis




47

Continuacion Cuadro 4. Variables experimentales controladas por el investigador.

Clasificacion . Clasificacion
. 8.0/ Nivel de q-q/
Variable Definicion por . ., por Escala de medicion
medicion | . qa
naturaleza interrelacion
- Pares de bases a .,
Tamafio ue equivale la Comparacion con
de que eq Cuantitativa | Discreta | Independiente escalera de peso
. banda en el gel de
plasmido . molecular
electroforesis
Similitud | Genes en comun Porcentaje de
entre entre las dos Cuantitativa | Continua | Independiente similitud en
genomas secuencias alineamiento

5. Hipotesis
Hipdtesis alternativa:

- Klebsiella oxytoca aislada de ambientes asociados a Ceratitis capitata presenta menos del 95% de
similitud con genomas de Klebsiella oxytoca ya anotados en bases de datos.

- Klebsiella oxytoca no contiene plasmidos

Hipadtesis nula:
- Kilebsiella oxytoca aislada de ambientes asociados a Ceratitis capitata presenta igual o mas del 95%
de similitud con genomas de Klebsiella oxytoca ya anotados en bases de datos.

- Klebsiella oxytoca contiene plasmidos

Aislamiento e identificacion de bacterias como Klebsiella oxytoca.

Las muestras de Klebsiella oxytoca provenientes de ambientes asociados a Ceratitis capitata fueron
proporcionadas por Moscamed. Para la identificacion, se usaron medios selectivos para enterobacterias: agar
sangre y agar MacConkey. De este Gltimo se tomaron colonias para pruebas de identificacion colorimétrica
— Gram — asi como pruebas bioquimicas para las cuales se requirio inoculacion en medio tripticasa soya. El
ID se confirm6 usando una Gram-negative ID card (BioMerieux Francia, reference number 21341) en el
Sistema VITEK® 2 system (Biomerieux, Francia) y se realizo test de susceptibilidad a antibidticos en el
mismo Sistema con una AST card para enterobacterias. El procedimiento detallado se encuentra en el

procedimiento operacional estandar 2:1 (SOP) de la seccion de Anexos.

Asimismo, se realizo una curva de crecimiento en colaboracion con Boris Llamas y Jeffrey Flores.

Para esta se comparo un cultivo ON con estandares de MacFarland cada 20 minutos por 3 horas. Luego ellos,
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determinaron si la bacteria se comporta segun la ley de crecimiento natural — exponencial — o se adaptan mas

a una funcion logistica. La imagen siguiente muestra las funciones utilizadas.

Figura 22. Ecuaciones planteadas y solucion para el crecimiento de cepas de Klebsiella oxytoca.

Ley de Crecimiento Natural Funcién Logistica
f dapP _ fdt
ar P(a—P)
— =kP
dt
1 _ A 4 B
dp P(a—bP) P (a-bP)
—= fk dt
’ || e sac
njl—-—| =a a
P = Aekt a—bP
P(0)=Aek® =4 ~A=P, P at P,
TP C,e%,donde C; = a—bP,
P(t) = Pye™t
P(t) = aP,
®= bP, + (a — bPy)e-at

Extraccion y secuenciacion de ADN

Después de la identificacion y obtencion de colonias de K. oxytoca, se extrajo el genoma completo
tratando el cultivo con lisoenzima (12.6 ug/ml), proteinasa K (20 mg/ml) y ARNasa (4 mg/ml) seguido de
precipitacion con DNAzol de Thermo Fisher (SOP 2:2). Adicionalmente se realizo una incubacion a 65°C
por 1 hora y 80°C por 10 min para eliminacion de nucleasas. Luego de la extraccion, se determino la pureza
y concentracion del ADN con espectrofotometro UV marca UNICO (absorbancia a 260nm y 280nm) y se
realiz6 una electroforesis en gel de agarosa 0.5 — 0.8% x 60cm para determinar su integridad, a 50 voltios
por 90 minutos. Cada muestra de ADN se tifid6 con Gel Red 100X para visualizar las bandas en un

transiluminador.

Los genomas que cumplieron con los requisitos se enviaron al laboratorio del Dr. Javier Ceja-

Navarro en National Berkeley Lab, donde se realizé un control de calidad previo al envio a GENEWIZ.

De igual manera, se procedi6 a la extraccion de ADN genomico con el kit QIAamp® DNA Mini,
segun el protocolo para bacterias y tejido del fabricante. Las muestras se enviaron al Laboratorio de Biologia
Molecular de la Asociacion de Salud Integral, donde labora la Dra. Dalia Lau-Bonilla para realizar la

secuenciacion con MiniSeq de [llumina.

Extraccion e identificacion de plasmidos

La extraccion de los plasmidos se realizo por lisis alcalina con el kit QIAGEN maxi kit (SOP 2:3).
Luego se realizé una electroforesis en gel de agarosa 1 — 1.5% x 60cm para determinar la presencia y nimero
de los plasmidos. De igual manera, la tincion de las muestras se realizé con Gel Red 100X. Los geles se

corrieron a 40 voltios por 1 hora.
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Prueba biomolecular para cepas Klebsiella spp.

Con el genoma extraido de K. oxytoca se realizo BOX PCR (rep-PCR) para obtener patrones de
bandas. Los patrones de “huella genémica” generados pueden fueron utiles para diferenciar y comparar las
distintas cepas de Klebsiella aisladas de Ceratitis capitata. El procedimiento se basd en estudios y
sugerencias del Dr. Javier Ceja del Lawrence Berkeley National Laboratory y de la Dra. Dalia Lau de la
Universidad del Valle de Guatemala (SOP 2:4). El oligonucledtido utilizado fue BOXAIR 5’
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG 3’. Para la amplificacion se usaron GoTaq Green Mastermix 1X,
MgCl> 7.5mM, Bovine Serum Albumine (BSA) de Promega 4ug, primer 1.25mM y agua libre de nucleasas.
La amplificacion se realizo en un termociclador APOLLO-BIORAD segun el programa: desnaturalizacion
94°C por Smin; 30 ciclos: 94°C por 30 segundos, 60°C por 30segundos, 72°C por 1 minuto; extension final
72°C; y Hold 4°C.

Analisis de datos

La secuencia obtenida por MiniSeq de Illumina se analizd con Bacterial Analysis Pipeline
application del Center for Genomic Epidemiology de la Universidad Técnica de Dinamarca
(https://cge.cbs.dtu.dk/services). El analisis realizado fue de “re-secuenciacion”, es decir, el genoma obtenido

se comparo6 con genomas ya anotados en bases de datos.

Cuadro 5. Programas a utilizar para el analisis de resultados.

Programa Funciones

- Alineamiento de diversas secuencias y de genomas grandes.

NCBI - Establecer partes conservadas

- Comparacion con genomas ya secunciados

- Alineamiento de secuencias

MegAlign Pro - Inferencia de arboles filogenéticos y distancia evolutiva

- Homologia

- Alinemiento de secuencias
CLC sequence

- Arbol filogenético
viewer

- Secuencias conservadas

- Disefio de primers

(Elaboracion propia)
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C. Produccion de quitosano a partir del pupario de mosca de la fruta Ceratitis

capitata

1. Sitio de estudio. Las muestras se obtuvieron de la planta El Pino, de la laguna el Pino,

Barberena, Santa Rosa, Guatemala. La investigacion se realizo en las instalaciones de la Universidad del

Valle de Guatemala.
2. Sujetos de estudio. La investigacion se aplico a muestras de harina de pupa de mosca hembra

y macho frio de Ceratitis capitata obtenidas de la planta EI Pino.

3. Enfoque, disefio y tipo de investigacidn. La investigacion tiene un enfoque cuantitativo.
Es de tipo correlacional debido a que busca la relacion entre las condiciones de temperatura y concentracion
durante la desacetilacion y el rendimiento y calidad del producto obtenido. Es un disefio experimental en
donde se mantendra fija la variable del tiempo y se variaran las variables de concentracion de solucion y
temperatura de reaccion para la desacetilacion de la quitina para determinar bajo que combinacion de
condiciones se obtiene quitosano de mejor calidad.

4. Tipo y tamafo de muestra. Las muestras fueron tomadas de la planta de produccién El Pino,
por lo que la Ing. Dyna Melgar fue quien las extrajo, tamizo y pulverizo. Se tomaron las muestras de harina

por muestreo aleatorio.

5. Variables

Cuadro 6. Variables experimentales controladas por el investigador.

. -0 Clasificacion Nivel de Clasificacion por Escala de
Variable Definicion . or . o o
por naturaleza medicion interrelacion medicion
Temperatura la
p Grados
Temperatura | que se lleva a , o
centigrados Cuantitativa . .
de cabo la . . Independiente Razén
S ., determinados por | continua
desacetilacion reaccion de .
e, termometro
desacetilacion
Porcentaje de
Concentracion | peso de NaOH
Concentracion de NaOH en volumen de o
., Cuantitativa . ,
de NaOH en usado para la solucion . Independiente Razén
e, e . continua
desacetilacion reaccion de determinados por
desacetilacién | una balanza y un
balén aforado
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la superficie

electronico

. 8.0/ Clasificacion por Nivel de Clasificacion por Escala de
Variable Definicion gy . s o
naturaleza medicion interrelacion medicion
Porcentaje de
Concentracion | peso de NaOH en
Concentracion de NaOH volumen de Cuantitativa
de NaOH en usado para la solucion . Independiente Razén
e, oy . continua
desacetilacion reaccion de determinados por
desacetilacién | una balanza y un
balén aforado
Razoén
porcentual
. entre la o
Porcentaje de . . Cuantitativa . ,
ey cantidad de Porcentaje vafHtatiy Dependiente Razén
rendimiento o continua
quitina
obtenida y la
esperada
Transmitancia a
distintos numeros
Transmitancia | Espectro IR de de onda
en el espectro 4,000 a 400 determinados por | Cualitativo Dependiente
IR cm’! un
espectrofotdmetro
IR
. Cociente de la
Razon de absorbancia
Grado de absorbancia a . Cuantitativa . .
o, obtenida con el . Dependiente Razon
desacetilacion | 1655y 3450 continua
Jhe espectro en 1655
y 3450 cm’!
Morfologia de Observables con
Morfologia g un microscopio Cualitativa Dependiente Nominal

6. Hipotesis. Las condiciones de desacetilacion que brindaran un mejor rendimiento sin afectar

la calidad del quitosano producido, son las combinaciones de 100 °C y 45% NaOH y 90 °C y 40% NaOH.

7. Método. La planta del Pino de Moscamed Guatemala proveera la muestra de exoesqueletos de

mosca, larva y pupa en forma de harina (falta determinar el tamafio de la particula). El proceso de extraccion
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de quitina se divide en tres partes: desproteinizacion, desmineralizacion y decoloracion. Luego se procedera
a la conversion de quitina a quitosano.

Extraccion de quitina

a. Desmineralizacion: Se pesaron 4 muestras de harina de pupario de macho y 4 de hembra segun se desglosa

en el Cuadro 8. Las muestras se sometieron a un tratamiento acido, con exceso de HCI 0.25 M a una
proporcion de 1:30 peso-volumen, detallado en la Tabla no. XX, durante 15 minutos a temperatura ambiente
y con agitacion constante. El solido recuperado se lavo con agua destilada hasta eliminar el acido y neutralizar

(Percot et al, 2003).

b. Desproteinizacion: Se unieron las 4 partes y se trato la harina desmineralizada con 30 mL de solucién NaOH

IM por cada gramo, como se detalla en el Cuadro 8, durante 24 h a 70 °C con agitacion vigorosa. Se utilizo
un sistema de reflujo para evitar que se evapore la solucion. La muestra recuperada y se lavo con agua destilada

hasta alcanzar pH 7 (Percot et al, 2003).

c. Decoloracion: Se decoloré ambas muestras con una solucion de hipoclorito de sodio comercial (marca
Magia Blanca) durante 1 h a temperatura ambiente y con agitacion constante (Mirdn, et al 2017) como se

indica en el Cuadro 8. Se uso extraccion debido a que se liberan gases en el proceso.

Cuadro 7. Cantidades de muestras y reactivos utilizaod para la extraccion de quitina.

Masa de Volumen de HCI Vninon s . Volu-m ndk .
. . NaOH 1M usado hipoclorito de sodio
Tipo de pupario 0.25 M usado en la .
. . . . ., en la comercial usado en
UG E] e AR e desproteinizacion la decoloracion
(£0.001g) (£0.5 mL) (£0.5 mL) (£0.5 mL)
2.312 65 mL
2.054 60 mL
Hembra 70 mL 25 mL
2.578 80 mL
2.127 60 mL
3.795 110 mL
3.824 110 mL
Macho 90 mL 2 lavadas de 25 mL
3.504 105 Ml
3.616 110 Ml




53

Conversion de quitina a quitosano

Desacetilacion: Se separd la masa de quitina obtenida para cada muestra, 1.576+0.001 g de hembra y
3.17740.001 g de macho, en 4 muestras de aproximadamente 0.350 g para las muestras de hembra y 0.501
g para las muestras de macho. Se agregé6 NaOH a razon de 15 mL/g a las muestras de quitina y se calentd
con reflujo durante una hora. Las condiciones de concentracion y temperatura se variaron como se muestra

a continuacion y segun la patente estadounidense numero US 8,318,913 B2 de Agratech International, Inc:

Cuadro 8. Condiciones de temperatura y concnetracion para la desacetilacion.

T/C 40% (p/p) 45% (p/p)
90-100 Tc tC
100-110 Tc TC

Figura 23. Diagrama general de metodologia a seguir

Desproteinizacion:
Harina
desmineralizada +
NaOH 1M (70 °C, 24
h)

Lavar con agua
destilada hasta
neutralizary secara T.
ambiente

Desmineralizar:
Harina + HCI 0.25 M
(T. ambiente, 15 min)

Harina de pupario de
mosca

Lavar con agua Decoloracién: Harina Lavar con agua
destilada hasta + hipoclorito de sodio destilada hasta
neutralizar y secara T. 0.13% (T. ambiente, 1, neutralizary secara T.
ambiente h) ambiente

Desacetilacion:
Caracterizar: IR, XRD, Quitina + NaOH 40 o
50% (p/v) (90 0 100
°C, 1h)

Quitosano Caracterizar: IR, XRD,

Caracterizacion y evaluacion del producto.

a. Caracterizacién: Se hizo un barrido de 4,000a 400 cm™ por medio de espectrofotometria infrarroja por

trasformada de Fourier. Se usé un estindar de quitosano comercial de camardén en polvo, desacetilado
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>75% marca Sigma Aldrich para comparar el espectro identificando las bandas caracteristicas (Liu, et al.

2012).

b. Grado de desacetilacion: Se evaluo el grado de desacetilacion por medio de espectrofotometria IR, para
ello se comparara la transmitancia de las bandas en 1655 y 3450 cm™! segin propuesto por Liu, et al. 2012,

usando la siguiente ecuacion:

Aiess x 100

3450
(Ecuacion 2)
Se us6 quitosano de camaréon Codigo 101816984, marca Sima Aldrich como estandar.

c. Difraccion de rayos X: Se usé un difractometro de rayos-X (XRD) (PANalytical modelo Empyrean, a

45kV, 40mA, 26 con un angulo de escaneo de 5.0038 a 84.9928 y una temperatura de 25°C), para un barrido
continuo desde 5.0038 a 84.9928° de rotacion, con una longitud de onda Ka;= 1.54060, Ka,= 1.54443 y
KpB=1.39225y a 25 °C.

d. Analisis TGA: Se utilizo6 un analizador termogravimétrico (TGA/DSC) (Sarte System), para hacer un
analisis de 25-1000 °C con una rampa de 10 °C/min y una atmosfera inerte de nitrogeno con flujo de 20

mL/min.



5. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Silenciamiento de genes de determinacion sexual en Ceratitis capitata 'y
Anastrepha ludens

Para el estudio de la expresion de los genes transformer, tranformer-2 en C. capitata y transformer en A.
ludens fue necesario optimizar el proceso de extraccion de ARN y sintesis de ADNc en los estadios: larval
L3, pupa y adulto. Como se observa en el Cuadro 9 en C. capitata se obtuvieron concentraciones de 30.69
ng/ul a 467.2 ng/ul. La mayor concentracién de ARN se obtuvo del estadio adulto de C. capitata, 395.2
ng/ul, con una pureza de 0.98 (ARN puro con razén 260/280 ~ 2.0); y una medida de pureza secundaria de
acidos nucleicos de 0.715 indicando la presencia de contaminacion, probablemente fenol obtenido durante la
separacion de la fase organica, TRIzol y acuosa (pureza secundaria de acidos nucleicos con razoén 260/230 ~
2.0 a2.2) (Thermo Scientific, 1975). Para el estadio larval L3 se obtuvo una concentracion de ARN de 197.4
ng/ul con una pureza aceptable de 1.94 y una medida de pureza secundaria de acidos nucleicos de 1.25
indicando la presencia de contaminacion, probablemente fenol. La menor concentracion de ARN se obtuvo
de la pupa, 180.25 ng/ul con una pureza 1.82 y una medida de pureza secundaria de acidos nucleicos de 0.52

indicando la presencia de contaminacion, probablemente fenol.

En el Cuadro 10 se presentan las concentraciones obtenidas de ARN en los tres estadios de 4. ludens. En
adultos se obtuvo la mayor a concentracion de ARN (se obtuvo una concenetracion de 550ng/ul y 62. 2 ng/ul
en hembras y machos, respectivamente). Sin embargo la pureza para el ARN de hembra se encuentra por
debajo de 1.5 indicando que la muestra se encuentra posiblememente contaminada con proteinas no se
eliminadas durante el proceso de extraccion. En el proceso de extraccion de larva L3 la concentracion de
ARN fue de 288.5ng/pul con una pureza de 1.64 debido a que la pureza se encontraba cercano al valor esperado
de 2, la muestra fue considerada aceptable. Sin embargo esta presentd contaminacion por fenol como se

observa en la medida de pureza secundaria de acidos nucleicos de 0.37. Por tGltimo para pupa se

En cuanto a la extraccion realizada en pupa, la concentracion de ARN fue de 61.0ng/pul con una pureza de
1.62 (Cuadro 10), debido a que la pureza se encontraba por debajo de 2, pero muy cercano a dicho valor, la

muestra fue considerada como aceptable. Sin embargo presentd contaminacion de fenol.

La menor concentracion de ARN se obtuvo de la pupa en ambas especies (C. capitata 'y A. ludens) siendo
estas de 180.25 ng/ul y 61.0ng/ul, respectivamente. Por otro lado, estas muestras poseian una pureza
aceptable de 1.82 y 1.62 y una medida de pureza secundaria de acidos nucleicos de 0.52 y 0.30 indicando la

presencia de contaminacion, probablemente fenol. Es probable que la composicion de la pupa,

especificamente la quitina, haya disminuido la concentracion del ARN extraido ya que se cree que la quitina

interfiere en la separacion de la fase organica y acuosa. Debido a que se obtuvo la concentracion mas baja
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de ARN en pupa, se realizé una extraccion de ARN eliminando la interferencia de la quitina al disectar la
muestra. Como se observa en los cuadros 9 y 10 luego de la diseccion se obtuvo menor concentracion de
ARN, menor razén de pureza y menor pureza secundaria de acidos nucleicos. Esto probablemente se deba a
la degradacion del ARN durante la diseccion y la probable introduccion de contaminacion durante el proceso,
a pesar que este se realizo utilizando materiales estériles y bajo campana de flujo laminar. Las muestras de

pupas disectadas fueron descartadas luego del proceso de cuantificacion.

Cuadro 9. Concentracion de ARN extraido de larvas estadio L3, pupa y adulto C. capitata.

Muestra no/ul Absorbancia Absorbancia
st 260/280 260/230
C. capitata larva L3 197.4 1.94 1.25
C. capitata macho Pupa 196.5 1.90 0.64
C. capitata hembra Pupa | 164.0 1.74 0.40
C captta.ta macho Pupa 39.05 0.66 3.80
disectada
C capttat:a hembra Pupa 30.69 0.75 4.05
disectada
C. capitata macho Adulto | 467.2 1.170 1.346
C. capitata hembra Adulto| 323.2 0.804 0.083
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Cuadro 10. Concentraciones y purezas de ARN extraido de larvas de estado L3, pupas (48 horas

antes de emerger) y adulto A. ludens.

Absorbancia| Absorbancia
Muestra ng/nl
260/280 260/230
A. ludens larva L3 288.5 1.64 0.37
A. ludens hembra Pupa 61.0 1.62 0.22
A. ludens hembra Pupa
42 - 56 0.91 0.30
disectada
A. ludens macho Adulto 62.2 0.156 0.62
A. ludens hembra
550 1.368 1.125
Adulto

En la Figura 26 se presentan resultados inconsistentes de ARN libre de ADN gendémico con el

tratamiento de DNasas es posible que esto se deba a una mayor presencia de ADN gendmico contaminante

en la muestra. No se recomienda tratar la muestra dos veces ya que este tratamiento causa que parte el ARN

se degrade. Debido a lo anterior se utilizaron muestras libres de ADN gendmico, tratados una tinica vez con

DNasas, para sintetizar ADNc con éxito. Fue posible comprobar que el ARN tratado se encontraba libre de

ADN genomico al realizar un PCR con oligos de actina, gen expresado de forma constitutiva (Taracena et al.,

2015). Se observa en las figuras 24, 25 y 27 que el PCR de ARN no presenta producto de amplificacion,

mientras que se observa un producto de amplificacion del fragmento de actina (154pb) para el ADNc

sintetizado.



58

Figura 24. Produccion de ADNc libre de contaminacion con ADN a partir de larvas de 4. ludens 'y C.
capitata.

Productos de PCR de actina amplificados a partir de ADNc y ARN de larva estadio L3 hembra y
macho de C. capitata 'y A. ludens tratado con DNasa. Condiciones: gel de agarosa 1.5% (p/v) en “buffer”
de corrida TBE 1X a 20 V/cm por 30min. Escalera Promega Ladder 100bp. Visualizacién con bromuro

de etidio a 300nm.

Promega 100bp
¢ C. capitata
al3(2)
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Figura 25. Contaminacion de ARN con ADN al extraer ARN de pupas hebras A. ludens y C. capitata

Productos de PCR de actina amplificados a partir de ADNc y ARN de pupa e C. capitata (Amarillo) y
A. ludens (Azul) tratado con DNasa. Condiciones: gel de agarosa 1.5% (p/v) en “buffer” de corrida
TBE 1X a 20 V/cm por 30min. Escalera Promega Ladder 100bp. Visualizaciéon con bromuro de etidio

a 300nm

Promega 100bp

Ladder
ARN C. capitata

ADNc C. capitata
ADNc C. capitata
Hembra Pupa
ADNc A. ludens
Hembra Pupa
Macho Pupa
ARN C. capitata
Hembra Pupa
ARN A. ludens
Hembra Pupa
Control negativo
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Q
+O
Q
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Figura 26. Tratamiento con DNasa de ARN de adultos de C. capitata 'y A. ludens produce
resultados inconsistentes de ARN libre de ADN genémico

Productos de PCR de actina amplificados a partir de ARN de adulto de C. capitata (Amarillo) y A.
ludens (Azul) tratado con DNasa. Condiciones: gel de agarosa 1.5% (p/v) en “buffer” de corrida TBE
1X a 20 V/em por 30min. Escalera Promega Ladder 100bp. Visualizacién con bromuro de etidio a
300nm

A. ludens Hembra adulta
C. capitata Hembra adulto
C. capitata Macho adulto
A. ludens Hembra adulta
C. capitata Hembra adulto
C. capitata Macho adulto
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ARN tratado 1 vez

ARN tratado 1 vez
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ARN tratado 1 vez

ARN tratado 2 veces
ARN tratado 2 veces
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ARN tratado 2 veces
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Figura 27. Sintesis exitosa de ADNc de adulto de C. capitata.

Productos de PCR de actina amplificados a partir de ADNc obtenido de adulto de C. capitata
(Amarillo) y A. ludens (Azul). Condiciones: gel de agarosa 1.5% (p/v) en “buffer” de corrida TBE 1X
a2 20 V/cm por 30min. Escalera Promega Ladder 100bp. Visualizacién con bromuro de etidio a 300nm
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Como se observa en la Figura 28, luego de realizar un PCR con oligos de actina del ARN tratado con
DNasas es posible observar que existe un producto de amplificacion de aproximadamente 200pb en todas las
muestras incluyendo el control negativo, ademas de que se observa un barrido en la parte inferior de todas
las muestras. Esto es un indicio que el ambiente se encontraba contaminado con aerosoles, probablemente
aerosoles de productos de PCR realizados anteriormente (Cuadro 11). Para evitar la contaminacion de las
muestras, se procedié a implementar un flujo de trabajo unidireccional durante el proceso de extraccion de
ARN vy sintesis de ADNc (ver diagramas en Anexos, figura 81 - 83). La implementacion de este flujo de
trabajo permitié disminuir la contaminacion de ADN gendomico en el ARN extraido debido a que se
delimitaron areas de trabajo, materiales y equipos utilizados. Los laboratorios se separaron segun el equipo
disponible en cada uno: El Laboratorio del Departamento de Bioquimica y Microbiologia (LBQM) se utilizo
para el trabajo con ARN y ADNc, el Laboratorio del Centro de Estudios en Biotecnologia (CEB) se utilizo
para la realizacion de PCR vy el trabajo con geles de agarosa. Todo el equipo y materiales que no entraron en
contacto con la plantilla (ARN / ADNCc) se le denomino “limpio” mientras que el que entrd en contacto con

la plantilla (ARN / ADNCc) se le dominio “sucio”.

Las extracciones de ARN se realizaron dentro de una campana de extraccion “sucia” tratada previamente
con cloro al 10% para eliminar acidos nucleicos, con etanol al 70% para esterilizar y con RNaseZap para
eliminar ARNasas. Las centrifugaciones necesarias se realizaron en una centrifuga fria de tubos de 1.5ml.
El Master Mix para el tratamiento con DNasa se realizé en una campana de flujo laminar “limpia” y la
plantilla de ARN se agregd en una campana de extraccion “sucia”. Lareaccion se coloco en el termociclador
“sucio” en el LBQM. El ARN tratado se analiz6 por PCR con oligos de actina para determinar la presencia
de ADN genomico. El Master Mix se realizé en una campana de flujo laminar “limpia” y se coloco la
plantilla de ARN en una campana de extraccion “sucia”. La reaccion se realizé en un termociclador “limpio”
del CEB. El producto de PCR se analizé en un gel de agarosa al 1.5% y se almaceno a 4°C en el CEB. Por

ultimo, el ARN extraido fue cuantificado en Nanodrop y preservado a -80°C.

El Mastermix para la sintesis de ADNc se realizé en el LBQM en una campana de flujo laminar “limpia”
y la plantilla (ARN) se agregd en una campana de extraccion “sucia”. La reaccion se coloco en un
termociclador “sucio” para su conversion (ARN a ADNc). El ADNc se analiz6 por PCR con oligos de actina
para comprobar su sintesis. El Master Mix se realizo en una campana de flujo laminar “limpia” y se coloc6
la plantilla (ADNCc) en una campana de flujo laminar “sucia”. La reaccion se realizé en un termociclador
“limpio” del CEB. EI producto de PCR se analiz6 en un gel de agarosa al 1.5% y se almaceno a 4°C en el

CEB. Por ultimo, el ADNc se preservo a -80°C en una caja separada al ARN.
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Figura 28. ARN extraido contaminado con aerosoles ambientales

Productos de PCR de actina amplificados a partir de ARN obtenido de adultos de C. capitata (Amarillo)
y A. ludens (Azul). Condiciones: gel de agarosa 1.5% (p/v) en “buffer” de corrida TBE 1X a 20 V/cm
por 30min. Escalera Promega Ladder 100bp. Visualizacion con bromuro de etidio a 300nm

Promega 100bp Ladder

ARN C. capitata
Hembra adulto
ARN C. capitata
Macho adulto
ARN A. ludens
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ARN A. ludens
Macho adulto
Control negativo
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Cuadro 11. Problemas y soluciones enfrentados durante la extraccion de ARN.

Problema Descripcion Solucién del problema

Luego de realizar PCR de actina Implementar un flujo de trabajo para
se observa que el ARN posee extraccion de ARN vy sintesis de
ADN contaminante ADNc

ARN extraido
contaminado con ADN

El ARN extraido de C. capitata 'y A. ludens adultos machos y hembras se utilizo para generar productos del
gen Cctra, Cctra-2 'y Altra utilizando los oligos disefiados, ver Cuadro 12. Estos oligos cumplen con las
recomendaciones de tamafio, GC clamp, AG de hairpins, AG homodimers y AG heterodimers (Farrel, 2005;
Promega, 2013; Ye et al., 2012). Ademas, a todos los oligos Forward (F) se les afiadio el promotor T7 en los

extremos 5’°, para permitir la induccion de la transcripcion de ARNdh.

Los oligos de C. capitata se disefiaron dentro de secuencias de proteinas conservadas entre C. capitata
(GenBank: AF434936.1) y A. suspensa (GenBank: JIN597286.1) del gen transformer-2 y para la variante

femenina del gen transformer, ver figuras 29 a 32. Este disefio aumenta la probabilidad de obtener un
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producto de amplificacion debido a que es poco probable que ocurra una mutacion en estas regiones.
Solamente fue posible disefiar dos juegos de oligos para el gen Cctra entre intrones, Cctra (A) y Cctra (B);
estos permiten determinar si el ADNc se encuentra contaminado con ADN genémico (Hurteau & Spivack,
2002; Ye et al., 2012). Debido a que no existe suficiente informacion de secuencias de A. ludens, no fue
posible establecer las areas conservadas del gen transformer en A. ludens. Por lo anterior los oligos se

disefiaron siguiendo los lineamientos descritos anteriormente, Figura 33.

Cuadro 12. Condiciones de oligos disefiados para PCR convencional del gen fansformer'y

transformer-2 de C. capitata y transformer de Anatrepha ludens

AG AG MM
producto
Pareja Tm (°C) %GC (Kcal/mol) (Kcal/mol) (pb)
Homodimeros mas Heterodimeros
bajo mas bajos
Ceratitis capitata (gen transformer)
58.6 409 4,95 252
Cctra (A) -3.61 396
Contaminacién
58.8 47.4 -3.61 con ADN
genomico
58.6 409 4,95 379
Cctra (B) -6.75 524
Contaminacién
60.6 52.6 -6.75 con ADN
genomico
58.8 47.4 -3.61
Cctra (C) -7.31 165
60.6 52.6 -6.75
58.5 429 0.52
Cctra (D) -4.95 263
58.6 40.9 -0.11
Ceratitis capitata (gen transformer-2)
60.2 429 -3.9 354
Cctra-2 (A) -6.3
59.8 47.6 -6.3
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Continuacion Cuadro 12. Condiciones de oligos disefiados para PCR convencional del gen
tansformery transformer-2 de C. capitata 'y transformer de Anatrepha ludens

AG AG MM
producto
Pareja Tm (°C) % GC (Kcal/mol) (Kcal/mol) (pb)
Homodimeros mas Heterodimeros
bajo mas bajos
62.9 52.4 -3.55 400
Cctra-2 (B) -5.02
62.2 52.4 -5.02
Anastrepha ludens (gen transformer)

56.4 31.8 -6.3

Altra (A) -5.36 352
58.3 42.9 -6.77
60.5 45.5 -6.76

Altra (B) -5.12 492
60 42.9 -5.13

Como se observa en la Figura 34 se realiz6 un PCR touchdown para ADNc que permitié obtener un
producto de amplificacion para cada juego de oligos disefiados en este estudio para los genes Cctra, Cctra-2
y Altra. E1 PCR realizado con muestras de ADNc obtenido de C. capitata macho o hembra, con los juegos
de oligos Cctra (A), Cctra (B) y Cctra (C) permiti6 visualizar la presencia de productos de amplificacion del
tamafio esperado. Estos productos se observaron tanto en muestras de macho como de hembra, aun cuando
los oligos se disefiaron Gnicamente para la variante femenina del gen Cctra (ver alineamiento de figuras 29

a 30 basado en secuencias publicadas en GenBank).

La amplificacion tanto en machos como en hembras indica que estos fragmentos se expresan en ambos
sexos, es posible que se haya observado amplificacion ya que esta region puede pertenecer a una variante
masculina no descrita (M3). Los resultados obtenidos de PCR son confiables ya que el control negativo de

cada juego de oligos no presento ningtin producto de amplificacion.

Los resultados de PCR touchdown de ADNc, obtenido de C. capitata macho o hembra, Figura 34
(identificados de color azul), muestran que dos juegos de oligos disefiados para el gen Cctra [Cctra (A) y

Cctra (B)] amplifican la region deseada. Para estos juegos se observo un producto de amplificacion en
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hembras y dos productos de amplificacion en machos (Figura 34). Los dos productos de amplificacion en
machos, luego de eliminar contaminacion de ADN genomico, sugieren que en machos ocurre una variacion
en el namero de copias (CVN) de este gen. Esta CVN al incorporar un intron podria ser la causa de la
transcripcion de la proteina TRA no funcional en machos. Se ha observado que una CVN puede provocar
una variacion estructural que se desencadene un cambio en el fenotipo. En Drosophila melanogaster se han
observado varias CVN (Zhou, Lemos, Dopman, & Hartl, 2011), en especifico que la duplicacion del gen Bar
afecta el campo de vision de estas moscas (Bridges, 1939). Debido a lo anterior se recomienda realizar mas

estudios acerca de esta posible CVN realizando un g-PCR de cuantificacion relativa utilizando Tagman.

Para el juego de oligos Cctra (C) se obtuvo un producto de amplificacion en hembras y en machos de 150bp
que concuerda con el producto de amplificacion esperado (165pb), Cuadro 12. Debido a que este juego de
oligos no se disefi6 entre intrones no es posible determinar si este fragmento al igual que los amplificados

anteriormente posee una CVN.

Por otro lado, la Figura 29 (identificados de color gris), muestra que luego de un PCR touchdown de ADNc,
obtenido de C. capitata macho o hembra, muestran que un juego de oligo disefiados para el gen Cctra-2,
Cctra (B), producen un producto de amplificacion (400pb) cercano al tamafio esperado de 450pb, en ambos
sexos. Este resultado era lo esperado ya que la literatura reporta que el gen Cctra-2 es determinante para el
desarrollo sexual tanto en hembras como machos (Salvemini ef al.,, 2009). No se observo producto de
amplificacion utilizando el juego de oligos Cctra-2 (A). Por lo anterior, se recomienda realizar pruebas de

optimizacion de PCR.

Se realizd un PCR con muestras de ADNc de 4. /udens macho o hembra utilizando los oligos Altra (A) y
Altra (B). En la Figura 29 (identificado de color anaranjado) se observa que para ambos juegos de oligos se
obtuvo un producto del tamafio deseado, 352pb 492pb, respectivamente. El juego de oligos Altra (A)
presento6 un unico producto de amplificacion en ADNc de hembra con un tamafio de 400pb, esto sugiere que
dicho fragmento se encuentra en un area codificante especifica de hembras o bien, en un area que ocurre
“splicing” alternativo en el fragmento de ADNc de machos. Mientras el juego de oligos Altra (B) presentd
productos de amlificacion tanto en macho como en hembra de aproximadamente 500pb. Lo anterior indica
que este fragmento se encuentra en machos y hembras de 4. ludens. Es importante mencionar que se observa
una mayor integridad, definicion e intensidad del producto de amplificacion de hembra, indicando que los
productos de PCR se encuentran en una alta concentracion. Se esperaba observar la presencia de ADNc del
gen transformer de A. ludens en macho y hembra. Seglin la literatura, en Tefritidos este gen se expresa tanto
en hembras como en machos bajo las mismas condiciones cambiando Uinicamente la traduccion de su
proteina. Traduciendo para machos una proteina no funcional, mientras que para hembras una proteina
funcional (Ruiz et al., 2007). Los pozos correspondientes a los controles negativos para ambos juegos de

oligos, no presentaron ninguna banda, por lo cual se establece que los resultados son confiables.
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Figura 29. Presencia de productos de amplificacion obtenidos en hembra y macho adultos de C.
capitata'y A. ludens con oligos disefiados para PCR convencional

Productos de PCR Touchdown del gen transformer y transformer-2 a partir de ADNc de adulto de C.
capitata 'y Anastrepha ludens para PCR convencional. Condiciones: gel de agarosa 1.5% (p/v) en
“buffer” de corrida TBE 1X a 5.5 V/cm por 30min. Escalera Promega Ladder 100bp. Visualizacion
con bromuro de etidio a 300nm
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Los productos obtenidos del PCR touchdown de los genes Cctra, Cctra-2 y Altra en muestras de C. capitata
hembra y A. ludens hembra se ligaron al plasmido comercial pPGEM-T. Esimportante mencionar que, aunque
el inserto del gen transformer producido por los oligos disefiados se exprese tanto en hembras como en
machos, ver Figura 29, su silenciamiento no deberia de afectar el fenotipo del macho, dado que este produce
una proteina TRA no funcional (Gabrieli ef al., 2010; Rideout ef al., 2007; Salvemini et al., 2009; Verhulst
etal.,2010).

Los productos de ligacion mencionados anteriormente, se utilizaron para transformar las células
competentes E. coli XL1-BLUE en placas de LB suplementadas con Tetracicilina (50pug/ml), Carbenicilina
(60ug/ml), IPTG (0.8M) y X-Gal (2%). La seleccion de las colonias se realizo utilizando la técnica de
tamizaje azul-blanco que permite elegir las colonias transformadas con el producto de ligacion (colonias

blancas) (Novagen, 2004; Lisa Timmons et al., 2001). Con este tamizaje fue posible observar que con el gen
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Cctra-2 se obtuvo mayormente clones blancos mientras que con el gen Cctra y Altra presentaron una mayor
proporcion de clones celestes y azules que blancos, figuras 30 - 32 y cuadros 13 y 14. Es posible que lo
anterior se deba a que se realiz6 la ligacion con el producto de PCR sin purificar permitiendo que el plasmido
incorpore “primer-dimers” y otros productos secundarios de la reaccion. También es un indicador que el
fragmento se encuentra en el plasmido pero no interrumpiendo el operdn de lactosa o bien que el plasmido
se re circularizo sin el fragmento (Brown, 2010) o que algunos insertos producidos por los juegos de oligos
[Cctra (B) y Cctra (C)] son multiplo de tres la colonia tome un color celeste debido a que la secuencia no

contiene codones stop en el ORF (Promega, 2010b).

Figura 30. Clones E. coli XL1-BLUE obtenidos de la transformacion con pGEM-T ligado al producto
de PCR Touchdown del gen transformer de C. capitata hembra.

Clones E. coli XL1-BLUE reaislados de transformacion original en placas de LB suplementadas con
Tet (50ug/ml) + Carb (60pg/ml) + IPTG (0.8M) + X-Gal (2%). A. Clones obtenidos con el juego de
oligos Cctra (A) por medio de PCR. B. Clones obtenidos con el juego de oligos Cctra (B) por medio de
PCR. C. Clones obtenidos con el juego de oligos Cctra (C) por medio de PCR.
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Figura 31. Clones E. coli XL1-BLUE obtenidos de la transformacién con pGEM-T ligado al
producto de PCR Touchdown del gen transformer-2 de C. capitata hembra.

Clones E. coli XL1-BLUE reaislados de transformacion original en placas de LB suplementadas con
Tet (50ug/ml) + Carb (60pg/ml) + IPTG (0.8M) + X-Gal (2%). A. Clones obtenidos con el juego de
oligos Cctra-2 (B) por medio de PCR.
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Figura 32. Clones E. coli XL1-BLUE obtenidos de la transformaciéon con pGEM-T ligado al producto
de PCR Touchdown del gen transformer de A. ludens hembra.
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Cuadro 13. Mayor proporcion de clones celestes obtenidos luego de la transformacion con el
plasmido ligado.

Proporcion de fenotipos de clones de E. coli XL1-BLUE obtenidos luego de transformar con pGEM-
T ligado con producto de PCR Touchdown en placas de LB suplementadas con Tet (Sopg/ml) + Carb
(60pg/ml) + IPTG (0.8M) + X-Gal (2%). El niimero entre paréntesis muestra el nimero de colonias

obtenidas con ese fenotipo, el porcentaje representa el porcentaje de colonias que poseian ese

fenotipo.
Color de colonia C+ Cctra A Cctra B CctraC |Cctra-2 B
Blanca 18.1% (13) | 9.1% (1) 16.6% (7) 9.1% (1) [92.9% (39)
Celeste 58.3% (42) | 72.7% (8) | 45.2% (19) | 81.8% (9) | 4.8% (2)
Azul 23.6% (17) 18% (2) | 38.1%(16) | 9.1% (1) |2.38% (1)
Total de colonias en placa 72 11 42 11 42
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Cuadro 14. Problemas y soluciones enfrentados durante la transformacion de E. coli XL1-BLUE.

Problema Descripcion Solucién del problema

Mayor proporcion de

loni Se obtuvo una mayor proporcion Se tamizaron colonias de distintos
colonias no . . .
, de colonias celestes y azules que | fenotipos para evaluar la presencia del
transformadas seglin . . o
colonias blancas. inserto de interés.

tamizaje azul-blanco

Para realizar la identificacion de los clones que presentan verdaderamente el plasmido con el inserto del
gen de interés (Cctra, Cctra-2 y Altra), se realizé un tamizaje comparando el tamafio del plasmido de cada
clon con los controles (pGEM-T sin inserto y con inserto: colonia blanca), ver figuras 33 - 35. Debido a que
se obtuvo una gran cantidad de clones con distintos fenotipos, se le asigno a cada uno un co6digo que consta
de dos partes: Nombre del juego de oligos utilizados para producir el inserto del plasmido y un niimero

correlativo de colonia.

Por medio del tamizaje azul-blanco se eligieron 66 clones Cctra, 42 clones del gen Cctra-2 y 51 clones
Altra, figuras 34 a 35. De estos se eligieron 20 clones del gen Cctra [Cctra (A) col. 9 a 12; Cctra (B) col. 8,
10, 21, 23, 26, 28, 29, 31, 33, 35, 38, 40; y Cctra (C) col. 5, 6, 11, 12] figura 33, 10 clones del gen Cctra-2
[Cctra-2 (B) col. 1, 7, 8, 11, 12, 14, 15, 23 ,36], Figura 34 , 8 clones del gen Altra [Altra (A) col. 3, 14, 18,
34, 35, 38; y Altra (B) col. 7, 8], Figura 35. Debido a que no se observa con claridad los dos controles en

algunos geles, se procedio a elegir algunos clones de Cctra y Cctra-2, segln el criterio del investigador.
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Figura 33. Clones transformados con éxito con el plasmido ligado al gen tra de C. capitata.

Electroforesis de lisis celular de bacterias E. coli XL1-BLUE transformadas con plaismido pPGEM-
T ligado con el producto de PCR Touchdown del gen transformer de C. capitata. Los clones
transformados con éxito con el plasmido ligado estan identificados por una estrella azul. A. Clones
Cctra (A); B. Clones Cctra (B); C. Cctra (C). Condiciones: gel de agarosa 0.8% (p/v) en “buffer”
de corrida TBE 1X a 3.70 V/cm por 90min. Escalera Promega Ladder 1kb. Visualizacion con
tincion post-corrida con bromuro de etidio a 300nm
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Figura 34. Clones transformados con éxito con el plasmido ligado al gen tra-2 de C. capitata.

Electroforesis de lisis celular de bacterias E. coli XL1-BLUE transformadas con plaismido pPGEM-
T ligado con el producto de PCR Touchdown del gen transformer-2 de C. capitata. Los clones
transformados con éxito con el plasmido ligado estan identificados por una estrella gris. A. Clones
Cctra-2 (B) colonias 1 a la 17; B. Clones Cctra-2 (B) colonias 18 a la 34. C. Clones Cctra-2 (B)
colonias 35 a la 42. Condiciones: gel de agarosa 0.8% (p/v) en “buffer” de corrida TBE 1X a 3.70
V/em por 90min. Escalera Promega Ladder 1kb. Visualizacion con tincion post-corrida con
bromuro de etidio a 300nm
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Figura 35. Clones transformados con éxito con el plasmido ligado al gen tra de A. ludens.

Electroforesis de lisis celular de bacterias E. coli XL1-BLUE transformadas con plaismido pPGEM-
T ligado con el producto de PCR Touchdown del gen transformer de A. ludens. Los clones
transformados con éxito con el plasmido ligado estan identificados por una estrella anaranjada.
A. Clones Altra (A); B. Clones Altra (B); Condiciones: gel de agarosa 0.8% (p/v) en “buffer” de
corrida TBE 1X a 3.70 V/cm por 90min. Escalera Promega Ladder 1kb. Visualizacion con tincion
post-corrida con bromuro de etidio a 300nm
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Para determinar cuales de los clones seleccionados de Cctra, Cctra-2 y Altra, poseen el inserto en la
orientacion deseada (promotor T7 del inserto en direccion contraria al promotor T7 del plasmido), se realizo
PCR de colonias (figuras 37 - 39) con el oligo M13R y los oligos R correspondientes a cada inserto, segiin
el caso. Si el inserto se encuentra en la orientacion deseada se observara un producto de amplificacion, de lo
contrario no habra producto de amplificacion. Lo anterior se debe a que el oligo R del inserto actuara como
oligo Forward cuando este se encuentre mas alejado del oligo M13R; y el oligo R actuara como oligo Reverse

cuando este se encuentre en una posicion mas cercana al oligo M13R.

Para los clones Cctra, se observan 4 clones que poseen productos de amplificacidon cercanos al tamafio
esperado y por lo tanto poseen el inserto en la orientacion deseada, ver Cuadro 15 y Figura 37. Para Cctra
(A) col. 10 y 11, se obtuvo un producto de amplificacion de 400pb y se esperaba uno de 443pb. Para Cctra
(B) col. 25 y 26, se obtuvo varios productos de amplificacion probablemente causados por contaminacion
amplificada por el oligo M13R. A pesar de esto, se identifico que uno de los productos de amplificacion
posee un tamarfio cercano al esperado: 611pb, tamaiio esperado 570pb (Cuadro 16). Para Cctra (C) col. 5y
6, se obtuvo un producto de amplificacion de 646pb y 625pb, respectivamente; cuando se esperaba un
producto de amplificacion de 356bp (Cuadro 15). Esto indican una duplicacién en el inserto, que se puede

deber la insercion de dos productos de interés dentro del plasmido en lugar de solamente uno.
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Fue posible identificar que 4 clones Cctra-2 que poseen productos de amplificacion cercanos al tamaio
esperado, ver Cuadro 15 y Figura 38. Se obtuvo un producto de amplificacion de 600pb para el clon Cctra-
2 col.12, se esperaba uno de 606pb. Los clones Cctra-2 col. 14 y 15 presentaron dos productos de
amplificacion de 590pb y 625pb, se esperaba un producto de 606pb. El clon Cctra-2 col. 23 presenta un
producto de amplificacion de 645pb, cercano al tamafio esperado de 606pb. Debido a que el control negativo
presenta un producto de amplificacion de 590pb, es probable que el producto de amplificacion de 590bp

fuera causado por contaminacion.

En la Figura 39 se observan que 2 clones Altra poseen productos de amplificacion cercanos al tamaiio
esperado (Altra col. 3 y 14) y por lo tanto poseen el inserto en la orientacion deseada. Para Altra (A) col. 3y
14, se obtuvo un producto de amplificacion de 583pb y 534pb, respectivamente, se esperaba un producto de
563pb (Cuadro 16). Para los clones obtenidos con el juego de oligos Altra (B) col. 7 y 8, presentaron un
producto de amplificacion menor, 550pb, al esperado de 703pb (Cuadro 15). Lo anterior indica que el
fragmento ha perdido bases en un area no definida del proceso, por lo cual fueron descartados del proceso
experimental. Tanto el control negativo dos del juego de oligos Altra (A), pozo 8, como el control negativo
uno del juego de oligos Altra (B), pozo 9, presentaron un producto de amplificacion indicando que existe
contaminacion. Esta pudo ser introducida durante el proceso de preparacion de la reaccion de PCR o durante
el proceso de cargado del gel. Por lo anterior se recomienda realizar nuevamente el PCR de colonias y el gel

para establecer que los resultados obtenidos son confiables.

Cuadro 15. Tamaiio de productos de amplificacion esperados para los juegos de oligos utilizados

Juego de oligos utilizada Tamaifio de inserto gen (bp) Tam:(i:) 3?;:13;1 llgclio(gle))PCR
Cctra (A) 252 443
Cctra (B) 379 570
Cctra (C) 165 356
Ccetra_2 (B) 420 606
Altra (A) 372 563
Altra (B) 512 703
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Figura 36. Ubicacion del fragmento de interés en la orientacion adecuada para la produccion de
ARNdh (delimitado por los promotores T7)

Este diagrama representa la orientacion deseada del fragmento de interes dentro del plasmido. La
region en rojo corresponde al fragmento del gen de interés perteneciente a los genes #ra de C. capitata,
tra-2 de C. capitata o tra de A. ludens. La region azul representa la localizacion del oligo M13R que se
utilizé para realizar el PCR de colonias. El oligo R representa al oligo reverse utizado para crear el
fragmento del gen de interes, este oligo tambien se utilizo para realizar el PCR de colonias. Las regiones
verdes representan la localizacion de los promotores T7 (codificado por el plasmido y codificado por

el fragmento de interes).
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Figura 37. Presencia del inserto en la orientacion deseada en clones seleccionados
correspondientes al gen tra de C. capitata
Productos de PCR de colonias con plasmido pGEM-T ligado al gen transformer de C. capitata
hembra utilizando el oligo M13R y el oligo R del gen transformer utilizado para cada ligacion.
Condiciones: gel de agarosa 1.5% (p/v) en “buffer” de corrida TBE 1X a 3.70 V/cm por 90min.
Escalera Promega Ladder 100bp. Visualizacion con bromuro de etidio a 300nm
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Figura 38. Presencia del inserto en la orientacion deseada en clones seleccionados
correspondientes al gen tra-2 de C. capitata
Productos de PCR de colonias con plasmido pGEM-T ligado al gen transformer-2 de C. capitata
hembra utilizando el oligo M13R y el el oligo R del gen transformer-2 utilizado para cada ligacion.
Condiciones: gel de agarosa 1.5% (p/v) en “buffer” de corrida TBE 1X a 3.70 V/cm por 90min.
Escalera Promega Ladder 100bp. Visualizaciéon con bromuro de etidio a 300nm
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Figura 39. Presencia del inserto en la orientacion deseada en clones seleccionados

correspondientes al gen tra de A. ludens.
Productos de PCR de colonias con plaismido pGEM-T ligado al gen transformer de A. ludens
hembra utilizando el oligo M13R y el oligo R del gen transformer utilizado para cada ligacion. Los
clones transformados que podrian tener el inserto en orientacion adecuado estan identificados por
una estrella anaranjada. Condiciones: gel de agarosa 1.5% (p/v) en “buffer” de corrida TBE 1X a
3.70 V/cm por 90min. Escalera Promega Ladder 100bp. Visualizacion con bromuro de etidio a
300nm
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Se procedid a purificar el plasmido de los clones Cctra, Cctra-2 y Altra, que poseian un producto de
amplificacion del tamafio esperado. Para la purificacion se utilizo un cultivo overnight suplementado con Tet
50pg/ml y Carb 60pug/ml. Se observo que, no importando la cantidad de cultivo overnight utilizado, se
obtenia una concentracion de plasmido menor a 100ng/pl, ver Cuadro 16. La baja concentracion de plasmido
obtenida se atribuye al uso de una mayor concentracion de Tet (50pg/ml) de la recomendada para E. coli
XL1-BLUE (12.5ug/ml). Este error se cometio debido a que se creia que la resistencia en E. coli XL1-BLUE
era causada por un plasmido de control restrictivo, cuando en realidad la resistencia se encuentra dentro del
cromosoma (Novagen, 2004; Lisa Timmons et al., 2001). Esto indujo la formacion de biofilm. El biofilm
impidio lisar todas las células disminuyendo el nimero de plasmido purificado. Ademas, su consistencia
gomosa impidid la formacion de pellet, dificultando la obtencion del sobrenadante con el plasmido

purificado, ver Cuadro 17.
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Cuadro 16. Bajas concentraciones de plasmido ligado obtenido de los clones seleccionados de los
genes Cctra, Cctra-2 y Altra, suplementado con Tet (50pg/ml) + Carb (60png/ml).
Parametros de calidad de plasmido extraido de colonias en LB liquido suplementado con Tet (S0pg/ml)

+ Carb (60pg/ml)
Muestr ul Absorbancia | Absorbancia
uestra ngin 260/280 260/230
7.7 1.78 0.84
Cctra (A)
col. 10
7.8 1.58 0.82
10.2 1.63 0.92
Cctra (A)
col. 11
10 1.65 0.89
19.2 1.64 1.05
Cctra (B)
col. 25
18.9 1.76 1.06
32 1.31 0.97
Cctra (B)
col. 26
2.7 1.84 0.98
12.4 1.55 0.81
Cctra-2 (B)
col. 12
12.8 1.58 0.89
6.3 1.42 0.72
Cctra-2 (B)
col. 14
5.2 1.6 0.72
2.1 1.3 0.36
Cctra-2 (B)
col. 15
1.5 1.38 0.28
9.1 1.56 1.08
Cctra-2 (B)
col. 23
8.9 1.66 1.06
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Continuacion Cuadro 16. Bajas concentraciones de plasmido ligado obtenido de los clones
seleccionados de los genes Cctra, Cctra-2 y Altra, suplementado con Tet (50ug/ml) + Carb (60ug/ml).

Muestra no/ul Absorbancia | Absorbancia
st 260/280 260/230
3.70
Altra (A) 1.76 50
col. 3 .
3.71
1.68
Altra (A)
col. 14 1.84 5.40
1.65

Cuadro 17. Problemas y soluciones enfrentados durante la extraccion del plasmido
correspondiente a cada gen de ambas especies

Problema Descripcion Solucién del problema

Disminuir la concentracion de

Se obtiene una concentracion . .
Tetraciclina en el medio de 50pg/ml

de plasmido menor a 100ng/pl.

a 12.5ug/ml.
Baja concentracion de
plasmido extraido
Luego de agregar el buffer de Utilizar menor concentracion de
lisis se forma un pellet con medio de cultivo (8ml) para
consistencia gomosa. disminuir la formacion de biofilm.

Por lo anterior, se reformul6 el medio con las concentraciones finales de antibidtico, a fin de reaislar los
clones seleccionados con placas de LB suplementados con Tet (12.5ug/ml), Carb (100pg/ml), IPTG (0.8M)
y X-Gal (2%, ver Figura 40. Para los clones del gen Cctra, luego de reaislar se obtuvieron distintos fenotipos
de un solo: celestes, azules, blancos con punto celeste y blancos (Cuadro 18). Por lo anterior, se procedi6 a
seleccionar, reaislar y recodificar cada clon segun su fenotipo. El codigo se modificd unicamente para los
clones Cctra de la siguiente manera: Ademas de nombre del juego de oligos utilizados para producir el
inserto del plasmido y un numero correlativo de colonia se agrego6 el fenotipo del clon siguiendo la siguiente

nomenclatura: B para blanco, C para celeste y BC para blanco con punto celeste.

Luego del reasilamiento se obtuvo fenotipos uniformes y se procedio a realizar la extraccion del plasmido
junto con los clones Cctra-2 y Altra reasilados en las placas con la concentracion adecuada de antibidticos.
Para estos dos genes el reaislamiento produjo clones con el mismo fenotipo que los clones originales, clon

blanco. Las concentraciones de plasmido obtenidas luego del reaislamiento mejoraron considerablemente.
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Para los clones Cctra se obtuvo concentraciones de 96.35 ng/ul hasta 232.6 ng/pl, con una pureza de 1.82
a 1.86 (ADN puro con razén 260/280 ~ 1.8); y una medida de pureza secundaria de acidos nucleicos de 1.92
a 2.25 (pureza secundaria de acidos nucleicos con razén 260/230 ~ 2.0 a 2.2), indicando una baja o nula
presencia de contaminacion (Thermo Scientific, 1975), ver Cuadro 19. Por otro lado, para los clones Cctra-
2 se obtuvo concentraciones de 67.6 ng/ul hasta 110 ng/pl, con una pureza de 1.82 a 1.83; y una medida de

pureza secundaria de acidos nucleicos de 1.88 a 2.22, indicando ausencia de contaminacion por fenol.

Para los clones Altra se obtuvo un rango de concentraciones de plasmido entre 120ng/pl hasta 140ng/pl,
con una pureza de 1.80 a 1.85; y una medida de pureza secundaria de acidos nucleicos de 1.72 a 1. 92,

indicando una baja o nula presencia de contaminacion.

Figura 40. Clones de distintos fenotipos obtenidos de un clon del gen Cctra.

Clones E. coli XL1-BLUE reasilados en placas de LB suplementadas con Tet (12.5pg/ml) + Carb
(100pg/ml) + IPTG (0.8M) + X-Gal (2%) de clones originales del gen Cctra (Figura 35) en placas de LB
suplementadas con Tet (50pg/ml) + Carb (60pg/ml) + IPTG (0.8M) + X-Gal (2%). A. Clon de 1a colonia
10 obtenidos con el juego de oligos Cctra (A) por medio de PCR. B. Clon de la colonia 11 obtenidos con
el juego de oligos Cctra (A) por medio de PCR. C. Clon de la colonia 25 obtenidos con el juego de oligos
Cctra (B) por medio de PCR. D. Clon de la colonia 26 obtenidos con el juego de oligos Cctra (B) por
medio de PCR.

A
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Cuadro 18. Fenotipos obtenidos de distintos clones de E. coli XL1-BLUE luego del reaislamiento

Fenotipos de clones de los genes Cctra, Cctra-2 'y Altra luego de reasilar una clon original en placas
de LB suplementadas con Tet (12.5pg/ml) + Carb (100pg/ml) + IPTG (0.8M) + X-Gal (2%)

Fenotipo
Cctra Clon celeste pequefio
A)
col. 10 Clon pequeio blanco con punto celeste en el medio
Azul
Cctra Clon mediano blanco con punto celeste en el medio
A)
col. 11 Clon blanco pequefio
Azul
Cctra Clon blanco grande
(B)
col. 25 Clon grande blanco con punto celeste en el medio
Blanco
Cctra Clon blanco pequefio
(B)
col. 26 Clon celeste
Blanco
Cctra-2 <
col. 12 Clon blanco pequefio
Clon blanco grande
Cctra-2 <
col. 14 Clon blanco pequefio
Clon blanco grande
Cetra-2 Clon blanco pequefio
col. 15 Clon blanco grande
Cetra-2 Clon blanco pequefio
col. 23 Clon blanco grande
St Clon blanco
col. 3
Altra (A)
col. 14 Clon blanco
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Cuadro 19. Altas concentraciones de plasmido ligado obtenido de los clones reaislados
suplementado con Tet (12.5ng/ml) + Carb (100pg/ml).

Parametros de calidad de plasmido extraido de clones de los genes Cctra, Cctra-2 'y Altra en LB liquido
suplementado con Tet (12.5ng/ml) + Carb (100ug/ml)

Muestr no/ul Absorbancia | Absorbancia
Hestra SE L 2601280 260/230
224.3 1.84 2.2
Cctra (A) col. 10BC
240.9 1.84 2.19
215.4 1.84 2.24
Cctra (A) col. 10C
224.6 1.85 2.24
144.2 1.83 2.15
Cctra (A) col. 11BC
148.9 1.84 2.15
188.1 1.84 2.04
Cctra (A) col. 11B
210.6 1.83 1.98
228.8 1.85 2.34
Cctra (B) col. 25BC
231.7 1.86 2.33
95.2 1.82 1.98
Cctra (B) col. 25B
97.5 1.84 1.92
115.5 1.82 1.98
Cctra (B) col. 26B
118.8 1.81 1.97
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Continuacion Cuadro 19. Altas concentraciones de plasmido ligado obtenido de los clones reaislados
suplementado con Tet (12.5ng/ml) + Carb (100pg/ml).

Muestra Il Absorbancia | Absorbancia
et 260/280 260/230
197.8 1.85 2.25
Cctra (B) col. 26C
201.6 1.84 2.23
103.6 1.82 2.08
Cctra-2 (B)
col. 12
107.5 1.81 2.05
77.8 1.81 1.88
Cctra-2 (B)
col. 14
78.8 1.81 1.89
66.4 1.83 2.22
Cctra-2 (B)
col. 15
68.8 1.82 2.16
108.6 1.80 1.99
Cctra-2 (B)
col. 23
111.4 1.82 1.99
124.6 1.83 1.74
Altra (A)
col. 3 1253 181 |74
Altra (A) 132.5 1.82 1.92
col. 14
134.4 1.83 1.88

Se realiz6 una digestion, con EcoRI, enzima que presenta sitios de reconocimiento dentro del plasmido
ubicados en los extremos del fragmento de interés, para verificar la presencia del inserto al obtener un
producto de digestion del tamafio esperado. Todos los los controles negativos (plasmidos sin digestion)

presentaron las bandas correspondientes en la parte superior del gel, ya que su conformacion circular
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dificulta la migracion. Con este método fue posible determinar que de los clones Cctra, solamente los clones
Cctra (A) poseen un producto de digestion de 260pb Figura 41, cercano al tamafio esperado de 270pb, ver
Cuadro 20, indicando que los clones Cctra (A) col. 10BC, 10C, 11BC, 11B poseen el fragmento de interés
dentro del plasmido. Los plasmidos de los clones Cctra (B) no presentan un producto de digestion indicando
que estos perdieron el inserto o se encuentra recombinado dentro del genoma de la bacteria. Tomando en
cuenta que el inserto Cctra (B) contiene al inserto Cctra (A), ver Figura 41, manejamos dos hipotesis del
porque no se observo digestion en los clones Cctra (B): Su tamafio incide directamente en su estabilidad (el
inserto producido por el juego de oligos Cctra (B) es 127 pares de bases mas grande, o 50% mayor que el
inserto producido por el juego de oligos Cctra (A)). La exposicion del clon a una mayor concentracion de
Tetraciclina (50 pg/ml) produjo mutaciones en el plasmido, impidiéndole a la enzima de restriccion EcoRI,

identificar la secuencia de reconocimiento y cortar el ADN en el lugar indicado.

Luego de la digestion con la enzima EcoRI fue posible determinar que todos los clones Cctra-2 y Altra
seleccionados por medio de PCR de colonia poseen un producto de 20) digestion de 400 pb y 300 — 400bp
repectivamente (Figura 42), lo cual es cercano al valor esperado de 400pb y 373pb, Cuadro 20. Esto indica

que los clones Cctra-2 col. 12, 14y 23 y Altra col. 3 y 14 poseen el fragmento de interés.

Cuadro 20. Tamaiio de productos de amplificacion esperados para los juegos de oligos utilizados
para ambas especies

Tamaifio de inserto gen
Juego de oligos utilizada Tamaifio de inserto gen (bp)
digerido con EcoRI (bp)
Cctra (A) 252 270
Cctra (B) 379 397
Cctra-2 (B) 400 400
Altra (A) 372 390
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Figura 41. Presencia del inserto en clones correspondientes al gen Cctra seleccionados del
tamaiio esperado producido por EcoRI.
Electroforesis de digestion con EcoRI de plasmido ligado en clones E. coli XL1-BLUE.
Condiciones: gel de agarosa 1.5% (p/v) en “buffer” de corrida TBE 1X a 20 V/cm por 30min.
Escalera Promega Ladder 100bp. Visualizacion con tincion post corrida con bromuro de etidio a
300nm
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Figura 42. Presencia del inserto en clones correspondientes a los genes Cctra-2 'y Altra
seleccionados del tamafio esperado producido por EcoRI.
Electroforesis de digestion con EcoRI de plasmido ligado en clones E. coli XL1-BLUE

correspondientes a los genes Cctra-2 (Estrellas grises) y Altra (Estrellas anaranjadas).
Condiciones: gel de agarosa 1.5% (p/v) en “buffer” de corrida TBE 1X a 20 V/cm por 30min.
Escalera Promega Ladder 100bp. Visualizacion con tincion post corrida con bromuro de etidio a
300nm
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Todos los plasmidos elegidos luego de la digestion, menos el obtenido del clon Cctra-2 col. 14 por su baja
concentracion (Cuadro 19), se secuenciaron en Macrogen USA, a pesar que no se observo producto de
digestion en los clones Cctra (B). En los resultados obtenidos se identificaron tres secuencias importantes
por plasmido: La secuencia de reconocimiento de Spel, para determinar la orientacion del inserto dentro del
plasmido, la secuencia del promotor T7 junto con el oligo F y la secuencia del oligo R respectiva al fragmento

de interés.

Luego del analisis de la secuencia de los plasmidos fue posible determinar que cuatro de ocho plasmidos
pertenecientes al clon Cctra, poseen una secuencia de inserto similar a la publicada en GenBank (GenBank:
AF434936.1); y se encuentran en la orientacion adecuada para la produccion de ARNdh (inserto flanqueado
por dos promotores T7) (Agrawal et al., 2003; Farrel, 2005), ver Figura 46. El analisis de las secuencias de
los plasmidos Cctra (B) permitié confirmar la hipdtesis de que existe una mutacion en el sitio de
reconocimiento de EcoRI, razon por la cual no se observo producto de digestion en Cctra (B) aun cuando el
inserto se encuentra dentro del plasmido (ver Figura 43). Ademas, segun el analisis de estas secuencias, es
posible descartar todos los clones producidos por el juego de oligos Cctra (B), como candidatos para la
produccion de ARNdh debido a dos factores: Se desconoce la orientacion del inserto ya que la secuencia
Spel no se encontrd o se encuentra altamente mutada e intercalada con el oligo F. Ademas, se cree que el
oligo F perdi6 el promotor T7 debido a los numerosos procesos de reaislamiento realizados o bien a la
inestabilidad del promotor T7 dentro el plasmido. Por lo anterior, los clones que se proponen como candidatos
para la produccion de ARNdh debido a la orientacion del inserto, la ausencia de mutaciones y por poseer una
secuencia consenso cercana a la publicada en GenBank (GenBank: AF434936.1) son: Cctra (A) col. 10C,
col. 10BC, col. 11B y col. 11BC.

El analisis de las secuencias obtenidas de los plasmidos pertenecientes a los clones Cctra-2 permitio
determinar que el clon Cctra-2 col. 12, posee el fragmento de interés en la orientacion deseada, ver Figura
43. No fue posible analizar la secuencia obtenida del clon Ccetra-2 col. 23 debido a la baja calidad de la misma.

Por lo anterior se proponen como candidato para la produccion de ARNdh al clon Cctra- 2 col. 12.

Los resultados de la secuenciacion de los plasmidos pertenecientes al clon A/tra no fueron 100% confiables
debido a que contienen bases nitrogenadas sin identidad y varias bases en las que se realiz6 cambios manuales
en la secuencia, utilizando la herramienta Mega7. Por lo anterior, no fue posible determinar si el fragmento
de interés se encuentra en la orientacion deseada al identificar los promotores T7 del plasmido o del oligo
“Forward” en los dos clones Altra col. 3 y 14. La calidad de la secuencia se le atribuy6 a una posible
contaminacion, alto contenido de CG lo que posiblemente provocod que la Taq polimerasa durante la
secuenciacion no funcionara de manera correcta. Ademas, es importante mencionar que solamente existe una

secuencia publicada correspondiente al gen Altra, lo cual dificulta los analisis.

A partir de las secuencias resultados obtenidos para el clon A/tra no es posible determinar la orientacion del

fragmento de interés. Por lo anterior, se utilizé la herramienta Blast para determinar la identidad de las
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secuencias de los clones limpios (clon 14F, clon 3R y clon 3F). Fue posible identificar que la identidad de
los clones Altra col. 3F, 3Ry 14F es “A. ludens tra mRNA, complete cds” (GenBank: EU024509.1) con un
porcentaje de identidad del 97%, 98% y 99%, respectivamente (Cuadro 21). No fue posible determinar la
identidad de la secuencia del clon Altra col. 14R debido a la calidad de la misma.

Figura 43. Analisis de secuencia de plasmidos obtenidos de los clones secuenciados.
Los diagramas muestran el analisis de los resultados de secuenciacion obtenidos utilizando los oligos

M13R y M13R para los clones Cctra y Cctra-2. Los diagramas del clon Altra es una ilustracion de la
orientacion que el inserto debe poseer. Se muestra la posicion de secuencias clave.

Cctra (A
TAATACGACTCACTATAGGG ( ) CCCTATAGTGAGTCGTATTA

EcoRlI
|

_ Secuencia de interés para
| silenciamiento

I
GAATTC GTTGCGGGTAAAATGGTTG GGAGATTTTTATTACGCTCGTC ATCACTAGTG

Oligo R Oligo F

Cctra (B) 11B
TAATACGACTCACTATAGGG CCCTATAGTGAGTCGTATTA
Secuencia de interés para "
@R silenciamiento Ollacly
GTTGCGGGTAAAATGGTTG GGAGATTTTTATTACGCTCGTC

Cctra (B) 11BC
TAATACGACTCACTATAGGG ( ) CCCTATAGTGAGTCGTATTA

Secuencia de interés para
CIgol silenciamiento ClEplF |
GTTGCGGGTAAAATGGTTG GGAGATTTTTATTACGCTCGTC ATCACTAGTG

TAATACGACTCACTATAGGG Cctra-2 CCCTATAGTGAGTCGTATTA

n n A |
Secuencia de interés para
ClEpR silenciamiento Clacl
CCCACACCTGGCGTTTATATG CTGTTCAGATGCCAGCCAAAG ATCACTAGTG

Altra

GAGTGAGNTGATACCNNTNNNCGCAGCNGAACGNCCGAGNGCAGNGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAAGAGC
NNNCAATNCcNCNAACCGCCTCTNNCCGCGCGTTGGCcGaNTTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGaCT
GGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCaCCcCAGGCTTTACACTTTATG
CTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGC
CAAGCTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTATGCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCT
GCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGTCTTCGACGATGGTTAAATGGTGGTGACGAGTCGCAGCGAATTGTAT
GTTTTCCTTCATTAGTAGATTTTAATGGCTTGGTTCGTGGAGGCGATCTATTATTGGTACTAGTTGTGCAGTCATTAT
AGGGACCGGTATGGTACTTCCGATATCCTTCTGAACTGCTAGAATCTGTCGAACTGCGACTTCCTTTTAGATATTGA
TTTGAAACGTCCTTAGCCCTGTTTTTACTTTCACTTATAAGATGTTTTTCTGTATGGGAGTCCGCAGCCTTAATAACG
CTATTGGGGTTCACAACAATGTCATCACGTTGAAATAAAGGTTTCGAACCTTCACCAAATCTACGTTTAATCCCTATA
GTGAGTCGTATTAAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATCGCC

CCCTATAGTGAGTCGTATTA
TAATACGACTCACTATAGGG
Spel

ATCACTAGTG

3

_ Secuencia de interés para
silenciamiento |
CATTTAACCATCGTCGAAGAC ATTAAACGTAGATTTGGTGAAG ATCACTAGTG
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Cuadro 21. Alto porcentaje de identidad de los clones secuenciados con la secuencia de “A. ludens

mRNA complete cds” (GenBank: EU024509.1).

Organismo con el que se Porcentaje de

Identificacion del cl
entificacién del clon identifica identidad

Anastrepha ludens (Tra) mRNA,

Altra col. 14 Forward 97%
complete cds
A T RNA
Altra col. 3 Reverse nastrepha ludens (Tra) mRNA, 98%
complete cds
A T RNA
Altra col. 3 Forward nastrepha ludens (Tra) mRNA, 99%

complete cds

Como alternativa para determinar la orientacion del fragmento de interés en el clon Altra, se realiz6 una
digestion utilizando la enzima de restriccion Spel que posee sitios de reconocimiento en el plasmido y en la
secuencia del fragmento publicada en NCBI (GenBank: EU024509.1), Figura 44. En esta figura es posible
determinar que el plasmido digerido posee solamente un producto de digestion que posiblemente
corresponden a linealizacion del plasmido, no se observé un producto de digestion del tamaio esperado de
110pb, Figura 45. Debido a que la enzima de restriccion se encontraba fuera de su fecha de caducidad, es
posible que la enzima realizara un corte parcial. Para descartar esta opcion, se adiciond 1pl mas de enzima a
cada tubo, 10ul de buffer de enzima y las muestras fueron incubadas 1 hora adicional, a 37°C. En la Figura
46 se observa que las muestras no presentaron ningun corte adicional. Los productos de digestion observados
pueden ser las distintas conformaciones adquiridas por los plasmidos de manera natural (Brown, 2010).
Luego de analizar este resultado se localizaron los sitios de restriccion en las secuencias de los clones Altra
col. 3F, 3R y 14F (Figura 50B, C y D). No fue posible encontrar la secuencia Spel posiblemente porque esta
se encuentra altamente mutada e intercalada con el oligo F. Por lo anterior para confirmar la orientacion del

fragmento de interés, se recomienda procesar y secuenciar la muestra nuevamente.
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Figura 44. Spel enzima con tnico sitio de restriccion en la secuencia de A. ludens publicada en NCBI

Se presenta el diagrama de los sitios de restriccion de diversas s enzimas tanto de la secuencia publicada
para el gen Altra en NCBI, GenBank: EU024509.1 (Fig. S0A) como la obtenida luego de la
secuenciacion del plasmido proveniente del clon de interés: Alfra col. 14 “forward” (Fig. 50B), Altra
col. 3 “reverse” (Fig. S0C) y Alfra col. 3 “forward” (Fig. S0D). Todas las secuencias obtenidas
experimentalmente fueron previamente limpiadas con MEGA7.
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Figura 45. Ausencia del producto de digestion por Spel del fragmento de interés en clones
correspondientes al gen Altra
Gel de electroforesis de digestion implementando 1 pl de enzima e incubado por una hora a 37°C.

Condiciones de corrida: gel 1.5% de agarosa (p/v) en “buffer” de corrida TBE 1X y a 100 vts
(20vts/cm). Visualizado con bromuro de etidio a 300nm. Escalera de peso molecular 100pb.
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Figura 46: Digestion nula utilizando la enzima Spel con doble tratamientode del fragmento de
interés en clones correspondientes al gen Altra

Gel de electroforesis del producto de digestion anterior, adicionando 1 pl de enzima mas y 10pl de
buffer de enzima e incubado por una hora mas a 37°C. Condiciones de corrida: gel 1.5% de agarosa
(p/v) en “buffer” de corrida TBE 1X y a 100 vts (20vts/cm). Visualizado con bromuro de etidio a
300nm. Escalera de peso molecular 100pb (Promega).
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Para confirmar la produccion de ARNdh, todos los clones se indujeron con IPTG. Se cuantifico el ARNdh
producido, se evalud el tamaifio del ARNdh y se determino la toxicidad del inserto. Debido a que los clones
no inducidos no se trabajaron en triplicado, no es posible establecer si existe o no un diferencia significativa
estadisticamente entre la produccion de ARNdh de los clones inducidos y no inducidos. Por otro lado es
importnate mencionar que el proceso experimental fue realizado con bacterias con un ODgoo en entre 0.627-
0.704 (fase estacionaria) en lugar de un ODeoo 0.4 (fase exponencial), es posible que esta variable haya

influido en los resultados obtenidos.

La Figura 47 azul, muestra que los clones Cctra inducidos, Cctra (A) col. 10BC y Cctra (B) col. 25BC,
producen una alta concentracion de ARNdh (~700 ng/ul) comparado con sus respectivos controles no
inducidos y con los demas clones, con una pureza aceptable cercana a 2 y una pureza secundaria de acidos
nucleicos que indica que existe contaminacion probablemente proveniente del fenol (Thermo Scientific,
1975). La produccion de ARNdh por el clon Cetra (B) col. 25BC indica que, no se perdi6 el promotor T7
del oligo F, como se creia en un principio. Lo anterior, permite considerar a este clon como candidato para
la induccion del silenciamiento del gen Cctra. Los clones Cctra-2, Figura 53 gris, Ccetra-2 col. 12 y 23
producen una mayor concentracion de ARNdh de (~300 ng/ul) que sus respectivos controles no inducidos,
con una pureza aceptable cercana a 2 y una pureza secundaria de acidos nucleicos que indica que existe

contaminacion probablemente proveniente del fenol (Thermo Scientific, 1975).

La Figura 47 anaranjado muestra que en ambos clones Altra col. 3 y 14, no existe diferencia entre la
concentracion de ARNdh producido por las células inducidas (362.43ng/ul y 215.27ng/ul) y las no inducidas
(273.15 ng/ul y 158.75 ng/ul). Estos poseen una pureza aceptable cercana a 2 y una pureza secundaria de
acidos nucleicos que indica que existe contaminacion probablemente proveniente del fenol (Thermo

Scientific, 1975).
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Figura 47. Cuantificacion de ARNdh de clones.
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Se realizo una electroforesis del ARNdh, figuras 48- 50, para determinar su tamafio a pesar que esto no
representa el tamafio real, solamente una aproximacion, debido a que el ARNdh migra diferente que el
ADN(dh (escalera utilizada de ADN) dependiendo de la concentracion del gel (Amosova & Lyubchenko,
1990). Algunos clones produjeron diversos tamafios de ARNdh, mayores y/o menores al tamafio
esperado. Para otros clones no fue posible determinar su tamafio o las bandas eran muy tenues

probablemente causado por la presencia de trazas de etanol que impedian su visualizacion en el gel por
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volatilizacion. Por lo anterior, se recomienda volver a realizar la extraccion de ARNdh producido por los

clones y esperar a que el etanol se evapore por completo.

Fue posible determinar que clones Cctra producen distintos tamafios de ARNdh, 250pb, 500pb a 900pb
(Figura 48). Estos productos poseen un tamafio menor al esperado de 250bp y diversos tamafios mayores al
esperado. Los clones Cctra (B), Cctra (A) col. 11B y Cctra-2 col. 12 produjeron un producto de menor tamafio
que el esperado debido a una posible mutacion causada por el reaislamiento y cultivo de los clones luego de
la secuenciacion de los mismos. Existen productos de mayor tamaiio al esperado debido a que no se disefid
el fragmento de interés con terminadores independientes de RHO. Lo anterior caus6 que la polimerasa T7
amplificara un fragmento mas grande que el esperado (Farnham & Platt, 1981). No fue posible determinar el
tamafio del ARNdh de todos los clones producidos por el juego de oligos Cctra (A), probablemente debido a

la presencia de trazas de etanol.

Los clones Cctra-2 producen ARNdh de 200pb y 400pb (figura 49). Estos productos producen distintos
tamafios de ARNdh. Estos productos poseen un tamafio menor al esperado, el tamafio esperado de 400pb y/o
tamafios mayores al esperado. El clon Cctra-2 col. 23 produce un ARNdh del tamafio esperado, a pesar que
presenta una banda leve indicando que existen trazas de etanol en la muestra. Este mismo clon presenta
productos de un mayor tamaiio al esperado entre 600pb y 650pb. Este fenomeno es causado por la ausencia
de terminadores independientes de RHO luego del fragmento de interés (Farnham & Platt, 1981). El clon
Cctra-2 col. 12 produce un ARNdh de 200pb, menor al tamafio esperado, esto se puede deber a una
degradacion del ARNdh (Scientific, s/f) o a una mutacion. Este clon productos de un mayor tamafio al

esperado al igual que el clon Cctra-2 col. 23.

Los clones Altra (Altra col. 3 y 14) producen distintos tamafios de ARNdh de 200pb y 500pb a 800pb
(Figura 50). Estos productos poseen un tamafio menor al esperado de 372bp y diversos tamafios mayores al
esperado. Estos fendmenos también se observaron en algunos clones Cctra, se cree que un tamafio menor al
esperado es causado por una degradacion del ARNdh (Scientific, s/f) o a una mutacion; mientras que un
tamafio mayor al esperado es causado por la ausencia de terminadores independientes de RHO luego del

fragmento de interés (Farnham & Platt, 1981).

Durante todo el proceso experimental se esperaba que inicamente los clones inducidos produjeran ARNdh
0 que produjeran una mayor concnetracion que los no inducidos. Esto se debe a que la cepa de E. coli
utilizada, E. coli HT-115 (DE3), produce polimerasa T7, en mayor cantidad, en presencia de un inductor del
promotor de lactosa, IPTG (Garcia et al., 2015). Debido a que algunos clones inducidos y no indcidos
producen concentraciones de ARNdh similares, se recomienda realizar pruebas de induccion con distintas
concentraciones de IPTG, puesto que en estudios anteriores se ha comprobado que la cepa utilizada produce
ARNdh en ausencia de IPTG (Kamath, Martinez-Campos, Zipperlen, Fraser, & Ahringer, 2001). Tambien
se recomienda utilizar otro sistema de expresion de ARNdh como el promotor de arabinosa (Khlebnikov

et al., 2000).
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Figura 48. Tamaiio de ARNdh producido por clones de C. capitata gen tra.
Electroforesis de ARNdh extraido de clones candidatos E. coli HT-115 (DE3) Inducidos con IPTG (I)

y no inducido con IPTG (NI). Condiciones: gel de agarosa 1.5% (p/v) en “buffer” de corrida TBE 1X
a 20 V/em por 30min. Escalera Promega Ladder 100bp. Visualizacion con tincion post corrida con
bromuro de etidio a 300nm.

ARNdh Cctra (B) col. 26B NI
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ARNdh Cetra (B) col. 26C |
ARNdh C.ctra (B) col. 26C NI
ARNdh C-ctra (B) col. 25BC |
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ARNdh Cetra (B) col. 25B |
ARNthCctrav(B) col. 25B NI
ARNdh Cetra (A) col. 11B |
ARNdh Cctra (A) col. 11B NI
ARNdh Cctra (A) col. 11BC |
ARNdh Cetra (A) col. 11BC NI
ARNdh Cectra (A) col. 10BC |
ARNdh Cetra (A) col. 10BC NI
ARNdh Cctra (A) col. 10C |
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Figura 49. Tamaiio de ARNdh producido por clones de C. capitata gen tra-2.
Electroforesis de ARNdh extraido de clones candidatos E. coli HT-115 (DE3) pGEM-T-Cctra-2 12 'y

23 inducidos con IPTG (I) y no inducido con IPTG (NI). Condiciones: gel de agarosa 1.5% (p/v) en
“buffer” de corrida TBE 1X a 20 V/cm por 30min. Escalera Promega Ladder 100bp. Visualizacion con
tincion post corrida con bromuro de etidio a 300nm.

ARNdh Cctra-223 1
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} ARNdh Cctra 2121
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ARNdh Cctra (A) col. 10C NI




95

Figura 50. Tamafio de ARNdh producido por clones de A. ludens gen tra.
Electroforesis de ARNdh extraido de clones candidatos E. coli HT-115 (DE3) pGEM-T-Altra 3 y 14

inducidos con IPTG (I) y no inducido con IPTG (NI). Condiciones: gel de agarosa 1.5% (p/v) en
“buffer” de corrida TBE 1X a 20 V/cm por 30min. Escalera Promega Ladder 100bp. Visualizacion con
tincion post corrida con bromuro de etidio a 300nm.
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La toxicidad del inserto se evalu6 al sembrar diluciones seriadas de los clones inducidos y no inducidos en
una placa de LB suplementada con Tet (12.5 pg/ml) y Carb (100 pg/ml), ver figuras 51 - 53. Si el inserto
causaba efectos toxicos para cada clon, se esperaba observar un menor crecimiento en los clones inducidos.
Luego de analizar la dilucién 1*107%, fue posible determinar que los insertos probablemente toxicos son los
generados generado por los clones Cctra (B) col. 25BC y Cctra-2 col. 12. Debido a que se observa una
minima diferencia de crecimiento entre los clones inducidos y no inducidos, se cree que la produccion del
inserto (compuesto no necesarios para el crecimiento del clon), representa una carga metabdlica que
disminuye la tasa de crecimiento (Malakar & Venkatesh, 2012). Se recomienda realizar el analisis basado en

ODsoo para determinar crecimiento mediante medidas cuantitativas y confirmar los resultados.

En diversos estudios que utilizan clones de E. coli para la produccion de proteinas, se ha reportado una
concentracion no cuantificable de proteinas y un nivel de produccion variable entre muestras (Vethanayagam
& Flower, 2005). Lo anterior concuerda con lo observado en la produccion de ARNdh de este estudio, ver

Cuadro 22.

Se observo que los clones Cctra (A) col. 11B, col. 11BC y Cctra (B) col. 26B, col. 26C, al ser inducidos,
presentan un mayor crecimiento y una menor o igual concentracion de ARNdh que los no inducidos. Esto

indica que, en un sistema no inducido, existe suficiente produccion del inserto debido a mutacion dentro del
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cromosoma de E. coli HT-115 (DE3), que causa la pérdida del funcionamiento del promotor T7. Segtn
Vethanayagam & Flower, 2005 esta mutacion se encuentra en el promotor /acUVS y se debe a numerosos
procesos de reaislamiento. También, es posible que la concentracion de IPTG utilizada para la induccion es

muy baja para producir una diferencia significativa en la produccion de ARNdh.

Se obtuvo que los clones, Cctra (A) col. 10BC, col. 10C y Cctra (B) col. 25B, Cctra-2 col. 23, Altra col. 3
y 14 que, al ser inducidos, presentan un mayor crecimiento y una mayor produccion de ARNdh que los no
inducidos. Esto sugeriria que los clones son mas aptos ya que la induccion con IPTG estimula el metabolismo
de fuentes alternas de carbono. Se obtuvo clones, Cctra (B) col. 25BC, Cctra-2 col. 12 que, al ser inducidos,
presentan un menor crecimiento y una mayor concentracion de ARNdh que el clon no inducido. Esto sugiere
que el clon produce de forma eficiente el ARNdh debido a que, probablemente, la cepa no posee una mutacion
en el promotor lacUVS5. Por lo anterior, se proponen como candidatos para la produccion de ARNdh a los
clones Cctra (A) col. 10BC, col. 10C y Cctra (B) col. 25B, col. 25BC, Cctra-2 col. 12 y 23, Altra col. 3 y 14.
Debido a los resultados obtenidos en la electroforesis, figuras 57 - 59, y a la probabilidad de que exista una
mutacion en el promotor lacUVS5, se recomienda volver a realizar este analisis con clones recién

transformados con el plasmido de interés y limite.
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Figura 51. Crecimiento de clones candidatos inducidos con IPTG y no inducidos.
Clones E. coli HT115 (DE3) reasilados en placas de LB suplementadas con Tet (12.5ng/ml) + Carb

(100pg/ml) se utilizo inducido con IPTG (I) y no inducidos (NI). Las letras indican el par de clones
inducidos y no inducidos.
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Figura 52. Crecimiento de clones candidatos del gen fransformer- 2 inducidos con IPTG y no
inducidos.
Clones E. coli HT115 reasilados en placas de LB suplementadas con Tet (12.5pg/ml) + Carb (100pg/ml)

se utilizé inducido con IPTG (I) y no inducidos (NI).

Tra-2 12 Tra-2 12 Tra-2 23 Tra-2 23

Figura 53. Crecimiento de clones candidatos del gen fransformer de A. ludens inducidos con
IPTG y no inducidos.
Clones E. coli HT115 reasilados en placas de LB suplementadas con Tet (12.5pg/ml) + Carb (100pg/ml)

se utilizé inducido con IPTG (I) y no inducidos (NI).

Altra 3 1 Altra 3 NI Altra 141 Altra 14 NI
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Cuadro 22. Clones candidatos para la induccion de silenciamiento de los genes Cctra, Cctra-2'y

Altra

Clones inducidos poseen un
mayor crecimiento que clones

no inducidos

Clones inducidos poseen un
menor crecimiento que clones

no inducidos

Clones inducidos producen
mayor concentracion de
ARNdh

Cctra (A) col.10BC
Cctra (A) col. 10C
Cctra (B) col. 25B
Cctra-2 col. 23
Altra col. 3

Altra col. 14

Cctra (B) col. 25BC

Cctra-2 col. 12

Clones inducidos producen
menor o igual concentracion
de ARNdh que clones no

inducidos

Cctra (A) col. 11BC
Cctra (A) col. 11B
Cctra (B) col. 26B

Cctra (B) col. 26C

Se disefnaron oligos de PCR tiempo real para que, en un futuro, se evalué el cambio en la expresion de cada

uno de los genes, Cctra, Cctra-2 y Altra, en hembras luego de alimentarlas con ARNdh producido por los

clones propuestos. Estos oligos se disefiaron para cumplir con las recomendaciones de tamafio, GC clamp,

AG de hairpins, homodimers y heterodimers (Farrel, 2005; Promega, 2013; Ye et al., 2012), ver condiciones

de oligos en Cuadro 23. Para optimizar el silenciamiento, todos los oligos se disefiaron para amplificar un

fragmento no mayor a 200bp (Taracena et al., 2015), fuera del area amplificada por los oligos creados en

este estudio para PCR convencional. De esta forma se evita un error en la cuantificacion de la expresion del

gen al realizar g-PCR, en cada una de las especies y genes, ver Anexos figuras 84 - 86.
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Cuadro 23. Condiciones de oligos disefiados para PCR tiempo real de los genes transformer'y

transformer-2 de C. capitata y transformer de Anatrepha ludens

AG AG
Secuencia oligo Tm (Kcal/mol) (Kcal/mol) MM
Pareja | Nombre (53 g ©C) %GC Homodi{ne- Heterodime- producto
ros mas R (pb)
. ros mas bajos
bajos
Ceratitis capitata (gen transformer)
qCcTraF | CACCCTTCACAA
q-Cectra _365 GAGAATCTTAAC 60.5 417 1.85 512
(M 109
qCcTraR | GTTCCCTACTTC
_451 ATAGACGAGAT 59-6 391 1.85
qCcTraF | ACTCTTCACCAC
542 CAACTAACC 611 47.6 2.62 361
q-Cctra e 154
2
qCcTraR | GTTATGTCATCC
1 43. 4
_673 AAGTTTCGTCG 6 33 045
Ceratitis capitata (gen transformer-2)
qCcTra- | ATGTCACGTTCC
. 2F 395 CGTTC 58.3 52.9 6.3
Cctra-2 -4.95 113
(M| gCeTra- | TGTTGCGTTGTA 53 | 381 138
2R _487 TAAACACTC ’ ’ ’
qCcTra- | GGCGTGAACGT
¢ 2F_750 GAATATAATG >8.7 429 6.3
Cctra-2 -4.95 126
(@)
qCcTra- | TACGGCTTCGAT
2R _855 CATATCGAC 60.7 47.6 8.24
qCcTra- | GCACGTTATTAG
. 42. -6.
¢ 2F_899 AACTGTTCC 583 ? 63
Cctra-2 -5.24 121
3| gCeTra- | GAATTTTTGGCG 5o | 364 536
2R 998 AATCAACATC ’ ’ e
qCcTra- | GTAGTCGTTCCT
60.5 50 -3.61
¢ 2F_873 ATTCGCCA
Cctra-2 -5.19 147
4 | gCeTra- | GAATTTTTGGCG 5o | 364 536
2R 998 AATCAACATC ’ ’ e
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Continuacion Cuadro 23. Condiciones de oligos disefiados para PCR tiempo real de los genes
transformery transformer-2 de C. capitata 'y transformer de Anatrepha ludens

AG AG
L (Kcal/mol) MM
Pareja | Nombre Secuencia oligo Tm %GC | Homodime- (Kcal/mol) producto
(5>3) (°C) . Heterodime-
ros mas R (pb)
bajos ros mas bajos
Anatrepha ludens (gen transformer)
gAltraF_ | CAGATTGAACAA
39 AGTGTGCC 58.9 45.0 3.90
q‘é‘)”a -6.84 94
gAltraR_ | CGTTTAATAACC
. .1 -4.
88 ACTTCACTTGC 59-8 39 85
gAltraF_ | TGCCTACCACAT
0 ACCAACC 60.4 52.6 3.14
q‘é‘)”a -5.09 114
qAltraR_ | CTAAATCCACGC
. 45. -3.61
148 ACACCATAAC 60.6 >3 36
qAltraF_ | GTGTGCCTACTG
926 GTTCTATTC 59.4 47.6 3.14
-Al
a (3)”3 525 136
gAltraR_ | GGGTTCACAACA
997 ATGTCATC 58.4 45.0 3.43

Se realiz6 un PCR touchdown de los oligos disefiados para q-PCR (ver figuras 54 - 56), con este fue posible
determinar que los oligos especificos para determinar la expresion del gen en hembras son: q_Cctra (2)
[qCctraF 542 y q CctraR_673], q_Cctra-2 (2) [qCctraF_750 y qCctra-2R_855] y q_Altra (3) [qAltraF_926
y qAltraR 997] ya que presentaron un producto cercano al tamafio esperado de 154pb, 126pb y 136pb,
respectivamente, Cuadro 23. La intensidad observada del producto de amplificacion producido por el juego
de oligos q_Cctra (2), figura 60, indica que el producto se encuentra en una baja concentracion por lo que es
necesario optimizar el PCR para este juego de oligos. Por otro lado, se observa que el producto de
amplificacion producido por el juego de oligos q Cctra-2 (2) y q_Altra (3), figuras 60 y 61, indica que el
producto se encuentra en una alta concentracion. A pesar de esto se observan distintos productos de
amplificacion para el juego de oligos q_Altra (3), esto indica que el juego de oligos no es especifico para la
region deseada en el rango de temperaturas de 63°C a 56°C. Es posible que esto ocurra debido al alto

contenido de bases CG y repeticiones en la secuencia.
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Los oligos que poseen un producto de amplificacion tanto en machos como en hembras son: q_Cctra-2 (3)
[qCctraF 899 y qCctra-2R_998], q_Cctra-2 (4) [qCctraF 873 y qCctra-2R 998)] q_Altra (1) [qAltraF 39y
qAltraR_88]y q Altra (2) [qAltraR 42 y qAltraR_148] ya que presentaron un producto cercano al tamafio
esperado de 121pb, 147pb, 94pb y 114pb, respectivamente, Cuadro 23. Las parejas de oligos q_Cctra-2 (3),
q_Cctra-2 (4), q_Altra (1), q_Altra (2) produjeron un producto de amplificacion con mayor concentracion en
hembras, figura 55 - 56, indicando que es posible que este gen se encuentre en mayor proporcion en hembras
que en machos. Debido a que algunos controles negativos se encontraban contaminados, se recomienda

volver a realizar el PCR touchdown con los oligos elegidos.

Figura 54. PCR Touchdown con oligos disefiados para PCR tiempo real para el gen transformer de C.
capitata.

Productos de PCR Touchdown del gen transformer a partir de ADNc de adulto de C. capitata para

cuantificar expresion del gen por medio de Q-PCR. Condiciones: gel de agarosa 1.5% (p/v) en “buffer”

de corrida TBE 1X a 20 V/cm por 30min. Escalera Promega Ladder 100bp. Visualizacion con bromuro

de etidio a 300nm.
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Figura 55. PCR Touchdown con oligos disefiados para PCR tiempo real para el gen fransformer-2 de
C. capitata.
Productos de PCR Touchdown del gen transformer-2 a partir de ADNc de adulto de Ceratitis capitata

para cuantificar expresion del gen por medio de Q-PCR. Condiciones: gel de agarosa 1.5% (p/v) en
“buffer” de corrida TBE 1X a 20 V/cm por 30min. Escalera Promega Ladder 100bp. Visualizacion
con bromuro de etidio a 300nm.
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Figura 56. PCR Touchdown con oligos disefiados para PCR tiempo real para el gen transformer de A.
ludens.
Productos de PCR Touchdown del gen transformer a partir de ADNc de adulto de A. ludens para

cuantificar expresion del gen por medio de Q-PCR. Condiciones: gel de agarosa 1.5% (p/v) en “buffer”
de corrida TBE 1X a 20 V/cm por 30min. Escalera Promega Ladder 100bp. Visualizacion con bromuro
de etidio a 300nm.
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B. Caracterizacion de Klebsiella oxytoca aislada de ambientes asociados a
Ceratitis capitata

Analisis microbiologico para el aislamiento de Klebsiella oxytoca

Las muestras iniciales fueron un aislado presuntivo de Klebsiella sp., de un ambiente asociado a C. capitata
en medio nutritivo. Esto fue realizado con la colaboracion de Moscamed Guatemala. Se obtuvieron 2
aislados, el primero provenia de la esponja de jaulas donde se encontraba C. capitata; y el segundo provenia

de hojas de café de los cafetales donde se detecto I presencia de C. capitata.

Figura 57. Klebsiella aislada de la esponja de una jaula siendo un ambiente asociado a C. capitata con
la colaboracion de Moscamed Guatemala.

A. caja Petri con el estriado original de Klebsiella; B. tincion de Gram del estriado sin mucosidad

denominado como No-Mucoso (NM); C. tincion de Gram del estriado que mostraba mucosidad

denominado como Mucoso (M). Las tinciones de Gram se observaron en lente de inmersion (1000X)

con aceite de inmersion

Segtin el estriado obtenido de la esponja, se observaron dos tipos de fenotipos bacterianos de Klebsiella
(figura 57A) en la placa de cultivo bacteriano de C. capitata. Uno de los fenotipos era M (mucoso) y otro era
NM (no mucoso)’. Esto significa que las colonias M tenian una mayor expresion de capsula en comparacion
con las colonias NM. Para corroborar si lo anterior es cierto, se debe de realizar un PCR tiempo real para
cuantificar la expresion del gen que codifica a la capsula el cual es cps. El gen ¢ps es considerado uno de los
de virulencia mas importante. Actualmente se ha determinado que entre diferentes cepas existe una
variabilidad capsular dada por polimorfismos. Estos polimorfismos son resultado de la variabilidad de la
secuencia del promotor c¢ps (Wen, Liu, Qu, & Zhang, 2016; Wu, Lin, Hsieh, Yang, & Wang, 2011). A partir
de que se identificaron estos dos fenotipos, se realizaron los experimentos a continuacién para ambas
bacterias. En (figura 57B-C) se observan las tinciones de Gram aplicadas a las colonias NM y M. En ambas
tinciones se observaron bacilos y coco-bacilos (entiéndase por bacilos cortos) Gram negativo (rosados)

(Qureshi & Bronze, 2017) y cocos Gram positivo (morados). Las bacterias Gram negativo corresponden a

2 En el trascurso de la discusion se va a factores referir a no mucoso como NM o como N para diferenciarlo
del mucoso que es M.



105

Klebsiella (Qureshi & Bronze, 2017), por otra parte los cocos Gram positivos corresponden a contaminacion.

Debido a estos resultados se opto por purificar el cultivo antes de realizar las extracciones de ADN.

Figura 58. Purificacion y aislamiento de Klebsiella oxytoca del cultivo proporcionado por Moscamed.
A. caja petri con el estriado de Klebsiella; B. tincion de Gram de colonias aisladas de MacConkey No-
Mucoso (NM); C. tincion de Gram de colonias aisladas de MacConkey Mucosa (M); D. tincion de
Gram de colonias aisladas de MacConkey No-Mucoso (NM); E. tincion de Gram de colonias aisladas
de MacConkey Mucosa (M). Las tinciones de Gram se observaron en lente de inmersion (1000X) con

aceite de inmersion.

En el medio de cultivo Agar Sangre (figura 58A) para las colonias M (mucosas) y NM (no mucosas) se
observa la formacion de capsula, propio de Klebsiella. Para la purificacion del cultivo y aislamiento de
Klebsiella se utilizo un medio MacConkey que es diferencial y selectivo. MacConkey es selectivo debido a
que solo crecen las Enterobacterias (Gram negativo) por la presencia de sales biliares y el cristal violeta del
medio. Por ende, las bacterias Gram positivo no pueden crecer. También es diferencial ya que separa a las
especies que son fermentadoras de lactosa de las que no lo son por un viraje de pH que produce cambios de
coloracion en el medio y en las colonias (SIGMA-ALDRICH, 2017a). En el medio MacConkey (figura 58B-
C) muestra colonias rosadas mucosas de bacterias Gram negativo fermentadores de lactosa (Qureshi &
Bronze, 2017). Para analizar la pureza y morfologia del cultivo, se realizo la tincion de Gram de colonias
aisladas (figura 58D-E) que muestra coco-bacilos y bacilos Gram negativo. El siguiente paso era caracterizar

la colonia con pruebas bioquimicas.
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Figura 59. Aislamiento de Klebsiella oxytoca aislada de Ceratitis capitata.

A) muestra recibida en medios B) bacteria aislada en agar MacConkey y C) en agar sangre.

Al segundo aislado obtenido de la hoja del café de los cafetales se le nombré como C*. De la muestra inicial
(figura 59A) se tomo una asada y se sembro en agar MacConkey y sangre. Como se esperaba, en el medio
MacConkey se obtuvieron colonias rosadas, brillantes y mucosas y en agar sangre, se obtuvieron colonias
blanquecinas brillantes (Asensio et al., 2000). Del primer medio se realiz6 una tincion Gram para confirmar

la presencia de bacilos Gram negativos.

Figura 60. Bateria bioquimica de Klebsiella oxytoca aislada de Ceratitis capitata

A) TSI, B) LIA, C) citrato, D) urea, E) SIM no moévil.

A B

Se utilizaron pruebas de bateria microbioldgica para la evaluacion del metabolismo de la Klebsiella de las
tres cepas estudiadas, M, NM y C (figura 60). En el medio TSI se obtuvo un resultado A/A + - (acido/acido
con gas) por lo que es fermentador de glucosa, lactosa y sacarosa , aparte, es productora de gas (Podschun
and ullmann 1998). En la prueba LIA se obtuvo K/A - - (alcalino/acido) por lo que descarboxila la lisina, por
el fondo amarillo significa que fermenta la dextrosa. Se obtuvo un resultado positivo para citrato, urea
(contiene la enzima ureasa), rojo de metilo, prueba de indol y positivo para prueba OF (fermentador y
oxidacion con y sin aceite) por lo que es anaerobio facultativo siendo un fermentador (Podschun and ullmann

1998). Se obtuvo un resultado negativo para Voges Proskauer al no producir diacetil por ser una

3 La C corresponde a cafetales segun la primera letra de la palabra. Esto indica que el aislado proviene de la
hoja del café a diferencia de las que provienen de la esponja que son M y NM. La C se utilizara en el
transcurso de los resultados y discusion.
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Enterobacteria. Result6 negativo para motilidad en SIM que era lo que se esperaba ya que no tienen flagelo
(Alves, da Silva Dias, Dias De Castro, Riley, & Meurer Moreira, 2006). En el articulo de Alves y
colaboradores (2006), realizaron una caracterizacién por reacciones bioquimicas a diferentes cepas de
Klebsiella y luego una caracterizacion por PCR. Descubrieron que la prueba biomolecular (PCR) diferian de
la forma en que se habian clasificado las especies de Klebsiella por pruebas bioquimicas. En conclusion
existe una variabilidad genética entre cepas que sean de la misma especie por lo que se requiere realizar
diversas pruebas tanto microbioldgicas como moleculares para clasificacion taxondmica de las cepas (Alves
et al., 2006). Por los resultados bioquimicos obtenidos, se pueden clasificar a las cepas M, NM y C como K.
oxytoca, pero se requiere de una prueba molecular para corroborar dicha clasificacion debido a la variabilidad

de los resultados obtenidos con los reportados en la literatura.

Optimizacion de extraccion de ADN gendmico

Ya teniendo la identificacion de las muestras M, NM y C como Klebsiella oxytoca, se procedio a la
extraccion del ADN genoémico. Como se menciona en Metodologia, se realizo con el reactivo DNAzol; este
es especifico para ADN gendmico y presenta mejores resultados que otros reactivos (Ligozzi & Fontana,
2003). No se utilizé un kit con purificacion en columna, porque los volimenes de resuspension son muy
bajos y para enviar a secuenciar por SMRT se requieren minimo 100ul (Fishbain, Sinyavskiy, Riederer,
Hujer, & Bonomo, 2012; Guo et al., 2015). Se realizo la primera extraccion a partir de colonias aisladas en
medio MacConkey basado en el protocolo de DNAzol ((ThermoFisher, 2016). Se utilizaron 20 colonias

pequeiias para la extraccion. Los resultados se observan en la Figura 61 y Cuadro 24.
Figura 61. Gel de integridad 0.5% de ADN gendmico extraido de K. oxytoca (M-mucoso, NM-no

mucoso y C-cafetal) corrido a 90V x 60cm por 30 minutos

ADN gendémico

Plasmido
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Cuadro 24. Evaluacion de la calidad del ADN genémico de la extraccion de medio sélido de K.
oxytoca de fenotipo M (mucoso) y fenotipo NM (no mucoso). Los resultados fueron obtenidos de
medicion en espectrofotometro UV-VIS UNICO.

K. oxytoca M K. oxytoca NM K. oxytoca C

Muestra (mucosa) (no mucosa) (cafetal)
Replica 1 2 1 2 1
Concentracion de ADN 9400 9979 1126 6.714 4.679
(ng/ml)
Pureza (A 260/280) 1.989 1976 2.005 1.952 1.740
Concentracion de 4.835 6308 4.182  5.689 NA

proteina (ug/ml)

En la Figura 61, se muestra que la integridad del ADN genémico es la deseada. Se observan dos bandas de
ADN gendmico en el gel, la que se encuentra en el pozo corresponderia a ADN gendémico que no migro por
su peso molecular y la segunda banda que migré por lo que puede ser ADN gendmico o un plasmido. En el
Cuadro 24 se obtuvo una concentracion entre 6ng/pl y 11 ng/ul aproximadamente. La pureza de A269/280
es aproximadamente 2.0 lo que indica que es aceptable, pero presenta contaminacién por proteinas.
Posiblemente se debe a la capsula la cual intervino en el proceso de lisis celular ya que se realizé a partir de
una colonia en medio solido. Para evitar dicha contaminacion se descartd la opcion de extraer de medio sélido
y se optod por la de medio liquido. Se realiz6 una curva de crecimiento de K. oxytoca fenotipo M, NM y C en

medio LB (Luria-Bertani) y Tripticasa de Soya (TS).
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Figura 62. Curva de crecimiento de K. oxytoca medido con estindares de MacFarland.

A. crecimiento fenotipo M en tripticasa de soya (TS); B. crecimiento de fenotipo M en medio LB; C.
crecimiento de fenotipo NM en tripticasa de soya (TS); D. crecimiento de fenotipo NM en medio LB.
E. crecimiento de fenotipo C en tripticasa de soya (TS); F. crecimiento de fenotipo C en medio LB
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En la Figura anterior (Figura 62) se observan los resultados de la curva de crecimiento de K. oxytoca
fenotipo mucoso, fenotipo no mucoso y C de cafetal en medio LB y Tripticasa de Soya. La curva de
crecimiento se asemeja mas a la Funcion Logistica en comparacion a la Ley de Crecimiento Natural (Figura
22 en Metodologia). Esas graficas y ecuacion pronosticadas (Figura 22) fueron realizadas por Jeffrey Flores
y Boris Llamas en la clase de Ecuaciones Diferenciales de la Universidad del Valle de Guatemala. Esto se
debe a que, seglin la ecuacion de la Funcion Logistica, esta toma en cuenta la limitacion de nutrientes,
mientras que la Ley de Crecimiento Natural (segiin su ecuacion, Figura 22 en Metodologia) muestra una

cantidad de nutrientes constante. A parte, la Funcion Logistica s6lo toma en cuenta el factor de nutrientes,
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por lo que se recomendaria realizar otra ecuacion tomando afiadiendo factores tales como aireacion (oxigeno),

desechos secretados por las bacterias que resultan toxicos, entre otros.

El fenotipo mucoso (M) en medio tripticasa de soya (Figura 62A) llega a la fase estacionaria luego de 100
minutos, en medio LB (Figura 62B) llega en 80 minutos. El fenotipo no mucoso (NM) alcanza la fase
estacionaria en medio tripticasa de soya (Figura 68C) en 120 minutos y en LB (Figura 62D) en 80 minutos.
Con estos resultados se determind que en 60 minutos las bacterias no alcanzan la fase estacionaria por lo que
la produccion de capsula va a ser menor (P6hlmann-Dietze et al., 2000), mejorando asi la calidad y pureza
de la extraccion de ADN gendmico. Para la cepa C-cafetal se observo que se dio crecimiento mas rapido en
medio LB; a los 80 minutos llego a fase estacionaria (Figura 62F). En cambio, en medio tripticasa soya tarda
100 minutos en llegar a fase estacionaria (Figura 62E). En varios articulos (Angel et al., 2012; Da Silva, De
Araujo, Silva, & Guimaraes, 2005; Joainig et al., 2010) que trabajaron con K. oxytoca, también realizaron

curvas de crecimiento:

- En Angel et al. (2012), la curva se realizé con densidad optica a 600nm y se evalué consumo de

glicerol. El tiempo para llegar a fase estacionaria fue de 20 horas.

- EnDa Silva et al. (2010), la cepa usada lleg6 a fase estacionaria en aproximadamente 10 horas. El

tiempo variaba unos minutos segun la concentracion de glucosa en el medio.

- En Joaining et al. (2010), las bacteriar llegaban a fase estacionaria luego de 12 horas. La curva se

realiz6 por countplateagar y no medio liquido.

En todos ellos se observa que el tiempo para alcanzar la fase exponencial es mayor al obtenido para la
cepa M, NM y C. Se puede concluir que las tres cepas tienen un crecimiento mas rapido que otras cepas de

K. oxytoca estudiadas.

Cuadro 25. Resultados de calidad de ADN genémico extraido con DNAzol con y sin tratamiento de
lisozima.
La concentracion y pureza fue obtenida por Nanodrop espectrofotometro

Muestra Concentracion ng/ul  Pureza A260/280 Pureza A260/230
M (con lisozima) 60.9 1.87 0.32
NM (con lisozima) 63.7 1.87 0.29
M1 (sin lisozima) 2.7 10.70 0.01
NM1 (sin lisozima) 4.1 5.31 0.01
M2 (sin lisozima) 11.8 1.84 0.36
NM 2(sin lisozima) 16.4 2.04 0.29
C (con lisozima) 193.8 1.49 0.42
C (sin lisozima) 2.7 4.19 0.42

(Elaboracion propia)

En el Cuadro 25, se muestran los resultados en base a una extraccion de medio liquido obtenido de la

incubacion por 60 minutos de una alicuota ON (colonia incubada en medio LB a 37°C por 15 horas) en
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medio LB. Los 60 minutos fueron utilizados seglin la curva de crecimiento discutida anteriormente. Se realizo
una prueba con y sin 2mg/ml de lisozima. La lisozima es una enzima con actividad antibacteriana que afecta
el peptidoglicano de la pared celular. Por ello, es muy eficiente para bacterias Gram positivo, pero no para
Gram negativo debido a que la membrana externa de lipopolisacarido protege al peptidoglicano. Sin
embargo, se han realizado modificaciones para utilizar lisozima en bacterias Gram negativo realizando una
incubacion a 50°C por 20 minutos o0 a una mayor temperatura por menor tiempo. Otra modificacion diferente
a la incubacion es la adicion de un conjugado como un detergente que permitira la lisis celular (Hisham
Radwan Ibrahim, Akio Kato, & Kunihiko Kobayash, 1991). Lo que permite esta enzima es facilitar la lisis
celular siendo mas efectiva la extraccion de ADN genoémico en combinacion con el DNAzol al ser incubado
a 65°C. Seglin los resultados, tanto para el fenotipo M (mucoso) como NM (no mucoso) y C (cafetal) se
obtuvo una mayor concentracion de ADN y una mejor pureza con la adicion del tratamiento de lisozima al
protocolo de DNAzol en comparacion con la falta de adicion de lisozima. El procedimiento de adicion de
lisozima se tomo del protocolo Chromosomal DNA from Borreliae (Barbour 10/84). A partir de ello, se
determiné extraer grandes cantidades de ADN gendémico para mandar a secuenciar a Macrogen en Corea.
Segtin las especificaciones de Macrogen, se requiere una minima cantidad de 16pug de ADN gendémico con

una pureza A260/280 entre 1.7-2.0 (Macrogen, 2017).

Cuadro 26. Resultados de calidad de ADN gendmico extraido con DNAzol con y con lisozima.
La concentracion y pureza fue obtenida por Nanodrop espectrofotometro

. . Pureza Pureza
Concentracion Pureza Pureza Concentracion

Muestra Muestra A A
ng/ul A260/280 A260/230 ng/ul 260/280 260/230

157.7 1.67 0.83 199.6 1.61 0.82

M 146.8 1.71 0.84 NM 178.5 1.69 0.84

155.5 1.73 0.87 181.5 1.71 0.84

37.5 1.61 0.20 55.7 1.52 0.28

M1 34.2 1.68 0.16 NM1 42.8 1.70 0.21

36.6 1.66 0.16 42 .4 1.73 0.19

102.3 1.48 0.48 79.6 1.63 0.22

M2 2 75.8 1.61 0.43 NM2 2 87.5 1.60 0.22

70.9 1.72 0.39 90.2 1.61 0.22

47.0 1.58 0.19 31.9 1.86 0.20

M3 45.5 1.66 0.17 NM3 359 1.82 0.20

51.3 1.63 0.17 36.8 1.80 0.18

486.7 1.37 0.45 78.1 1.73 0.36

M4 620.3 1.36 0.49 NM4 75.0 1.79 0.35

742.5 1.39 0.42 82.4 1.77 0.33

59.5 2.02 0.37 60.6 1.52 0.31

M5 64.5 2.05 0.35 NMS5 59.0 1.53 0.30

68.3 2.04 0.34 72.7 1.50 0.30

40.4 1.52 0.29 58.2 1.64 0.21

M6 31.8 1.67 0.23 NM6 61.3 1.65 0.19

39.2 1.59 0.25 61.5 1.69 0.17

(Elaboracion propia)
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Se realizo la extraccion de ADN genémico con DNAzol y lisozima a partir de 100ml de cultivo bacteriano
luego del transcurso de 1 hora. Por cuestiones de capacidad de de los materiales y los equipos, se tuvo que
dividir el volumen bacteriano en 7 diferentes tubos para obtener el ADN genoémico. Segun el Cuadro 26, para
las muestras M (mucoso) no se obtuvo la pureza deseada y solo en tres se cumplié con la concentracion
requerida. En el caso de NM (no mucoso) las concentraciones de ADN gendmico eran muy bajas para mandar
a secuenciar y la pureza A260/280 era muy baja indicando contaminacién con reactivos como fenoles (In
et al., 2009), estos pueden afectar en la secuenciacion del genoma (Geneaid, 2017; ThermoFisher Scientific,
2017). Debido a ello, se descartaron estas muestras y se prosiguio con la optimizacion del proceso para extraer

una mayor cantidad de ADN.

Cuadro 27. Resultados de la segunda prueba de extraccion de ADN genémico en mayor
concentracion.
La cuantificacion de ADN fue realizada con el QuantiFluor Promega. En el gel de integridad 0.5% se
corrio a 50 voltios x 60cm y se cargaron lug de ADN genémico en cada pozo. E es la escalera de 1kpb
NOVAGEN Perfect DNA ladder

Muestra Concentracion ng/ul Gel de integridad
M — gancho 8.88
NM - gancho 20.2
M - boton celularl 66.3

NM - botén celularl Mas bajo que el blanco
M — boton celular2 46.0

NM — boton celular2 ~ Mas bajo que el blanco

227.0 (Pureza Aaeso2s0 €S

C - gancho 1.863)

En el Cuadro 27 se muestran los resultados para la extraccion de ADN gendémico purificado como botdn
celular y con gancho. El referirse al gancho es una forma de hacer un garfio con una pipeta Pasteur y
lentamente recolectar el ADN genomico (esto se realiza enrollando el ADN al gancho). Con el boton celular
se pueden precipitar impureza, pero con el gancho el ADN sale mas puro que es el objetivo de este proceso
para poderlo secuenciar. Las muestras ADN que se obtuvieron con botdn celular se descartaron ya que podian
contener contaminacion, a parte unos de los resultados de boton celular obtuvieron una baja concentracion
de ADN (mas bajo que el blanco segun lo indicado en el QuantiFluor). En el gel de integridad se utilizaron
ADN’s genomicos extraidos con el gancho. Para M-mucoso, NM-no mucoso y C-cafetal en el gel de
integridad salen sin degradacion (sin barrido), sin embargo, la concentracion de ADN no es la adecuada
siendo menor a 50ng/ul. Por otra parte, para C-cafetal la concentracion es de aproximadamente de 230ng/pl
con una pureza de 1.863 que es la ideal ya que cumple con los requerimientos estipulados por Macrogen.

métdod
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Cuadro 28. Concentracion y pureza de ADN gendémico de mucoso-M y no mucoso-NM utilizando 4
diferentes métodos.
Método A corresponde a medio liquido ON con DNAzol; método B es cultivo liquido ON con DNAzol

y lisozima; método C son colonias de medio s6lido MacConkey con DNAzol; y método D son colonias
de medio sélido con DNAzol y lisozima.

Muestra | Metodo | Concentracion ng/ull | Pureza A260/280 | Volumen ul
MCl1 C 49.79 2.166 300
MC2 C 62.20 1.722 400
NMCl1 C 82.28 2.291 300
NMC2 C 8.16 3.869 200

MD1 D 78.49 1.794 200
MA3.2 A 51.40 2.062 500

NMAL.1 A 86.89 1.801 400
MA3 A 33.67 1.829 400
MA2 A 9.63 1.755 400

NMA2 A 53.38 1.978 400
NMAL1.2 A 107.1 1.814 500
MA2.2 A 27.94 1.672 500
MA1 A 15.81 1.294 200
NMB B 102.8 1.942 500
MB B 179.9 1.922 500

(Elaboracion propia)

Se realiz6 una repeticion de extraccion optimizando el protocolo de DNAzol para M y NM: el método A
es la extraccion de ADN a partir de un ON (medio liquido) con DNAzol; método B es a partir de ON con
lisozima 2mg/ml y DNAzol; método C es a partir de colonias de K. oxyfoca en medio MacConey con
DNAzol; y el método D es a partir de colonias en medio MacConkey con DNAzol y lisozima 2mg/ml. Se
realizo este experimento con el fin de comparar la calidad de ADN extraido (concentracion y pureza) de los
cuatro métodos. En el Cuadro 28 se observo que por concentracion de ADN gendmico y pureza se descartaron
las muestran con una concentracion menor a 50ng/ul y una pureza A 260/280 que no se encontrara dentro del
rango solicitado por Macrogen (Macrogen, 2017) 1.7 a 2.0. Las muestras aceptadas fueron cargadas en el gel

de integridad que se muestra a continuacion.
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Figura 63. Gel de integridad 0.5% corrido a 50 voltios x 60cm por 1.5 horas.

Método A corresponde a medio liquido ON con DNAzol; método B es cultivo liquido ON con DNAzol
y lisozima; método C son colonias de medio sélido MacConkey con DNAzol; y método D son colonias
de medio sélido MacConckey con DNAzol y lisozima. E es la escalera de 1kpb NOVAGEN Perfect
DNA ladder

En la Figura 63 se muestra el gel de integridad que corresponde al Cuadro 29. En el gel se muestran en los
pozos (2, 3,4,5,9, 10 y 13) un barrido que indica degradacion de ADN (Geneaid, 2017; ThermoFisher
Scientific, 2017) y los otros pozos donde las bandas de ADN son tenues. Las muestras aceptadas para enviar
a secuenciar por SMRT a Macrogen fueron el pozo 7 (método A para NM-no mucoso (NMA1.1)) y pozo 11
(método B para M- mucoso (MB)). Se concluye que los mejores métodos segun la concentracion, pureza e
integridad del genoma eran de una extraccion de medio liquido (ON a 37°C). La muestra NM resultdé mejor

sin lisozima en comparacion con M que resulté mejor con lisozima) (Gosiewski et al., 2014).

Cuadro 29. Comparacion de la concentracion y pureza del ADN extraido, y las muestras que
llegaron a Macrogen Corea en el transcurso de 4 — 5 dias.

Muestra al salir de la Universidad Muestras al llegar a
Macrogen
Muestra
Concentracion Pureza Concentracion ADN
ng/pl 260/280 ng/pl He

NM con método A 86.89 1.801 1.702 0.502

M con método B 179.9 1.922 1.582 0.546
1.896

C ~300 26.00 5.20
1.858

(Elaboracion propia)
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Figura 64. Gel de 1%, cargaron 1ul de ADN genémico recibido, corrido a 100 voltios, cargaron 0.5ul
de muestra y utilizaron escalera de 1kb.
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Segtin el Cuadro 29 y Figura 64, se concluye que el ADN se degrad6 al ser transportado desde las
instalaciones de la Universidad del Valle de Guatemala hasta Macrogen, Corea. Posiblemente por la
temperatura del ambiente hubo una activacion de las nucleasas por lo que estas degradaron el ADN en el
transcurso de 4 dias (Geneaid, 2017; ThermoFisher Scientific, 2017). En el gel debido a que se cargd muy
poca muestra no se puede definir si hay presencia de barrido por degradacion de nucleasas o por otras razones.
Por ello, se tomd como si la muestra hubiera sido degradada por nucleasas para poder aplicar diversos

tratamientos con el fin de desactivarlas.

Como solucidn, se realizé una extraccion de ADN genomico por tres métodos diferentes: DNAzol con
lisozima y proteinasa K; Wizard Genomic Purification Kit Promega® para ADN gendmico; y Trizol® para
ADN. La proteinasa K se adiciono junto con la lisozima ya que del envio anterior se sospecha de degradacion
de ADN gendmico por nucleasas. La proteinasa K es una serina proteasa que degrada diversas proteinas en
su estado nativo cortando aminoacidos en su cadena lateral si esta es un sulfurico, anillo aromatico y c-
terminal de sitios hidrofébicos (BioLabs, 2017b; Takara, 2017). Esta enzima incluso puede actuar en
presencia de detergente y de buffers con EDTA. Esta proteina es muy utilizada en biologia molecular para la
limpieza de reacciones enzimaticas parando la reaccion al hidrolizar los enlaces peptidicos de la enzima; y
también para lisis celular (BioLabs, 2017b; SIGMA-ALDRICH, 2017b). Este tiene un pH 6ptimo de 7.5 a
8.0. También si se trata de incubaciones muy largas se puede autodigerir por lo que no seria una fuente de
contaminacion al extraer el ADN genomico (SIGMA-ALDRICH, 2017b). Tiene una actividad 6ptima entre
20-60°C por lo que se puede incubar a altas temperaturas al igual que la lisozima para obtener mejores
resultados en la extraccion de ADN gendmico (BioLabs, 2017b; SIGMA-ALDRICH, 2017b). A las muestras
de DNAzol al agregar el buffer TE para resuspender el ADN, se realiz6 una incubacion a 65°C por una hora
y a 80°C por 10 minutos para desactivacion de nucleasas. Usualmente a 65°C se desnaturalizan, pero en
ciertos casos se da la presencia de enzimas resistentes por lo que se incuba a 80°C (BioLabs, 2017a; Lundin

et al., 2015; Sun, Huang, Qi, Qiu, & Dai, 2015).
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Figura 65. Geles de integridad de ADN genémico 0.5% corrido a 50 voltios x 60cm por 1.5 horas.

A. Gel de integridad que compara los diferentes métodos de extraccion realizados (DNAzol con
lisozima y proteinasa K; Wizard; y Trizol). B. Gel de integridad del ADN genémico sometido a una
simulacion de viaje por 4 dias. C. Gel de integridad de ADN genémico comparando el Wizard que fue
sometido a la simulacién de viaje por 4 dias con la alicuota que permanecié a 4°C durante ese tiempo.
Escalera 1kpb NOVAGEN Perfect DNA ladder.
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Wizard DNAzol Trizol —— D—I
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(Elaboracion propia)

Cuadro 30. Concentracion y pureza de ADN obtenidas en la optimizacion de extraccion de ADN
genomico de Klebsiella oxytoca de la cepa C-cafetal.

Extraccion Medlf) de Tratamientos Concentracién Az60/280 A260/230
cultivo (ng/ul)
DNAzol 410.000 2.060 1.150
5 LB liquido  comparacion  Wizard 710.000 1.960 0.035
Trizol 32.900 1.450 1.340
DNAzol 609.300 1.75 1o e
midio
6 LB liquido  comparacion
Wizard 466.000 1.81 1o e
midio
7 LB liquido ~ l1s07ima, ARNasay 128.650 2.029 no se

proteinasa K midio
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En las extracciones 5 y 6 (Cuadro 30), se compararon otros reactivos y kits para determinar si habia
diferencia y era recomendable cambiar el reactivo o método de extraccion del ADN genoémico. En cuanto a
concentracion de ADN, se obtuvo mayor cantidad con Wizard (710 ng/ul), seguido de DNAzol (410 ng/ul),
y por ultimo Trizol (32.9 ng/ul). Segln los resultados de las tres diferentes extracciones (figura 65-A) se
pudo determinar que no se logro obtener ADN genémico con Trizol, sin embargo con Wizard y DNAzol
(modificado) si. En Wizard segun el protocolo utiliza vortex, pero debido a que el ADN genémico es delicado
se realizo una prueba con vortex y otra sin vortex. Mv, Nv corresponden a los tubos Wizard de los cuales se
extrajo con vortex y los tubos sin “v”’ de Wizard son los que no se aplico el vortex. Para C no se realiz6 la
prueba con vortex, solo sin vortex para evaluar su integridad al finalizar la extraccion. Como siguiente paso
se realiz6 la prueba de simulacion de envio del paquete con alicuota de ADN gendmico M-mucoso (como
prueba) (figura 65-B) de: Wizard sin vortex con DNAstable Plus (M), Wizard sin vortex y con DNAstable
Plus (Md), Wizard con vortex sin DNAstable Plus (Mv), Wizard con vortex y DNAstable Plus (Mvd),
DNAzol con DNAstable Plus (Md) y DNAzol sin DNAstable Plus (M). El DNAstable Plus es un reactivo
utilizado para que el ADN pueda mantenerse a temperatura ambiente sin ser degradado (Biomatrica, 2013).
La simulacion del envio durd 4 dias con una temperatura interna de 16°C aproximadamente y una externa
entre 28 a 32°C y con 10 paquetes de hielo en una caja de duroport. Como resultado (figura 65-B) se observa
que hay un barrido en las muestras de Wizard indiferentemente del vortex/sin vortex y; con o sin DNAstable
Plus. Para una mejor visualizacion de los resultados se corrié un gel de integridad (figura 65-C) comparando
una muestra de ADN gendmico extraido con Wizard sin vortex que estuvo a 4°C durante los 4 dias (R),
Wizard sin DNAstable (M) y Wizard con DNAstable (D). En dicho gel se observa que un barrido en las
muestras de Wizard que estuvieron los 4 dias en la simulacion siendo diferentes a la que permanecié a 4°C.
En cambio, las muestra de DNAzol permanecieron casi igual luego del transcurso de los 4 dias, por lo que la
proteinasa K funcioné desactivando las nucleasas evitando la degradacion del ADN gendmico. En ese punto
uno recomendaria cambiar el método usar el kit Wizard. Sin embargo, se uso el ADN extraido con Wizard
para realizar un PCR y se observo degradacion del ADN. Se descartd usar ese kit para la extraccion, porque
el ADN no podria ser utilizado después para secuenciacion y rep-PCR. Esto re-confirm¢ la eleccion inicial
de utilizar DNAzol para la extraccion. A partir de ello, se decidié que la mejor técnica para enviar a secuenciar
en con DNAzol modificado (con tratamiento con lisozima y proteinasa K e incubacion a 65°C y 80°C), por
otra parte, se observa una nube debajo de las muestras de DNAzol que corrieron. Por ello, se aplicd
adicionalmente a la siguiente extraccion, un tratamiento con RNAasa para eliminar el ARN como

contaminante.
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Figura 66. Geles de integridad ADN gendmico previo y posterior al envio a Macrogen Corea.

A. Gel de integridad de ADN genémico 0.5% a 50 voltios x 60 cm por 1.5 horas antes de incubacion a
80°C. B. Gel de integridad de ADN gendmico 0.5% a 50 voltios x 60cm por 1.5 horas después de
incubacion a 80°C. C. Gel de integridad 1% a 100 voltios, cargaron 0.5ul de ADN genémico recibido
con una escalera de 1kb NOVAGEN Perfect DNA ladder.
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(Elaboracion propia)

Cuadro 31. Resultados de la calidad de ADN genémico luego de la extraccion con DNAzol, lisozima,

proteinasa K, ARNasa y tratamiento a 65°C y 80°C para eliminacion de nucleasas.

Concentracion  Concentraciéon (ng/ul) con Pureza DNA  Volumen
Muestra DNAstable Plus (ng)
(ng/ul) A 260/280 (nl)
M1 383.5 306.8 2.0 134.2 437.5
NM1 318.9 255.1 2.0 111.6 437.5
M2 262.8 No aplica 1.9 92.0 350.0
NM2 230.5 No aplica 1.9 80.7 350.0
Cl 260.63 208.5 2.1 91.22 437.5

(Elaboracion propia)

En la Figura 66 se observan los resultados de la extraccion de ADN gendmico con los diversos
tratamientos anteriormente mencionados. En el Cuadro 31 se presentan los resultados correspondientes a
los geles de arriba (Figura 66 A-B) La concentracion se encuentra entre lo aceptado por Macrogen y la

cantidad de ADN también. A pesar de los tratamientos con ARNasa se siguid observando en el gel de
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integridad (Figura 66A) un nublado al final donde se sospecharia de presencia de etanol. Por ello se realizo
un proceso de evaporacion del etanol incubando a 80°C los tubos eppendorf con la tapadera abierta por una
hora. Como resultado de esa evaporacion se obtuvo el segundo gel de integridad (Figura 66B) donde la
intensidad del nublado al final del gel disminuy6 pero no se logro eliminar. A pesar de ello, estas fueron las
muestras que se les afiadio DNAstable Plus y se enviaron a Macrogen Corea. Los resultados que reportd
Macrogen (Figura 66C) mostraron que no habia presencia de ADN gendmico y que tanto el volumen como
la concentracion de este disminuyeron significativamente. Sin embargo, en la Figura 66C se muestra una leve
presencia de bandas en el gel correspondientes a la muestra Mucoso 2 (M2) y No mucoso 2 (NM2). Con ello,
surgio la hipotesis de que el ADN debido al trayecto de 4 dias que realiza y en el avion donde varia la
temperatura este pudo congelarse y quedarse pegado en los tubos. Ya que no se muestra un barrido en el gel,
esto significa que no se degrado el ADN gendmico sino que este se quedo congelado a las paredes del tubo.
Como solucion, se optd por realizar una nueva extraccion de ADN gendémico de M y NM y mandar a
secuenciar a Genewiz de Estados Unidos y por [lumina Miniseq en el laboratorio de la Dra. Dalia Lau-Bonilla

en Guatemala.

Extraccion final de ADN gendémico y comparacion para determinacién de presencia o ausencia de

plasmidos

Cuadro 32. Resultados de extraccion para mandar a secuenciar a Genewiz en Estados Unidos y por

Ilumina MiniSeq en Guatemala. Resultados obtenidos del Nanodrop Spectrophotometer.

Concentracion Pureza DNA

Muestra Concentracion con Volumen
(ng/pl) DNAstable Plus (ng/pl) A 260/280 (ng) (nl)
M 136.6 109.28 2.01 40.98 375
NM1 142.35 113.88 2.21 42.71 375
NM2 152.7 122.16 2.14 45.81 375
C2 208.5 194.60 1.86 72.98 375

(Elaboracion propia)

En el Cuadro anterior (Cuadro 32) se muestra los resultados de la extraccion realizada. Se puede observar
que la concentracion reportada es alta para poder mandar a secuenciar a Estados Unidos. Sin embargo, la
pureza no es la 6ptima, sin embargo sigue siendo aceptable. Esto puede deberse a la presencia de proteina
que se encontraba junto con el ADN al realizar el gancho. La diferencia entre NM1 y NM2 es que para la

primera se partid de un volumen de 4ml de cultivo ON ya que el crecimiento de este es mas lento en
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comparacion con el M y C. En cambio para el NM2 se aplicé el mismo protocolo que para M y C. Segun los
resultados se puede decir que al aumentar la cantidad de muestra inicial la pureza y calidad de extraccion se
ve afectada. Por lo que el maximo de volumen recomendado para esta extraccion segiin SOP 2:2 es 2ml.
Estas muestras son las que se mandaron al laboratorio de Berkeley Estados Unidos para que con la

colaboracion del Dr. Javier Ceja realizaran una muestra de calidad para poder secuenciar en Genewiz.

Figura 67. Gel de integridad de ADN genémico y su comparacion con la extraccion de plasmidos.

A. gel de integridad sin los plasmidos a 0.5% corrido a 50 voltios x 60cm por 1.5 horas. B. gel de
integridad de 1% de ADN gendémico con plasmidos corrido a 50 voltios x 60cm por 1.5 horas. Mp
corresponde a extraccion de plasmudio de mucoso, NMp a extraccion de plasmido no mucoso y Cp a
extraccion de plasmido cafetal. Escalera de 1kpb NOVAGEN Perfect DNA ladder.
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(Elaboracion propia)

En los geles de arriba el primero (Figura 67A) corresponde al gel de integridad del ADN gendmico del
Cuadro 33. En los corchetes verdes se observan bandas que se sospechaba que correspondian al ADN
gendmico de Klebsiella. Sin embargo, en el cuadro celeste se observa otra banda que migra hacia donde esta
la banda en corchetes lo que hace que se sospeche que es el ADN gendmico que migra. Por ello se decidio
aumentar la concentracion del gel a 1% con el fin de determinar si es plasmido o ADN gendmico la banda
entre corchetes. Para ello simultaneamente se corri6 con la extraccion de plasmido (Figura 67B). En ese gel
se observan bandas entre el pozo y la banda “sospechosa” por lo que se cree que esa banda no es plasmido
como se creia desde la figura 61. Al secuenciar se pudo determinar que esa banda corresponde a ADN
gendmico y no plasmido. En los pozos correspondientes a la extraccion de plasmido s6lo se observa una

banda que podria ser de ADN gendmico por lo que el kit no realizé una extraccion adecuada de plasmido.
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Por otra parte, segun el otro objetivo de este trabajo era determinar ausencia o presencia de plasmidos en
las diferentes cepas de Klebsiella. En los dos geles (Figura 67) en la cepa C, se observo la presencia de tres
plasmidos. Mientras que en las cepas trabajadas hay ausencia de estas. Por lo que se concluye que estas cepas
carecen de plasmidos y que tanto M y NM son diferentes a C. Segun el Cuadro 33, sobre analisis de las
bacterias por el Laboratorio Clinico DIRAD, se observo en las tres cepas (M, NM y C) que corresponden a
K. oxytoca y que muestran resistencia solo a ampicilina. Esta resistencia posiblemente se encuentra en el
ADN genomico ya que las tres cepas lo tienen indiferentemente de la presencia o no de plasmidos. Por lo

que los plasmidos de la cepa C le otorgan otras caracteristicas.

Cuadro 33. Analisis de identificacion de las bacterias y de susceptibilidad o resistencia a antibidticos

realizado en el Laboratorio Clinico DIRAD por la Dra. Dalia Lau.

Klebsiella oxytoca Ampicilina 16 R Imipenem <=0,25 S
M (Mucoso) Piperacilina/Tazobactam<=4 | Amicacina<=2 S
S

Gentamicina <=1 S
Cefazolina<=4 S
Ciprofloxacino <=0,25 S
Cefoxitina<=4 S
Levofloxacino <=0,12 S
Ceftazidima<=1 S
Tigeciclina<=0,5 S
Ceftriaxona<=1 S
Nitrofurantoina 32 S

Cefepima<=1 S
Trimetoprima/Sulfametoxazol<=20

Ertapenem <=0,5 S S
Klebsiella oxytoca Ampicilina 16 R Imipenem <=0,25 S
NM (No mucoso) Piperacilina/Tazobactam<=4 | Amicacina<=2 S

S

Gentamicina <=1 S

Cefazolina<=4 S
Ciprofloxacino <=0,25 S

Cefoxitina<=4 S
Levofloxacino <=0,12 S
Ceftazidima<=1 S
Tigeciclina<=0,5 S
Ceftriaxona<=1 S
Nitrofurantoina 32 S
Cefepima<=1 S
Trimetoprima/Sulfametoxazol<=20
Ertapenem <=0,5 S S
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Continuacion Cuadro 33. Analisis de identificacion de las bacterias y de susceptibilidad o resistencia
a antibidticos realizado en el Laboratorio Clinico DIRAD por la Dra. Dalia Lau.

Klebsiella oxytoca Ampicilina 16 R Imipenem <=0,25 S
C (cafetal) Piperacilina/Tazobactam<=4 | Amicacina<=2 S
S

Gentamicina <=1 S
Cefazolina<=4 S
Ciprofloxacino <=0,25 S
Cefoxitina<=4 S
Levofloxacino <=0,12 S
Ceftazidima<=1 S
Tigeciclina<=0,5 S
Ceftriaxona<=1 S
Nitrofurantoina 32 S
Cefepima<=1 S
Trimetoprima/Sulfametoxazol<=20
Ertapenem <=0,5 S S

(Elaboracion por Laboratorio Clinico DIRAD)

BOX PCR: Huella de identificacion genética para cepas de Klebsiella oxytoca

Figura 68. Pruebas de BOX-PCR con variaciones de concentracion de ADN genémico y de pruebas
con cultivos ON en LB y colonia.

A. BOX-PCR con 50ng/pl de ADN. B. 10ng/pnl de ADN y PCR de colonia en medio MacConkey. C.
BOX-PCR de 35ng/ul de ADN y PCR de colonia en medio MacConkey. D. BOX-PCR de colonia en
medio MacConkey y medio liquido ON en LB. Escalera de 1kpb NOVAGEN Perfect DNA ladder. Gel

de electroforesis 1.5% agarosa corrido a 75V x 60cm.
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Otro objetivo de este trabajo era optimizar y realizar una prueba costo-efectiva biomolecular para la
caracterizacion de cepas de Klebsiella. Para ello se utilizé el BOX-PCR que amplifica las secuencias de los
genes BOX (boxA-C) que se encuentran de forma intergenética en el genoma (Bruijn, Lupski, & Weinstock,
1998; Chang Bioscience, 2004; Marques, Marchaison, Gardan, & Samson, 2008; Olive & Bean, 1999). La
diferencia del tamafio de estas secuencias y su localizacion generan un patron caracteristico como una huella
digital que ayuda a caracterizar diferentes cepas bacterianas de la misma especie. En la figura 68A, se observa
la primera prueba de PCR segun lo recomendado por el Dr. Javier Ceja del Laboratorio de Berkeley, Estados
Unidos. Como se puede observar, no hubo amplificacion en el PCR sino que solo presencia de ADN en los
pozos lo que indicaria que la reaccion se saturd y no se pudo llevar a cabo. En el siguiente paso la
concentracion se disminuy6 a 10ng/pl y se decidio realizar simultaneamente un PCR de colonia (Figura 68B).
Como resultado no hubo amplificacion en los pozos correspondientes a ADN gendmico y en los de colonia
se saturo la reaccion por lo que no amplifico, sin embargo en el N (que corresponde a NM) se observan unas
bandas que podrian ser el patron. Se decidié aumentar la concentracion de ADN genoémico en un intermedio
entre 10ng/pul y 50ng/ul (Figura 68C). Como resultado tampoco se vio amplificacion en el ADN genomico y
en el colonia se satur6 la reaccion por lo que no amplifico. Con ello, se decidié no utilizar ADN gendmico
sino que probar con medio liquido de un cultivo ON (Figura 68D). El resultado fue lo mismo que en los otros
geles, no se obtuvo presencia de bandas, solo saturacion de la reaccion por una alta concentracion de ADN

en los pozos.

A partir de estas variaciones y sin tener un resultado positivo, se decidi6 analizar la temperatura de fusion
(Tm por sus siglas en inglés) del primer utilizado en este proyecto (CTACGGCAAGGCGACGCTGACG).
Se calculd el Tm del primer seglin la pagina de Promega que utiliza Green GoTaq Master Mix o Colorless
GoTaq Master Mix (Promega, 2017), que es lo que se estd utilizando en este trabajo. Como resultado se
obtuvo que el porcentaje de CG’s es de 68% y el Tm de 73°C (Promega, 2017). Debido a la alta concentracion
de CG’s el Tm resulta alto. A partir de ello surgi6 realizar variaciones de concentracion de ADN gendmico,
concentracion de cloruro de magnesio y replicar el procedimiento de un articulo que utiliza el buffer Gitschier
para un BOX-PCR de Klebsiella y que obtuvo resultados positivos (Ayin, M., Schlub, Yasuhara-Bell, &
Alvarez, 2015).
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Figura 69. Prueba de diferentes variaciones para optimizacion del BOX-PCR con la cepa M
(mucoso).

Se replico el PCR del articulo de Ayin y colaboradores (2015) utilizando el buffer Gitschier y se
realizé una matriz vaciando concentraciones de ADN. A corresponde Sng/ul, B a 10ng/uly C a
20ng/ul) y MgCl: (1 corresponde a 1.5mM, 2 a 7.5mM y 3 a 10mM de concentracion de cloruro de
magnesio). Escalera de 1kpb NOVAGEN Perfect DNA ladder. Gel de electroforesis 1.5% agarosa
corrido a 75V x 60cm.
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Se corrié un PCR con variaciones de concentracion de ADN y de cloruro de magnesio utilizando una
temperatura de anillamiento de 60°C en vez de 54°C (segun el protocolo del Dr. Javier Ceja). Como resultado
(Figura 69) no hubo presencia de patroén de bandas ni en el 1 que corresponde a ADN gendémico y 2 que
corresponde a medio LB ON. Cabe resaltar que ese PCR dura alrededor de 7 horas y al finalizar se
encontraron los tubos derretidos con un poco del producto. Por lo que para aplicarse a futuro, no es
recomendable replicar dicho protocolo. Para la matriz si se lograron obtener bandas de patrén para la cepa M
(mucosa). Estos patrones se lograron al afiadir una concentracion extra de cloruro de magnesio a la reaccion
de PCR. El cloruro es un cofactor de la ADN polimerasa lo que permite que funcione. Cuando la polimerasa
se va a unir a la hebra de ADN para la replicacion, esta requiere de iones de magnesio para poder remover
los protones de hidrogenos del azucar de los nucledtidos (University of Washington, 2004). El cloruro de
magnesio aparte de ser importante por ser un cofactor del la polimerasa, sus variaciones de concentracion
modifican la amplificacion en un PCR afectando la especificidad y sensibilidad de la reaccion. Una alta
concentracion de este aumenta la eficiencia de la amplificacién en el PCR, sin embargo se reduce la
especificidad de este. Cuando la concentracion es baja, la especificidad es alta, pero el producto de PCR es
menor (Schmidt, Stiverson, Angen, Yu, & Schmidt, 2014). Debido a que el primer utilizado no es especifico

para Klebsiella, pudieron obtener amplificaciones al aumentar la cantidad de cloruro de magnesio.
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A partir de la matriz se escogio la combinacion de concentracion de ADN y de cloruro de magnesio con
las concentraciones de 10ng/ul y 7.5mM respectivamente. Se confirmo que el reactivo limitante era el cloruro

de magnesio y no la cantidad de ADN agregada.

Figura 70. Comparaciones de patrones de bandas del BOX-PCR para cepas M, NM, C y Kp
(Klebsiella pneumoniae) de ADN y de medio liquido LB de un ON a 37°C.
La escalera utilizada es de 1kpb NOVAGEN Perfect DNA ladder. Gel de electroforesis 1.5% agarosa

corrido a 75V x 60cm.
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Se realizo6 otro BOX-PCR para comparar las diferentes cepas de Klebsiella oxytoca obtenidas de C. capitata
M, NM y C) y K. pneumoniae de A. ludens donada por la Dra. Dalia Lau. Este BOX-PCR fue generado
segun lo concluido de los resultados de la Figura 70. Se puede ver en la Figura 70 que el patron de bandas de
My N (NM) es idéntico por lo que se concluye que se trata de la misma cepa bacteriana. A partir de esto se
escogio la cepa M para realizar la secuenciacion. También se puede ver que hay tres diferentes patrones de
bandas entre M-NM, C y Kp. Entre Kp y las otras cepas se esperaba debido a que esta es un K. pneumoniae
y las otras segun las pruebas bioquimicas son K. oxytoca. Por otra parte, la diferencia entre M-NM y C es
marcada lo que muestra que puede ser que bioquimicamente correspondan a K. oxytoca. Para M y NM se
observan 7 bandas definidas. La muestra C tiene un patron distinto, es decir, es una cepa distinta, se observan
10 bandas. EI nimero de bandas obtenido para la cepa C concuerda con los resultados obtenidos en un PCR
in silico (Figura 71). Para determinar si se trata de K. oxyfoca u otra especie se debe secuenciar y analizar el
genoma de estas cepas para tener una informacion concluyente. En la seccion de microbiologia de estos
resultados, se menciond que en estudios encontraron que cepas de Klebsiella que bioquimicamente se
clasifican en una especie, molecularmente se encuentran dentro de otra, por lo que es dificil realizar la

clasificacion de este género (Alves et al., 2006).
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Figura 71. PCR in silico realizado con el primer BOXAIRI1 y una secuencia de Klebsiella oxytoca.

Distribution of the top 111 Blast Hits on 11 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments
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Conforme a esta optimizacion se realizo un presupuesto del costo de extraccion, amplificacion y corrida
del gel para 10 muestras saliendo en un total de $92.00 aproximadamente. Para el costo de mano de obra, se
asumio que seria realizado por un técnico con sueldo base de Q4000.00 y el 40% extra de prestaciones
(aguinaldo, bono 14, vacaciones e indemnizacion). El calculo de consumo de energia eléctrica se realizo para
el consumo del termociclador, camara de electroforesis, campana de flujo laminar y congelador. Se uso6 el
costo de Q1.4 por kWh (con los cargos de IVA, cargos fijos y tasa municipal) de la ciudad capital. Se observa
que el costo por reaccion ($24.00) es relativamente bajo: menos de $25 por reaccion (sélo en corrida de
PCR). Si se compara con un analisis quimico de agua que llega a costar $135, el analisis de bacterias por
técnicas moleculares resulta mas barato. La identificacion por BOX-PCR si es una opcidn costo-efectiva que
puede ser aplicada por Moscamed para mantener un control de los aislamientos de Klebsiella spp. que

realizan periodicamente.

Secuenciacion del genoma de Klebsiella oxytoca

Se hizo una secuenciacion de los genomas de la cepa C (cafetal) y de la cepa M (mucosa), no de 1a NM (no
mucosa) debido a que en el BOX-PCR tuvieron el mismo patron genético concluyendo que son la misma
cepa. Las secuencias gendmicas fueron analizadas en el programa Bacterial Analysis Pipeline Version 1.0.4
de ILUMINA (figura 20 en Metodologia) donde se realizd un alineamiento con una base de datos del
programa (Ilumina — MLST (Multilocus Sequence Type)) para determinar la especie a la cual pertenece.
Como resultados de este analisis se encontrd que el genoma de M pertenece a la especie Klebsiella oxytoca
con un tamafio de 6,154,760 pares de bases (Figura 72). Como se puede observar, el genoma esta compuesto
en su mayoria por citocina y guanina que le otorgan mayor estabilidad al genoma por el triple enlace que
forman estos nucledtidos en comparacion con el doble enlace que forma la adenina con la guanina. Segiin
este programa la cepa M no presenta genes patogénicos. A parte del analisis que realizo el programa al
genoma, se realizé un alineamiento del genoma con genes identificados como patogénicos, simbidticos y

metabolicos.
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Figura 72. Genoma circular de la cepa M (KOM) y su analisis estadistico obtenido del programa
CLC sequence viewer al ingresar la secuencia generada por ILUMINA.

1000000~

5000000

KOM Informacion Resultado Cantidadde | Frecuencia de
6,154,760bp nucledtido nucledtido
Tamano 6.154,760bp NA NA
Peso de simple hebra 1.901.714MDa NA NA
2000000 Peso de doble hebra 3,803.176MDa NA NA
= Adenina NA 1441241 0234
4000000 Citosina NA 1,625,713 0.264
Guanina NA 1,631,611 0.265
Timina NA 0.234
C+G NA 0.529
sootoee AT NA 0468
Cualquiernucleotido (N) | NA 16,762 0.003

(Elaboracion propia en el programa CLC Sequence Viewer)

Para la cepa C también se confirma que es una Klebsiella oxytoca segun la Figura 73. Se acepta la hipotesis
nula 1 que mencionaba que el porcentaje de similitud entre el genoma secuenciado y los ya anotados en bases
de datos seria igual o mayor a 95. Las caracteristicas del genoma de la muestra C son: el tamafio de su genoma
es de aproximadamente 352 millones de pares de bases; no presenta genes de virulencia segin lo encontrado
en Escherichiacoli, Staphylococcusaureus, Enterococcusy Listeria; y se identificaron 2 replicones de
plasmidos con un porcentaje de identidad mayor al 90: Col(MGD?2) y Col(Ye4449). El genoma de la muestra
C tiene un tamafio diferente a otros genomas ya secuenciados y descritos en articulos (Fouts ez al., 2008; T.
H. Hazen et al., 2014; Jiang et al., 2014; Liao et al., 2011; Soler Bistué et al., 2008; Zheng et al., 2014). Esto
sugiera que se trata de una cepa diferente de K. oxyfoca. Por ello, se procedera a anotar el genoma en la base

de datos NCBI.
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Figura 73. Resultados del analisis de la secuencia de la muestra C de Klebsiella oxytoca obtenida por

Basic Statistics

Genome Size (bp)

352229267

MiniSeq de Illumina con la aplicaciéon Bacterial Analysis Pipeline

Number of Contigs N50?t

3332495 145

1The N50 value is the size of the shortest contig in the set of longest contigs that together cover at least 50% of the total Genome Size

Species

Klebsiella oxytoca

Multilocus Sequence Type (MLST)

MLST is performed for all species that according to http://pubmlst.org/data/ have an MLST scheme

Gene %ldentity
gapa 100
infb 100
mdh 100
pgi 100
phoe 100
rpob 100

Sequence Type: Unknown ST (MLST Scheme: Klebsiella oxytoca)?

Alignment Length? DB Allele Length Gaps Best Match
151 450 0 gapa_10
151 318 0 infb_14
151 477 0 mdh_16
151 432 0 pgi_13

151 420 0 phoe_10
151 501 0 rpob_12

Resistance Genes

Resistance genes are identified regardless of the identified species

No resistance genes found

Plasmid Replicons

Plasmid replicons are identified for Enterobacteriaceae and gram positive bacteria

Plasmid
replicon

Col(MGD2)

Col(Ye4449)

DB
Allele/Alignment Position Accession
%ldentity Length Contig ID in Contig Note no.
90.82 136/98 MNO00426:4:000H2CV5F:1:12103:5058:17871  10/1/0107 NC_003789
12:00:00
AM
98.4 194/125 MNO00426:4:000H2CV5F:1:23104:12939:4999  10/1/0134 F1696405
12:00:00

AM
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Segtin los resultados del analisis del genoma con el alineamiento de genes metabolicos (Cuadro 34),
muestra que el genoma posee genes involucrados en la fermentacion del citrato, regulacion del fosfato cuando
hay escasez como método de sobrevivencia, presencia de aldehido deshidrogenasa, codifica para lactasa,
catalasa y ureasa. También metaboliza la maltosa y la pululinosa que son compuestos que utiliza como fuente
de energia para reproducirse y sobrevivir. Esto coincide con algunos resultados bioquimicos aplicados a la
cepa (fermentacion de lactosa, citrato positivo, ureasa positivo, entre otros). Debido a que no se encuentran
registrados algunos genes para Klebsiella oxytoca, se tuvieron que utilizar de otras especies que se encuentren
relacionada con esta cepa. Por ello es porcentaje de similitud no es tan alto, pero es mayor al 70% por lo que
indica la presencia de estos genes. En cuanto al valor E, este resulta en 0 o un valor muy pequefio que indica

una alta similitud y homologia entre la secuencia investigada y el genoma.

En relacion a los resultados de presencia de genes involucrados en simbiosis (Cuadro 35) con C. capitata,
en la mayoria no se encontraron estos genes descritos para el género Klebsiella u otro organismo cercano
filogenéticamente a esta especie. Debido a ello, se encontr6 una alta similitud en genes relacionados a fijacion
de nitrégeno y sintesis de glutamina. La glutamina es un aminoéacido que le aportaria la bacteria a C. capitata
como una fuente de nitrégeno que puede utilizar en su metabolismo y en especial para la sintesis de acidos
nucleicos. En relacion a la degradacion de celulosa se encontrd una leve similitud entre el gen celd4-E'y fixR
de Agrobacterium tunefaciens, dado por la distancia filogenética que existe entre estas bacterias. Por lo que
de esta seccion se concluye que la cepa M aislada de C. capitata es una bacteria simbiotica que le aporta

nutrientes a esta mosca que le permiten desarrollarse y nutrirse en el trascurso de su ciclo de vida.

Finalmente, se desea determinar si la cepa M contenia genes patogénicos (Cuadro 36) que codificaban para
factores de virulencia que pueden simbolizar un riesgo para la salud de los seres humanos. Segun los
resultados del alineamiento de criterio alto para estos genes, s6lo se encontro la presencia de enterobactina,
biosintesis de proteinas de fimbria y proteinas de membrana que se clasifican como factores de virulencia,
sin embargo solo otorgan una ventaja a la cepa frente a otras y no necesariamente que sea patogénica. No
posee genes que codifiquen a beta-lactamasas por lo que no se consideraria una bacteria resistente ni
patogénica. Se concluye con estos alineamientos que la bacteria aporta beneficios significativos a C. capitata

y no simboliza un peligro bioldgico para el ser humano.



133

Cuadro 34. Alineamiento de genoma de K. oxyfoca cepa C con genes simbioticos con el programa

BLAST de NCBI.

. . Tamaiio
Gen Funcién Localiza-  Tama- ID Organismo g [ldent- frag-
cion fio dad
mento
. GenBank:
nifA .
S Fijacion de 1773 . o
n’;}l‘%— e — genoma B TN600446 Pseudomonasputida ~ 0.00 88% 1018 bp
.1
ntrAB Genes d N GenBank: Bacillusmegateriumce
C regulacion genoma 561 bp KT008922 a Mes 1 0.23 87% 561 bp
de nitréogeno .1 p
Agrobacteriumtumefa
celD Endogluca- enoma 12433  GenBank: ciens _ _ _
nasa & bp  L38609.1
linea C58.
1395 GenBank:
Metabolism b AY12480 446 b
bglG, o de beta- P 0.1 . o P
. genoma Klebsiella aerogenes ~ 0.00 85%
bglB glucosidos 1118 800 b
aromaticos AY12479 p
bp 9.1
EBI
transporte 2208 Coding: Klebsiella o
e de hierro genoma bp ACIO08855  pneumoniae cepa 342 ALY e e

.1

(Elaboracion propia en BLAST NCBI)
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Cuadro 35. Alineamiento de genoma de K. oxytoca cepa C con genes metabdlicos con el programa

BLAST de NCBI.

. . Tamafio
Gen Funcign  Lecaliza- Tama- ID Organismo g [ldenti- frag-
cion fio dad
mento
ureaABC . . .
Ureasa genoma 1’305 ggr’;]g;;lkl Klebszce;llc;]fzesusi?omae 0.01 83% 1050 bp
DEFG P ' P
Genes de .
laciéc[zc)’, fermentacion ~ genoma 431132 I(\}/[elnl?lzl;kl Klebsiella pnuemoniae  0.00  80% 3082 bp
de lactosa ’
TaxonomiclD:  Klebsiella pneumoniae
k“”,’;fE“’G’ Catalasa  genoma 2125 ? 507522 0.00 79% 1108 bp
p (BioCyc) cepa 342
Pululanosa: . Bacilluscereus
pulA degradacion ~ genoma 211)42 J)Gé?gggi(d 0.08  85% 1338 bp
de almidon p ’ cepa GXBC-3
pho box: Regulacion 1650 GenBank: RO G TN
phoRBAEM  de fosfato ~ E"°™2  pp AB044338.1 GO
’ cepa IFO12010
regulacion . . .
rmpd sintesis de  plésmido  585bp  p prooding:  Klebsiella preumoniae 4 g gso; 269 bp
capsula ’

(Elaboracion propia en BLAST NCBI)

Luego del alineamiento en BLAST se puede observar que la muestra C si contiene la mayoria genes de

simbiosis listados en el Cuadro 37. Esto sugiere una posible con simbiosis con C. capitata. El gen para

celulasa no se encuentra en el genoma. Esto puede ser porque esta enzima no es necesaria para la

sobrevivencia de la bacteria en su ambiente. En cuanto a los genes metaboélicos (Cuadro 38), la muestra C

presenta genes que confirman las reacciones obtenidas en la bateria bioquimica: ureasa, operon lac,

degradacion de azucares, etc.
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C. Produccion de quitosano a partir del pupario de mosca de la fruta Ceratitis
capitata

Rendimiento en peso porcentual

Cuadro 36. Rendimientos de extraccion de quitina para pupario de hembra y macho.

Muestra masa inicial masa quitina Porcentaje de
(£0.001 g) (£0.001 g) Rendimiento
Hembra 9.251 1.576 17.04 %
Macho 14.739 3.177 21.56%

Los resultados del Cuadro 39 muestran que el rendimiento en masa de la extraccion de quitina es mayor
para el pupario de macho que de hembra. Debido a que se us6 el mismo método y las mismas condiciones
para la extraccion de ambas muestras, se puede atribuir el mayor porcentaje en machos a que el pupario de
macho tenga un mayor contenido de fibra que el de la hembra. Durante el proceso de extraccion se facilito
la filtracion luego de la fase de desproteinizacion con las muestras de macho, el producto de la extraccion
tenia dos fases, una mas oscura, viscosa y con olor fuerte y la otra transparente y cuyo olor no se pudo
percibir. Esto podria implicar que en esta fase no solo se eliminé proteina, sino también grasa, de manera que
la facilidad de la filtracion en machos puede deberse a que las hembras tienen mayor porcentaje de grasa que

las de macho (10.26 y 6.41% respectivamente).

Cuadro 37. Rendimiento de conversion de quitina a quitosano con diferentes condiciones de

reaccion.
Condiciones de . .
Muestra tratamiento de masa muestra masa quitosano | Porcentaje de
quitina (£0.001 g) (£0.001 g) rendimiento
muestra
40% NaOH, 90° C 0.106 0.062 58.49%
40% NaOH, 100° C 0.349 0.225 64.47%
Hembra
45% NaOH, 90° C 0.345 0.194 56.23%
45% NaOH, 100° C 0.350 0.185 52.86%
40% NaOH, 90° C 0.501 0.348 69.46%
40% NaOH, 100° C 0.500 0.400 80%
Macho
45% NaOH, 90° C 0.500 0.285 57%
45% NaOH, 100° C 0.502 0.327 65.14%

El porcentaje de rendimiento de la conversion de quitina a quitosano es similar en todas las muestras,
manteniéndose entre 50 y 70%, salvo en la muestra de macho a 40% NaOH y 100°C en donde este fue de

80%. Al analizar el difractograma de esta muestra (Figura 83) no se observan bandas de impureza, lo que
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sugiere que no es exceso de masa por contaminacion o que el contaminante no es cristalino. Esto se podra

evaluar mas adelante con un analisis morfolégico con microscopia electronica.

Espectroscopia FTIR: Tres bandas se identificaron para concluir la presencia de aminas del
quitosano, estos son en 1622, 1154 y 692 cm™! y son caracteristicos de la torsion N-H, el estiramiento C-N y
la torsion en el plano H-N-H respectivamente. De la misma manera, tres bandas se identificaron para concluir
la presencia de amidas de la quitina: 3097, 1659 y 1552 cm’!, que son caracteristicos del estiramiento N-H,
estiramiento C=0 y la torsion N-H respectivamente. Debido a que la quitina y el quitosano son copolimeros,
los espectros de ambos deberian tener bandas en la misma posicion, pero con distintos tamafios en relacion
con los demas. Esto puede verse claramente en las figuras 75 y 76. Se identificaron 15 bandas presentes en
todos los espectros que permiten identificarlos como quitina y quitosano. Se logro identificar alcoholes
primarios por la vibracion del estiramiento O-H en 3434 cm™ y el estiramiento C-OH en 1064 cm!, también
alcoholes secundarios por la vibracion de estiramiento O-H en 3054 cm™ y el del C-OH en 1109 cm™. Se
identificé una banda en 551 cm™' que es caracteristico de la + vibracidn de torsién del C-OH. Los carbonos
sps se identificaron segin 3 bandas en 2019, 2883 y 2849 cm! que corresponden a los estiramientos
simétricos de los grupos CH3 y CHzy 3 bandas torsién en 1372, 1309 y 896 cm™! para vibraciones de torsion
asimétrica y simétrica de CHs y de balanceo del CH2. Se identificé una banda en 1421 cm™ que corresponde
al tijereteo H-C-H del grupo CHz. Los monomeros de quitina y quitosano también tienen un éter, que se logrd
identificar por la vibracion caracteristica por la torsion C-O-C en 1014 cm™!. Finalmente se logro identificar
la presencia de tanto aminas primarias como amidas secundarias en todos los espectros. Al comparar los
espectros del quitosano sintetizado con el de quitosano comercial (Figura 77) se puede observar que se
muestran las mismas bandas con excepcion a la vibracion de la amina secundaria cerca de 3097 cm'. Esta
banda no puede observarse en la de quitosano comercial debido a que se traslapa con las bandas de vibracion

de los alcoholes primarios y secundarios que para esta muestra son mas anchas.

El analisis de estos espectros indica que se cumplid con el objetivo de la extraccion de quitina y su

conversion a quitosano.
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Cuadro 38. Grado de desacetilacion para las muestras de quitosano obtenidas mediante distintas

condiciones de desacetilacion.

Quitosano de Porcentaje de Quitosano Porcentaje de
pupario de A1655 A345 . J ., de pupario | A1655 | A345 . J .,
desacetilacion desacetilacion
hembra de macho
40% NaOH + 95 96.65 98.29% 40% NaOH | 90.47 | 93.45 96.81%
100°C +90°C
40% NaOH + 91.01 93.98 96.84% 40% NaOH | 95.25 | 97.09 98.10%
90°C + 100°C
45% NaOH + 96.14 97.46 98.65% 45% NaOH | 89.93 | 934 96.28%
90°C +90°C
45% NaOH + 96.57 97.58 98.96% 45% NaOH | 93.03 | 95.69 97.22%
100°C + 100°C
Figura 74. Espectros FTIR de quitosano de pupario de hembra .
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Figura 75A. Espectros FTIR de quitosano de pupario de hembra desacetilado a 90 °C con NaOH

40% (p/v).
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Figura 75B. Espectros FTIR de quitosano de pupario de hembra desacetilado a 100 °C con NaOH

40% (p/v).
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Figura 75C: Espectros FTIR de quitosano de pupario de hembra desacetilado a 90°C con NaOH 45%

(p/v)
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Figura 75D. Espectros FTIR de quitosano de pupario de hembra desacetilado a 100°C con NaOH
45% (p/v).
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Figura 76. Espectros FTIR de quitosano de pupario de macho .
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Figura 76A. Espectros FTIR de quitosano de pupario macho desacetilado a 100 °C con NaOH 40%

P/
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Figura 76B. Espectros FTIR de quitosano de pupario demacho desacetilado a 90 °C con NaOH 40%

(p/v).
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Figura 76C. Espectros FTIR de quitosano de pupario de macho desacetilado a 90 °C con NaOH 45%
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Figura 76D. Espectros FTIR de quitosano de pupario de macho desacetilado a 100 °C con NaOH

45% (p/v).
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Figura 77. Espectros FTIR de quitosano comercial .
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Para determinar el grado de desacetilacion se uso la relacion de transmitancia entre las bandas en 1655 y
3450 cm-1 y se logro determinar que el grado de desacetilacion del quitosano producido con cada una de las
4 condiciones de reaccion para la desacetilacion es mayor a 96%. Este porcentaje se mantuvo respecto al
obtenido para quitosano comercial con grado de desacetilacion >75%, de manera que podria venderse a un
precio similar al de este (39.20 USD/ 10g de quitosano). Los mejores resultados fueron mayores a 98% de
desacetilacion. Para las muestras de quitina de hembra el mejor resultado se obtuvo con las condiciones de
45% NaOH y 100°C, y para las de macho con 40% NaOH y 100°C. Las condiciones para las muestras de
hembra de 40% NaOH y 100°C también produjeron un grado de desacetilacion mayor a 98%, por lo que se
recomienda usar estas condiciones para obtener una mejor calidad de quitosano a partir de quitina extraida

de hembra o de macho.

XRD: Al comparar los difractogramas de quitina de macho y hembra con los de quitosano (figuras 79 y
80), se ve claramente una diferencia, esto comprueba que se cumplid con el objetivo de sintetizar quitosano
a partir de la quitina extraida de pupario de Ceratitis capitata. Las diferencias mas evidentes son que la
quitina presenta una banda en 6°, que desaparece en el quitosano y que el quitosano presenta una banda en
13° que no mostraba la quitina. Otra diferencia es que las bandas en la quitina tanto de macho como de
hembra son menos intensas y con menor resolucion que los de sus respectivos derivados a quitosano. Esto
indica que tanto para las muestras de macho como para las de hembra, el quitosano es mas cristalino que la
quitina. Una diferencia notable es entre las muestras de macho y de hembra, tanto para quitina como para
quitosano, las muestras de macho presentan bandas mas definidos que los de hembra, lo que muestra que son
mas cristalinos los productos obtenidos a partir de macho. Esto puede deberse a que se moli6 la quitina para
obtener polvo, ya que al secarse se compactd en una masa dura y sino la reaccion no se iba a dar
homogéneamente en toda la quitina sino solo en la superficie. Esto disminuyo tamafio de particula,
disminuyendo asi, el grado de cristalinidad (Nakagawa, et al 2013). Al observar la muestra de quitosano de
hembra con condiciones a 90 °C y con NaOH 45%, puede verse una banda en 30° que no esta presente en
ninguna otra muestra y también podemos ver que tiene menor resolucion que las demas. Esto podria deberse

a una impureza, probablemente inorganica ya que no absorbe en el rango IR.

TGA: Al observar los termogramas de la figura 80 puede verse que tanto para la quitina como para el
quitosano de hembra y macho hay dos etapas de descomposicion. La primera etapa se da cerca los 100°C y
se atribuye a la pérdida de agua. La segunda etapa se produce debido al rompimiento de los enlaces
glucosidicos que unen los mondémeros y la descomposicion de los grupos acetilados y desacetilados. Esta se
da entre 360 y 375°C para todas las muestras. Esto indica que la termoestabilidad es muy similar en todas las

muestras y que las condiciones de reaccion no la afectaron.
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Figura 78. Difractogramas de quitina y quitosano de pupario de macho.
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Figura 79. Difractogramas de quitina y quitosano de pupario de hembra.
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Figura 80. Termogramas de quitina y quitosano de pupario de hembra (A) y macho (B).
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6. CONCLUSIONES

BIOTECNOLOGIA

1.

Se optimizo la metodologia de extraccion de ARN de los estadios de Ceratitis capitata larva, pupa

y adulto para obtener la mayor proporcion y calidad de ADNc

Se disefaron con €xito los juegos de oligos Cctra (A), Cctra (B), Cctra (C), Cctra-2 (B), Altra (A) y
Altra (B) para PCR convencional.

Los clones de E. coli XL1-BLUE y E. coli HT-115 (DE3) que poseian el inserto en la orientacion
deseada fueron: Cctra (A) col. 10BC, Cctra (A) col. 10C, Cctra (B) col. 11BC, Cctra (A) col.11B,
Cctra (B) col. 25BC, Cctra (B) col. 25B, Cctra (B) col. 26B, Cctra (B) col. 26C y Cctra-2 (B) 12.

Los clones de E. coli HT-115 (DE3) Cctra (A) col. 10BC, col. 10C y Cctra (B) col. 25B, col. 25BC

se proponen como candidatos para la producciéon de ARNdh.

Se disefid con éxito un par de oligos, Q Cctra (2), Q Cctra-2 (2), Q_Cctra-2 (3), Q_Cctra-2 (4),
Q Altra (1), Q_Altra (2) y Q_Altra (3) para PCR tiempo real.

BIOINFORMATICA

Se optimizd el proceso de extraccion de ADN genomico de Klebsiella oxytoca adicionando
tratamientos con lisozima, proteinasa K, ARNasa y tratamiento térmico para desactivacion de
nucleasas. E1 ADN obtenido con este método cumple con los requerimientos de concentracion y
pureza para ser secuenciado y caracterizado genéticamente.

Se observo una diferencia de patron de bandas entre las muestras C, M y NM de Klebsiella oxytoca
y K. pneumoniae.

De las tres cepas de Klebsiella estudiadas, en una se detecto la presencia de tres plasmidos, en las
otras dos hubo ausencia de estos.

Se optimizo el protocolo de BOX-PCR para Klebsiella con el fin de comparar patrones de bandas
entre diferentes cepas.

La cepa M es una bacteria simbidtica que no presenta genes que codifican a factores de virulencia,
ni resistencia a antibidticos de usos clinico, por lo que es importante para el desarrollo de C. capitata
y no es un patdgeno que pueda causar una infeccion en seres humanos.

La cepa C no presenta genes que codifican a factores de virulencia, ni resistencia a antibidticos, por

lo que no se considera de riesgo bioldgico.
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NANOTECNOLOGIA

1. Se logré extraer quitina a partir de muestras de harina de pupario de Ceratitis capitata macho y
hembra.

2. Se determiné que la harina de pupario macho tiene un mejor rendimiento (21%) para la extraccion
de quitina que la de hembra (17%).

3. De las cuatro condiciones de reaccion evaluadas para la desacetilacion de la quitina, se recomienda
utilizar 40% NaOH y 100°C debido a que se obtiene un 98% de desacetilacion sin afectar la
estabilidad térmica del producto. La cristalinidad del producto final no se vio influenciada por las

condiciones de reaccion.



7. RECOMENDACIOES

BIOTECNOLOGIA

1.

Al extraer ARN, seguir el flujo de trabajo disefiado.

Al extraer ARN con TRIzol LS no tocar la fase organica para obtener una medida de pureza
secundaria de acidos nucleicos adecuada. Es posible agregar un paso a la extraccion al repetir la

separacion de la fase acuosa y organica.

Volver a realizar la extraccion de ARNdh producido por los clones y esperar a que el etanol se

evapore por completo.

Realizar la extraccion de ARNdh con clones recién transformados con el plasmido de inertes y
limitar las oportunidades en las que pueda ocurrir mutaciones tanto en el inserto como en el promotor

lacUVS5.

Identificar por medio de PCR tiempo real utilizando los juegos de oligos de PCR tiempo real que
estadio de C. capitata 'y A. ludens es el indicado para realizar pruebas de silenciamiento con la cepa

productora de ARNdh disefiada.

Realizar una cuantificacion relativa y utilizar el gen de actina como el gen control o normalizador y

los juegos de oligos de q-PCR seleccionados.

Evaluar el fenotipo de C. capitatay A. ludens hembra luego de haber sido alimentada con el ARNdh

producido.

Establecer un sistema para la produccion de ARNdh, utilizado para las pruebas de silenciamiento, a
gran escala para la aplicacion de este método en la industria de produccion de C. capitata 'y A. ludens

estéril.
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BIOINFORMATICA

Enviar ADN para secuenciacion de novo por SMRT.

2. Utilizar el programa Megalignn PRO para determinar identidad con cepas de K. oxytoca anotadas y
realizar un arbol filogenético en Megalign Pro para comparar la relacion que existe entre M, C y K.
pneumoniae hospitalaria.

3. Utilizar ADN y no PCR directo de colonias para el BOX-PCR.

4. Correr un BOX-PCR con cepas ATCC de K. oxytoca, K. pneumoniae y K. variicola para comparar
el patron de bandas con el de las muestras con el fin de definir a que bacteria pertenecen.

5. Realizar una extraccion de plasmidos con un método casero y alinear los plasmidos secuenciados
con el fin de definir qué caracteristicas diferentes que le confieren estos a la cepa C que no los
requiere la M.

6. Analizar la presencia de otros genes simbidticos en el genoma especialmente los que estén
involucrados en el éxito de la copulacion entre el macho y la hembra silvestre de C. capitata.

NANOTECNOLOGIA

1. Comparar los resultados utilizando otros tipos de fuentes energéticas, como radiacion microondas o
gamma ya que es un método mas actualizado y controlado.

2. Evaluar la posibilidad de innovar con una conversion a nivel industrial utilizando radiacién gamma
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9. ANEXOS

Figura 81. Flujo de trabajo para extraccion de ARN

Esta figura muestra la localizacién del equipo utilizado para cada una de las siguientes actividades
1) Extraccion de ARN, 2) Preparacion de Master Mix de tratamiento de ADNasa y 3) Tratamiento
de ANasa
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Figura 82. Flujo de trabajo para sintesis de ADNc

Esta figura muestra la localizacién del equipo utilizado para cada una de las siguientes actividades
1) Preparacion de Master Mix para sintesis de ADNc o PCR, 2) Adicion de ARN a Master Mix, 3)
Sintesis de ADNc y 4) Adicion de plantilla de ADNc
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Figura 83. Flujo de trabajo para PCR de genes especificos y geles de agarosa

Esta figura muestra la localizacién del equipo utilizado para cada una de las siguientes actividades
1) PCR de actina o genes especificos, 2) Electroforesis de geles de agarosa, 3) Observacion de gel
en transiluminador y 4) Preservacion de productos PCR (4°C)
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Figura 84. Alineamiento de secuencia de gen transformer en C. capitata y A. suspensa

Secuencia del gen transformer variante femenina de C. capitata (GenBank: AF434936.1), variante
masculina 1 de C. capitata CctraM1 (GenBank: AF434937.1), variante masculina 2 de C. capitata
CctraM?2 (GenBank: AF434938.1) y variante femenina de A. suspensa AstraF (GenBank: JN597286.1).
Los oligos para q-PCR se encuentran subrayados de distintos colores.

AsTraF = =—-===-- ATCCCATA-———————————————————————————— CAGAAAAATATCTTATA
CcTraM2 GTTGTAAACCCTGATAATGTTGTAAGTAATGTGGGTGCTCATTTTGAAACACAGCCTAAA
CcTraF GTTGTAAACCCTGATAATGTTGTAAGTAATGTGGGTGCTCATTTTGAAACACAGCCTAAA
CcTraMl GTTGTAAACCCTGATAATGTTGTAAGTAATGTGGGTGCTCATTTTGAAACACAGCCTAAA
Kekkks K ckkKkKk K ok Kk KKk

AsTraF AGTGAAAGTAAAAACAGGGCTAAGGACGTTTCAAATCAATATCTAAAAAGAAGTCGCAGT
CcTraM2 GATCGGAGTAACAACAGTAAAGAGGAGGTTGAAAATCAATGGCGCAAAGAGCGTCACAAA
CcTraF GATCGGAGTAACAACAGTAAAGAGGAGGTTGAAAATCAATGGCGCAAAGAGCGTCACAAA
CcTraMl GATCGGAGTAACAACAGTAAAGAGGAGGTTGAAAATCAATGGCGCAAAGAGCGTCACAAA
Lk kkkkk kkkkk | u Kkkkk Kkkk _kkkkkkkk Kk _Kkkk___ _kkk _k* .

AsTraF TCGACAGATTCTAGCAGCCCAGAAGGATATCGGAAGTACCATACCGGTCCCTATAATGAC
CcTraM2 TCGACAGATTCCAGCAGCCCAGAACGATTTCGTAAGCATCATTCTAGTAACAAAAGTGAA
CcTraF TCGACAGATTCCAGCAGCCCAGAACGATTTCGTAAGCATCATTCTAGTAACAAAAGTGAA
CcTraMl TCGACAGATTCCAGCAGCCCAGAACGATTTCGTAAGCATCATTCTAGTAACAAAAGTGAA

KAkKkhkKKKKkKkKkX *Khkkkhkhkkhkhkkkhkhkkhk khhkshkhkk *kk * *xkksk  *k  H*ok:% **x*x

AsTraF TGCACAACTA---GTACCAATAATAGAT--CGCCTC----~ CACGAACCAAGCCCTTAAA
CcTraM2 CATTCAAACAGCGGTAACAATATTACAACACGACACACAAAAACGCACCA--CCC—--~-~
CcTraF CATTCAAACAGCGGTAACAATATTACAACACGACACACAAAAACGCACCA--CCC---~-~
CcTraMl CATTCAAACAGCGGTAACAATATTACAACACGACACACAAAAACGCACCA--CCC—--~-~
:***. * ***‘*****:** *: **-*:* ‘***.**** * KK
AsTraF ATCTACTAATGAGGGA----—- AAACATACAACTCGCTGCGACTCGTCACCACCATTTAA
CcTraM2 ---TTCACAAGAGAATCTTAACACAGCTTCAAAACGCCGTGACTCTTCACCACCAACTAA
CcTraF ---TTCACAAGAGAATCTTAACACAGCTTCAAAACGCCGTGACTCTTCACCACCAACTAA
CcTraMl ---TTCACAAGAGAATCTTAACACAGCTTCAAAACGCCGTGACTCTTCACCACCAACTAA
*:*:.*:***._: *.* _*:***_:*** * ki kkx *********: * KK
AsTraF CCATCGTCGAAGAACACCTGAAAAACTGCCATATTTTATAGACGAGACAAGAGAACGTGA
CcTraM?2 CCGACGGCACAGAACGCCAGAGAAAGTTCCCTACTTCATAGACGAGATTAGAGAACGCGA
CcTraF CCGACGGCACAGAACGCCAGAGAAAGTTCCCTACTTCATAGACGAGATTAGAGAACGCGA
CcTraMl CCGACGGCACAGAACGCCAGAGAAAGTTCCCTACTTCATAGACGAGATTAGAGAACGCGA

Kk ekk ok kkkkk kkekk kkk k kk Kk kk khkkkkkkkxkk kkkkkkkk k%

AsTraF TAGACTTCGGCGCAAATATGAAACTAGATCCAAAATACCATCATCTTCGCCTCCCTTGTC
CcTraM2 CCGCATTCGACG T~ === == === == == m e e e e e
CcTraF CCGCATTCGACGTAAATATGGAAAGAGATCTACAAAATCACCGTCACCCCCAGTTATGCTC
CcTraMl CCGCATTCGACG T === === == = == = o e e e e e e e
LKL L Rkkk Kk
AsTraF ATCAAGGTCACGTCATAGGCGCAGTCGTACGARATC-————— ACGGTCTCGCTCCCAATC
CcTraM2 = = @ —mm oo s s e e e — e
CcTraF ATCCAAGTTTCGTCECAGGCGGAGTTACTCAAGATCAATCTCTCGTTCAAGGTCTCATTC

CcTraMl = =  ———— - — oo m e m e



Figura 85. Alineamiento de secuencia de gen transformer-2 en C. capitata y A. suspensa
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Secuencia del gen transformer-2 variante femenina de C. capitata. Oligos de tiempo real coloreados de
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Set de oligos
1: Amarrillo

Figura 86. Alineamiento de secuencia de gen transformer en A. suspensa

Secuencia del gen transformer variante femenina de A. ludens

ATGAGCATTCCCAAAGCGTCGACAGCAACAAGARARATICAGATTGAACAARGTGTGCCTACTGGTT \.'J.'A}

TTCGGRAAGGGTCCTTACGCTATAGAGCGCAGTGTICGATGCAAGTGAAGTGGTTATTARACGTAGATTTGG
TGAAGGTTCGAAACCTTTATTTCAACGTGATGACATTGITGTGAACCCUAATAGCGTTATTAAGGCTGCG
GACTCCCATACAGAAAAACATCTTATAAGTGAAAGTAAAAACAGGGUTAAGGACGTTTCAAATCAATATC
TAAAAGGAAGTCGCAGTTCGACAGATTCTAGCAGTTCAGAAGGATATCGGAAGTACCATACCGGTCCCTA
TAATGACTGCACAACTAGTACCAATAATAGATCGCCTCCACGAACCAAGCCATTAAAATCTACTAATGAA
GGAAAACATACAATTCGCTGCGACTCGTCACCACCATTTAACCATCGTCGAAGACCACCTGAARAACTGC
CATATTTTATAGACGAGACAAGAGAACGTGATAGACTTCGGCGCARAATATGAAACTARACCCARAATACC
ATCATCTTCGCCTCCCTTGTCATCAAGGTCACGTCATAGGCGCAGTCGTTCGAAATCACGGTCTCGCTCC
CAATCTCGAGAATTTGAGCACCGTTTAAAATATGCTAATCTCCGTCGTTCTATTTCAACGGATCGCTACA
TAGGCGAAACTGGCAGACGAGATCGAGGATCACGCTCCGACAAGACATCTTCGCGTTATCGGCATAGATC
GGAAAATCGAAGCAAAAGTGACCGTCGACAGAGGCATTGGCGTTCACCTTCAAGATCACCTAGACGGTCG
CGTGATCGTTTGACACGTTCACGGAAACAAAGCAGGCATGATGAGCGACATATGAATTACCATAGCGAGC
ATGGAGGAGCATCAAGTGATGAGTTGGCTCARAGARAATTTGCCACAACCGCAGATAATAACCATTCCAGT
ACCAGTACCTGCTGATTTTATGAATTATACATACCCAACGTGGCCAACGCAATGGAATCCCCCCATGGLT
CATCCAGTACGATATGGTCCACCCG! TTTACCAGCAGCTGTTATGCCAC
CAATGCGGCCGCCGTTGCCACCATA! CCT CCACCGCTATTAC]
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Set de oligos
2: Grises

Setde oligos
3: morados
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SOP 1:1

Procedimiento Normado de Operacion

Paginas Totales: 3

Recoleccion y diseccién de muestra. Implementacién | Autores: Isabella Garcia Caffaro,
de RNAlater para preservar muestra Mariana Lopez, Luisa Fernanda Mejia

1. Propdsito

La recolgcci(')n de muestras bioldgicas de manera adecuada es de mucha importancia para el mantenimiento
del tejido. La implementacion de ARNIlater juega un papel importante en el mantenimiento de las mismas,
puesto que este estabiliza y protege el ARN por las ARNasas que posee. Siendo la funcién principal el
mantenimiento del tejido para implementaciones posteriores del mismo, en este caso particular para la
generacion de ARNdh a partir de esa secuencia de ARN extraida de las moscas de fruta.

2. Aplicacion

ARNIater es una solucion que estabiliza y protege el ARN ya que esta posee ARNasas que se inactivan de
forma inmediata, elimina la necesidad de inmediatamente procesar las muestras o congelar las muestras. Esta
solucion se utiliza para guardar tejidos frescos, bacterias, células cultivadas, levaduras o tejidos vegetales.

3. Referencias

3.1. Aglient Thechnologies. (s/f). AffinityScript QOPCR ADNc Synthesis Kit.

3.2. CABI. 2016. Ceratitis capitata (Mediterranean fruit fly). [Recuperado el 3 de septiembre de
2016]a partir de http://www.cabi.org/isc/datasheet/12367

3.3. Promega. 2009. Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System Protocol. Promega, 1-2.
Recuperado a partir de https://au.promega.com/resources/protocols/technical-bulletins/0/wizard-
plus-sv-minipreps-dna-purification-system-protocol/

3.4. Timmons, L. 2000. Bacteria mediated RNAi. Carnegie Institution of Washington. Recuperado a
partir de https://www.addgene.org/static/cms/filer_public/72/83/7283e73a-de34-41c6-bSe4-
613c5458855a/fire-lab-bacteria-mediated-rnai-documentation.pdf

4. Terminologia
4.1. ARN: Acido ribonucleico
4.2. ARNasa: Enzima que degrada ARN resistente al autoclave ya que su estructura con varios residuos
de cisteina y puentes disulfuro periten que la enzima recupera parcialmente su funcién luego de
regresar a temperatura ambiente. Por lo anterior se utilizan inhibidores de la enzima para eliminar
esta proteina de las superficies y soluciones.

5. Documentos asociados
5.1. Aglient Thechnologies. (s/f). AffinityScript OPCR ADNc Synthesis Kit.
5.2. Promega. 2009. Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System Protocol. Promega, 1-2.
Recuperado a partir de https://au.promega.com/resources/protocols/technical-bulletins/0/wizard-
plus-sv-minipreps-dna-purification-system-protocol/
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5.3. Timmons, L. 2000. Bacteria mediated RNAi. Carnegie Institution of Washington. Recuperado a
partir de https://www.addgene.org/static/cms/filer_public/72/83/7283e73a-de34-41c6-bSe4-
613c5458855a/fire-lab-bacteria-mediated-rnai-documentation.pdf

Seguridad

6.1. Debe de tomarse condiciones especiales en caso de:

6.1.1. Formacion de aerosoles.

6.1.2. Trabajo con grandes cantidades o concentraciones de microorganismos. Concentraciones
elevadas se necesita trabajar en campana de flujo laminar para evitar propagacion de
aerosoles.

6.1.3. Exceso de material o personal.

6.2. Aplicar practicas estandarizadas en laboratorio

6.2.1. Lavado frecuente de manos, especialmente después de quitarse los guantes y antes de salir
del laboratorio.

6.2.2. Mantener una puerta cerrada mientras se trabaja.

6.2.3. Limitar el acceso al laboratorio.

6.2.4. No fumar, comer, beber, o almacenar alimentos en el laboratorio.

6.2.5. Colocar especial atencion en condiciones en las que se puedan crear salpicaduras y aerosoles

6.2.6. Descontaminar superficies de trabajo después de uso y después de cualquier derrame.

6.2.7. Descontaminar desechos del laboratorio o mandarlos a planta de tratamiento.

6.2.8. Utilizar pipetas mecanicas (no usar la pipeta por medio de succion oral).

6.2.9. Ser precavido al usar objetos punzantes.

6.2.10. Mantenimiento de un programa de control de insectos y roedores.

6.2.11. Uso de equipo de proteccion personal (bata de laboratorio, guantes de latex y proteccion
para los 0jos 0 mascaras para el rostro).

Equipo, materiales y reactivos
7.1. Equipo
7.1.1. Esterioscopio
7.2. Materiales/ Cristaleria
7.2.1. Tubos conicos (0.6ml)
7.2.2. Pinzas, tijeras
7.2.3. Hielo
7.2.4. Hielera
7.3. Reactivos
7.3.1. RNAlater
7.4. Medicamentos
7.4.1. No aplica
7.5. Material biologico
7.5.1. Moscas, larvas, pupas

Procedimiento
8.1. Preparar las siguientes soluciones con agua libre de nucelasas (en campana)
8.2. Preparacion de material:
8.2.1. Adicionar a 27 tubos eppendorf (0.6ml) 500ul de solucion RNAlater
8.2.2. Colocar los tubos dentro de una caja y fueron transportados en una hielera
8.3. Muestreo:
8.3.1. Anasttepha ludens
8.3.1.1. Colectar 3 larvas (hasta volumen 0.6ml) del estadio L3 dentro de 5 tubos eppendorf
(cortadas a la mitad).
8.3.1.2. Colectar 15 adultos hembras (3 en cada tubo), quitar la cabeza y alas con tijera y
posteriormente se cortaron en pedazos (total de tubos 5).
8.3.1.3. Colectar 15 adultos hembras (3 en cada tubo), quitar la cabeza y alas con tijera y
posteriormente se cortaron en pedazos (total de tubos 5).
8.3.1.4. Colectar 6 pupas machos de 24 horas (3 en cada tubo), hacer una incisién (tota de
tubos 2).



8.3.1.5.

8.3.1.6.

8.3.1.7.

8.3.1.8.

8.3.1.9.
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colectar 6 pupas hembras de 24 horas colocando 3 en cada tubo (hacer una incision)
(tota de tubos 2).

Colectar 6 pupas machos de 48 horas colocando 3 en cada tubo (hacer una incision)
(tota de tubos 2).

Colectar 6 pupas Hembras de 48 horas colocando 3 en cada tubo, (hacer una incision)
(tota de tubos 2).

Colectar 6 pupas machos de dos dias para eclosion colocando 3 en cada tubo (hacer
una incision) (tota de tubos 2).

Colectar 6 pupas hembras de dos dias para eclosion colocando 3 en cada tubo (hacer
una incision) (tota de tubos 2).

8.3.2. Ceratitis capitata (Muestras de filtrado genético)

8.3.2.1.
8.3.2.2.
8.3.2.3.

8.3.2.4.
8.3.2.5.
8.3.2.6.
8.3.2.7.

8.3.2.8.

8.3.2.9.

Colocar larvas (hasta volumen 0.6ml) del estadio L1 (total de tubos 4).

Colocar larvas (hasta volumen 0.6ml) del estadio L2 (total de tubos 4).

Colocar larvas (hasta volumen 0.6ml) del estadio L3 en suspension de agua (total de
tubos 4).

Colocar larvas (hasta volumen 0.6ml) del estadio L3 antes de saltar (total de tubos 4).
Colocar pupas (hasta volumen 0.6ml) de 6 dias (total de tubos 4).

Colocar pupas (hasta volumen 0.6ml) de 9 dias (total de tubos 4).

Colocar pupas (hasta volumen 0.6ml) que les falta 5 dias para emerger (total de tubos
4).

Colectar 8 adultos hembras que estaban en jaulas junto con machos durante 3 dias
(hasta volumen 0.6ml), a los cuales se les quito la cabeza y alas con tijera (total de
tubos 5).

Colectar 8 adultos machos que estaban en jaulas junto con machos durante 3 dias
(hasta volumen 0.6ml), a los cuales se les quito la cabeza y alas con tijera (total de
tubos 5).

Nota: Almacenar las muestras overnight a -4°C, Luego de Overnight remover el sobrenadante y Guardar a
-20°C 0 -80°C. Es posible almacenar a temperatura ambiente por 1 semana sin comprometer calidad de
ARN o0 a -20-80°C para tiempo indefinido.

9.

10.

11.

No aplica

Calculos
No aplica

Esterilizacion de material

Control de calidad

11.1. Verificar con un check list que se llevo al lugar los implementos necesarios

11.2. Verificar que el almacenamiento sea a -4°C y a -20°C en los tiempos correspondientes
11.3. Conflict solution policy

11.3.1. Si luego de realizar algin proceso con ARN se observa degradacion y se sospecha que es
por actividad e ARNasa se recomienda volver a realizar el procedimiento con la otra
solucién detallada en el procedimiento.
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SOP 1:1:1

Procedimiento Normado de Operacion

Paginas Totales: 3

Recoleccion y diseccién de muestra por personal | Autores: Isabella Garcia Caffaro, Mariana
de la planta Moscamed. Lopez, Luisa Fernanda Mejia

1.1. Muestreo:
1.1.1. A. ludens
1.1.1.1. Colectar las siguientes muestras del area de filtrado genético (hembras y machos sin
copular)
1.1.1.2. Colectar 30 adultos hembras (3 en cada tubo), a los cuales se les quita la cabeza y
alas con tijera y posteriormente se cortaron en pedazos (total de tubos 10).
1.1.1.3. Colectar 30 adultos machos (3 en cada tubo), a los cuales se les quita la cabeza y alas
con tijera y posteriormente se cortaron en pedazos (total de tubos 10).
1.1.2. C. capitata
1.1.1.1. Colectar las siguientes muestras del area de filtrado genético (hembras y machos sin
copular)
1.1.1.2. Colectar 100 adultos hembras (5 en cada tubo), quitar alas y cabeza con tijera (total de
tubos 20).
1.1.1.3. Colectar 100 adultos machos (5 en cada tubo), quitar alas y cabeza con tijera (total de
tubos 20).

Nota: Repetir para ambas moscar el mismo procedimiento (tres dias distintos; documentarlos). Almacenar
las muestras a -80
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SOP 1:2

Procedimiento Normado de Operacion

Paginas Totales: 5

Tratamiento de material plastico para Autores: Isabella Garcia Caffaro, Mariana Lopez,
eliminar ARNasa Luisa Fernanda Mejia

1. Proposito
1.1. Preparar el material plastico, libre de ARNasa, a utilizar para la extraccion de ARN.

2. Aplicacion
Cuando se trabaja con ARN es necesario preparar el material con el que se trabajara ya que el ARN es una
molécula inestable y de facil degradacion comparada con ADN. La enzima mas importante que causa la
degradacion del ARN es la ribonucleasa también llamada ARNasa, esta cataliza la hidrolisis del ARN por
su actividad de endonucelasa y exonucleasa. La contaminacion por ARNasas es causada por buffers
contaminados o del uso de pipetas automaticas contaminadas.
En muchos laboratorios se utilizan guantes para evitar la contaminacion con ARNasa, pero se ha
demostrado que esto no ayuda a disminuir la contaminacién ya que solamente protegen si los guantes no
han tocado la piel y para que sean eficientes es necesario cambiarlos cada vez que se toca un aparato no
libre de ARNasa. Esto no significa que no se deben utilizar guantes, solamente que no se debe creer que
estos son suficientes para disminuir la contaminacion de ARNasa. Algunas consideraciones especiales que
se deben tener en cuenta son:

Mantener un juego de pipetas automaticas especificas para el manejo de ARN

Separar cristaleria, buffers y materiales utilizados para actividades que involucren ARN

Guardar los buffers y soluciones en pequefias alicotas y descarte cada alicota luego de cada uso

Tenga una camara de electroforesis libre de ARNasa

Prepare todas las soluciones en cristaleria libre de ARNasa

Utilize puntas y tubos centrifuga de un solo uso

Use inhibidores para suprimir ARNasas durante la extraccion de ARN

Dado que las ARNasas son extremadamente comunes, estables y dificiles de desactivar es necesario utilizar
inhibidores especificos que es pueden dividir en tres tipos: DEPC (dimetilpirocarbonato)

e Complejos vanadil ribonucleosidos
e Inhibidores proteicos de ARNasas

3. Referencias
3.1. Ausubel,F.M.etal.(1991)In:Current Protocols in Molecular Biology. JohnWileyandSons,
NewYork
3.2. Brown,T.A.(1991)In: Molecular Biology Lab Fax. Bios Scientific Publishers,AcademicPress.
3.3. Sambrook,J. y Russell,D (2011)Molecular Cloning, A Laboratory Manual Cold Spring Harbor
Laboratory Press. Nueva York. 3rd edicion. Pp 2,231

4. Terminologia
4.1. ARNasa: Enzima que degrada ARN resistente al autoclave ya que su estructura con varios residuos
de cisteina y puentes disulfuro periten que la enzima recupera parcialmente su funcion luego de
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regresar a temperatura ambiente. Por lo anterior se utilizan inhibidores de la enzima para eliminar
esta proteina de las superficies y soluciones.

Agente quelante: También conocido como un agente antagonista de metales pesados, es una
substancia que forma complejos con iones de metales, inhibiendo su actividad.

5. Principio

El peroxido de hidrogeno inhibe la actividad de la ARNasa al desnaturalizar las proteinas rompiendo los
enlaces covalentes causando la perdida de la estructura nativa de las proteinas. También reduce la actividad
proteolitica de la enzima ya que es un agente quelante de los cofactores enzimaticos.

6. Documentos asociados

6.1.
6.2.
6.3.

6.4.

Chavez, N. 2006. Glosario de Biotecnologia. UAA. Aguascalientes, México.

Mulhardt, C. 2010. Molecular biology and genomics. Academic Press. San Francisco, EUA.
OMS (2005) Manual de Bioseguridad de Laboratorio. Ginebra. 3ra edicion. Pp.210.
http://www.who.int/topics/medical waste/manual_bioseguridad laboratorio.pdf

Torres, L. 2001. Tratado de cuidados criticos y emergencias. Aran Ediciones. Mexico D.F.

7. Seguridad

7.1.

7.2.

7.3.

Perdxido de hidrogeno: liquido oxidante corrosivo. En contacto con otro material puede causar
fuego. Causante de dafios al ser ingerido y puede presentar efectos en el sistema nervioso central.
Debe de tomarse condiciones especiales en caso de:

7.2.1. Formacién de aerosoles.

7.2.2. Trabajo con grandes cantidades o concentraciones de microorganismos. Concentraciones
elevadas se necesita trabajar en campana de flujo laminar para evitar propagacion de
aerosoles.

7.2.3. Exceso de material o personal.

Aplicar practicas estandarizadas en laboratorio

7.3.1. Lavado frecuente de manos, especialmente después de quitarse los guantes y antes de salir
del laboratorio.

7.3.2. Mantener una puerta cerrada mientras se trabaja.

7.3.3. Limitar el acceso al laboratorio.

7.3.4. No fumar, comer, beber, o almacenar alimentos en el laboratorio.

7.3.5. Colocar especial atencion en condiciones en las que se puedan crear salpicaduras y aerosoles

7.3.6. Descontaminar superficies de trabajo después de uso y después de cualquier derrame.

7.3.7. Descontaminar desechos del laboratorio o mandarlos a planta de tratamiento.

7.3.8. Utilizar pipetas mecanicas (no usar la pipeta por medio de succion oral).

7.3.9. Ser precavido al usar objetos punzantes.

7.3.10. Mantenimiento de un programa de control de insectos y roedores.

7.3.11. Uso de equipo de proteccion personal (bata de laboratorio, guantes de latex y proteccion
para los 0jos 0 mascaras para el rostro).

8. Equipo, materiales y reactivos

8.1.

8.2.

Equipo
8.1.1. Campana de flujo laminar
8.1.2. Purificador de agua
Materiales/ Cristaleria
8.2.1. Tubos conicos (1.5ml)
8.2.2. Beakers
8.2.3. Puntas de micropipeta
8.2.4. Tubos ependorff de distinto tamafio
8.2.5. Recipiente para realizar la solucion
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8.3. Reactivos
8.3.1. NaOH 0.1M
8.3.2. EDTA ImM
8.3.3. SDS 1%
8.3.4. Peroxido de hidrogeno 5% comercial
8.3.5. Agua ultrapura
8.3.6. Etanol
8.3.7. Agua libre de nucleasas
8.4. Medicamentos
8.4.1. No aplica
8.5. Material bioldgico
8.5.1. No aplica

9. Procedimiento
9.1. Preparar las siguientes soluciones con agua libre de nucelasas (en campana)
9.1.1. 1L NaOH 0.1M/ EDTAImM
9.1.1.1. Disolver en agua libre de nucelasas
9.1.2. 6 1L NaOH 0.1M /SDS 1% en etanol
9.2. Colocar el material en la solucion e incubar 2 horas a 37°C u overnight
9.3. Lavar con agua libre de nucelasas
9.3.1. Para hacer el agua libre de nucleasas se debe tratar con DPEC
9.4. Autoclavear con papel aluminio
Peroxido de hidrogeno
9.5. Llenar los recipientes con peroxido de hidrogeno comercial e incube a oscuridad por 1 hora.
9.6. Descartar el perdxido en el lavadero con bastante agua estéril
9.7. Lavar 3 veces con agua ultrapura
9.8. Llenar con agua ultrapura y autoclaveelo
9.9. Pistilos
9.9.1. Coloque los pisitilos en un beker
9.9.2. Llenelo con perdxido e incube 1 hora
9.9.3. Lavelos con agua ultrapura esterilizado en los pasos anteriores (con guantes)
9.9.4. Esterilicelos y séquelos a 55°C

10. Esterilizacion de material

No aplica

11. Calculos:
No aplica

12. Control de calidad
12.1. Verificar que el agua libre de nucleasas se encontrara en buen estado y guardada adecuadamente.
12.2. Conflict solution policy
12.2.1. Si luego de realizar algin proceso con ARN se observa degradacion y se sospecha que es
por actividad e ARNasa se recomienda volver a realizar el procedimiento con la otra
solucién detallada en el procedimiento.
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SOP 1:3
Procedimiento Normado de
Operacion Paginas Totales: 4
Extraccion ARN Autores: Isabella Garcia Caffaro, Mariana Lopez, Luisa
Fernanda Mejia

1. Proposito
1.2. Extraer ARN de distintos estadioa (adultos, larvas y pupas) de la mosca de la fruta 4. ludens y C.
capitata utilizando TRIzol
1.3. Poner en practica la manipulacion de ARN tomando en cuenta la eliminacion de ARNasas

2. Aplicacion

El ARN se utiliza para realizar diferentes analisis y técnicas como RT-PCR y Northern Blot para la
determinacion de expresion de un gen. Otras aplicaciones del ARN son la seleccion con poly(A)+, traduccion
in vitro, clonacion, entre otras. Existen distintos métodos de extraccion de ADN entre los cuales se encuentra:
método de extraccion organico, filter-based spin basket, métodos con particulas metalicas, métodos de lisis
directa. El método organico es el mas utilizado para la extraccion de ARN, esta utiliza compuestos organicos
para separar las proteinas y ADN del ARN. Algunos beneficios de utilizar esta técnica es la desnaturalizacion
de nucleasas y la estabilizacion del ARN. Las desventajas de este método son que posee pasos laboriosos, su
dificultad en automatizar y el manejo de desechos.

El método Filter-based spin basket utiliza membranas de silica o de intercambio i6nico que se encuentran
dentro de canastas. Para realizar la extraccion de ARN con este método la muestra se lisa con un buffer que
contiene un inhibidor de ARNasas, el lisado se pasa por la membrana que atrapa los acidos nucleicos, estos
se separan de la membrana realizando lavados. Algunas ventajas de este método son: la simple utilizacion,
la posibilidad de automatizar y su conveniencia. Algunas desventajas son: la retencion de acidos nucleicos
grandes como gADN vy la propension de la membrana a taparse.

Los métodos con particulas metalicas utilizan particulas de 0.5-1um que se unen a las moléculas de interés
al aplicar un campo magnético, luego las particulas son recogidas y luego de una serie de lavados se obtiene
la molécula de interés. Las ventajas de este método son: su alta eficiencia, la rapida recoleccion de moléculas
de interés, su habilidad de automatizar. Las desventajas son: la baja migracion de las particulas en soluciones
viscosas y la laboriosidad del método si se realiza a mano.

El método directo de lisis utiliza un buffer de lisis que realiza lisis y estabiliza los acidos nucleicos, este
método solo prepara la muestra, pero no purifica el producto. Algunas ventajas de este método son: su facil
aplicacion en muestras pequeas y su facil automatizacion. Algunas desventajas son: el producto no se puede
utilizar para realizar métodos analiticos y puede existir actividad residual de ARNasas si la solucion de lisis
no se maneja de forma apropiada.

3. Referencias
3.1. Life Technologies. (2010). TRIzol ® Reagent, (15596026), 18-21.
http://doi.org/10.1101/pdb.caut2701
3.2. Applied Biosystems. (2010). TRI Reagent, 1-12
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4. Terminologia
4.1. ARNasa: Enzima que degrada ARN resistente al autoclave ya que su estructura con varios residuos
de cisteina y puentes disulfuro periten que la enzima recupera parcialmente su funcion luego de
regresar a temperatura ambiente. Por lo anterior se utilizan inhibidores de la enzima para eliminar
esta proteina de las superficies y soluciones.

5. Principio

El TRIzol es un reactivo disefiado para la extraccion de proteinas, ARN y ADN. Este reactivo contiene
compuestos utilizados en otros protocolos de extraccion como el cloroformo, isocianato de guanidina
(inhibidor de ARNasas) e isopropanol. El TRIzol tambien mantiene la integridad del ARN ya que es un
inhibidor de la ARNasa cuando se realizan los pasos de homogenizacion. El cloroformo se utiliza para separar
las fases y poder dejar en la fase acuosa solamente el ARN mientras que en la fase organica se encuentran
proteinas y ADN. El isopropanol precipita el ARN de la solucion acuosa para luego poder realizar lavados
que eliminan las impurezas.

SDS inhibe la actividad de la ARNasa al desnaturalizar las proteinas rompiendo los enlaces covalentes
causando la perdida de la estructura nativa de las proteinas. E1 EDTA reduce la actividad proteolitica de la
enzima ya que es un agente quelante de los cofactores enzimaticos. E1 NaOH ser una base fuerte causa una
pérdida de conformacion de la enzima al causar la reaccion de hidrolisis. Estos agentes permiten eliminar o
disminuir la actividad de la ARNasa presente en plasticos no desechables.

6. Documentos asociados

6.1. Chavez, N. 2006. Glosario de Biotecnologia. UAA. Aguascalientes, México.

6.2. Mulhardt, C. 2010. Molecular biology and genomics. Academic Press. San Francisco, EUA.

6.3. OMS (2005) Manual de Bioseguridad de Laboratorio. Ginebra. 3ra edicion. Pp.210.
http://www.who.int/topics/medical waste/manual_bioseguridad laboratorio.pdf

6.4. Sambrook,J. y Russell,D (2011)Molecular Cloning, A Laboratory Manual Cold Spring Harbor
Laboratory Press. Nueva York. 3rd edicion. Pp 2,231

6.5. ThermoFisher. (n.d.). The Basics: RNA Isolation. Retrieved September 11, 2016, from
https://www.thermofisher.com/us/en/home/references/ambion-tech-support/rna-isolation/general-
articles/the-basics-rna-isolation.html

6.6. Torres, L. 2001. Tratado de cuidados criticos y emergencias. Aran Ediciones. Mexico D.F.

7. Seguridad

7.1. TRIzol: Contiene fenol que es toxico y corrosivo e isotiocianato de guanidina que es irritante.
Trabaje siempre en una campana de extraccion y utilice guantes ya que el reactivo puede causar
quemaduras quimicas. Si ocurre algin contacto con el reactivo se recomienda lavar el area
inmediatamente con agua por 15min.

7.2. Cloroformo: Liquido organico volatil, al oxidarse produce productos altamente peligrosos como
el fosgeno por lo cual se debe manejar en campana de extraccion.

7.3. Alcohol isopropilico: facilmente inflamable y causa irritacion en ojos, vias respiratorias. Puede
provocar nauseas, dolor de cabeza, vertigo y pérdida de conocimiento.

7.4. Etanol: alcohol volatil, se deben utilizar bata y guantes cuando se manipula este producto.

7.5. SDS: liquido inflamable que puede causar irritacion en la piel y en vias respiratorias. Manténgase
lejos del calor y evite liberarlo en el ambiente, utilice en todo momento proteccion.

8. Equipo, materiales y reactivos
8.1. Equipo
8.1.1. Campana de flujo laminar
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8.3.

8.4.

8.5.

8.1.2. Campana de extraccion de quimicos
8.1.3. Centrifuga refrigerada

8.1.4. Bafio maria

8.1.5. Balanza analitica

8.1.6. Vortex

8.1.7. Portaobjetos

8.1.8. Cajas Petri

8.1.9. Aluminio

8.1.10. Pinzas

8.1.11. Estiletes

8.1.12. Celdas de plastico

8.1.13. Microcelda de quarzo

8.1.14. Micropipetas (1000ul, 100ul y 10ul)

Materiales/ Cristaleria
8.2.1. Tubos conicos (15ml)
8.2.2. Tubos ependorff
8.2.3. Puntas de micropipeta
8.2.4. Micropipetas

Reactivos
8.3.1. Cloroformo grado molecular
8.3.2. Alcohol isopropilico
8.3.3. Etanol 75%

8.3.4. SDS 0.5%
8.3.5. Agua libre de nucelasas
8.3.6. TRIzol

Medicamentos

8.4.1. No aplica

Material biolégico
8.5.1. Mosca adulto
8.5.2. Pupas
8.5.3. Larvas

Procedimiento

9.1.

Extraccion de ARN adultos
9.1.1. Homogenizacion
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9.1.1.1. Agregar en un tubo 50-100mg de tejido (70-100mg), adicionar 125ul de H20 y 125ul

de TRIzol LS

9.1.1.2. Macerar con macerado automatico

9.1.1.3. Agregar 625ul de TRIzol LS
9.1.1.4. Agregar 125 ul H20 DECP
9.1.1.5. Mezclar

NOTA: Total de trizol implementado 750ul y de agua DECP 250ul (1ml de liquido)

9.1.2. Separacion de fases

9.1.2.1. Incubar la muestra homogeneizada a temperatura ambiente por Smin para para
permitir la completa disociacion del complejo nuceloproteico

9.1.2.2. Agregar 200pl de cloroformo por 0.75ml de TRIzol y cierre el tubo

9.1.2.3. Mover el tubo vigorosamente por 15segundos

9.1.2.4. Incubar a temperatura ambiente 15 minutos (5-10 min)

9.1.2.5. Centrifugar la muestra a 12,000g por 15min a 4°C, es importante que la centrifuga

este a esta temperatura ya que si se centrifuga a una temperatura mayor a 8°C causa

que el ADN se quede en la fase acuosa. ARN se encuentra tinicamente en la fase

acuosa



182

9.1.2.6. Remover la fase acuosa pipetiando la solucion (contiene ARN) y evite tomar la fase
organica
9.1.2.7. Colocar la fase acuosa en un nuevo tubo
9.1.3. Aislamiento de ARN
9.1.3.1. Tomar en cuenta todas las precauciones para trabajar con ARN
9.1.3.2. Agregar en la fase acuosa 500ul de isoporpanol al 100% por 0.75ml de TRIzol usado
para la homogenizacion
9.1.3.3. Incubar 10min a temperatura ambiente (5-10min)
9.1.3.4. Centrifugar a 12,000g por 10 min a 25-4°C (pellet no se ve, pero ya esta presente).
9.1.4. Lavado de ARN
9.1.4.1. Remover el sobrenadante dejando Gnicamente el pellet
9.1.4.2. Lavar el pellet con 1000ul de etanol al 75% por 0.75ml de TRIzol usado para la
homogenizacion
9.1.4.2.1. E1 ARN se puede guardar en etanol por un afio a -20°C
9.1.4.3. Vortexear la muestra brevemente
9.1.4.4. Centifugar a 7,500g por Smin a 4°C, si el precipitado de ARN flota repita el a
12,000xg por 5 min
9.1.4.5. Descartar el sobrenadante con micropipeta
9.1.4.6. Secar el pellet de 3-5min, no deje que se seque completamente porque pierde su
solubilidad
9.1.5. Resuspension de ARN
9.1.5.1. Resuspender con micropipeta el pellet de ARN en 50ul de agua DECP
9.1.5.2. Incubar en bafio maria a 55-60°C 10 minutos (10-15min). Nota: Sumergir los tubos en
un beaker con agua estéril, para avitar el contacto directo de los mismos con el agua
del bafio maria.
9.1.5.3. Preparar alicuota de 5Sul para cuantificacion en nanodrop (1ul por medicién en
duplicado) o 7ul para cuantificacion en Espectrofotometro con microcelda (longitudes
de onda; 260, 280 y 230nm).
9.1.5.4. Guardar idealmente a -70°C (1 mes de vida), pero se guarda a -20°C (1 semana de
vida)
9.2. Extraccion de ARN larvas
9.2.1. Homogenizacion
9.2.1.1. Agregar en un tubo 50-100mg de tejido (70-100mg), adicionar 125ul de H20 y 125ul
de TRIzol LS
9.2.1.2. Macerar con macerado automatico
9.2.1.3. Agregar 625ul de TRIzol LS
9.2.1.4. Agregar 125 ul H20 DECP
9.2.1.5. Mezclar
NOTA: Total de trizol implementado 750ul y de agua DECP 250ul (1ml de liquido)
9.2.2. Separacion de fases
9.2.2.1. Incubar la muestra homogeneizada a temperatura ambiente por Smin para para
permitir la completa disociacion del complejo nuceloproteico
9.2.2.2. Agregar 200ul de cloroformo por 0.75ml de TRIzol y cierre el tubo
9.2.2.3. Mover el tubo vigorosamente por 15segundos
9.2.2.4. Incubar a temperatura ambiente 15 minutos (5-10 min)
9.2.2.5. Centrifugar la muestra a 12,000g por 15min a 4°C, es importante que la centrifuga
este a esta temperatura ya que si se centrifuga a una temperatura mayor a 8°C causa
que el ADN se quede en la fase acuosa. ARN se encuentra tinicamente en la fase
acuosa
9.2.2.6. Remover la fase acuosa pipetiando la solucion (contiene ARN) y evite tomar la fase
organica
9.2.2.7. Colocar la fase acuosa en un nuevo tubo
9.2.3. Aislamiento de ARN
9.2.3.1. Tomar en cuenta todas las precauciones para trabajar con ARN
9.2.3.2. Agregar en la fase acuosa 500ul de isoporpanol al 100% por 0.75ml de TRIzol usado
para la homogenizacion
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9.2.3.3. Incubar 10min a temperatura ambiente (5-10min)
9.2.3.4. Centrifugar a 12,000g por 10 min a 25-4°C (pellet no se ve, pero ya esta presente).
9.2.4. Lavado de ARN
9.2.4.1. Remover el sobrenadante dejando Ginicamente el pellet
9.2.4.2. Lavar el pellet con 1000ul de etanol al 75% por 0.75ml de TRIzol usado para la
homogenizacion
9.2.4.2.1. E1 ARN se puede guardar en etanol por un afio a -20°C
9.2.4.3. Vortexear la muestra brevemente
9.2.4.4. Centifugar a 7,500g por Smin a 4°C, si el precipitado de ARN flota repita el a
12,000xg por 5 min
9.2.4.5. Descartar el sobrenadante con micropipeta
9.2.4.6. Secar el pellet de 3-5min , no deje que se seque completamente porque pierde su
solubilidad
9.2.5. Resuspension de ARN
9.2.5.1. Resuspender con micropipeta el pellet de ARN en 50ul de agua DECP
9.2.5.2. Incubar en bafio maria a 55-60°C 10 minutos (10-15min). Nota: Sumergir los tubos en
un beaker con agua estéril, para evitar el contacto directo de los mismos con el agua
del bafio maria.
9.2.5.3. Preparar alicuota de 5Sul para cuantificacion en nanodrop (1ul por medicion en
duplicado) (longitudes de onda; 260, 280 y 230nm).
9.2.5.4. Guardar idealmente a -70°C (1 mes de vida), pero se guarda a -20°C (1 semana de
vida)
9.3. Extraccion de ARN pupas
9.3.1. Diseccion de pupa
9.3.1.1. Colocar las pupas previamente colectadas en ARNIater sobre una caja Petri (utilizar
pinzas)
9.3.1.2. Pasar pupas de manera individual sobre un portaobjetos
9.3.1.3. Cortar la quitina con estilete en forma en gancho (colocarlo en el extremo de la pupa)
9.3.1.4. Sacar el tejido con mucho cuidado y trasvasarlo en un tubo previamente pesado para
determinar el peso exacto del mismo.
9.3.2. Homogenizacion
9.3.2.1. Agregar en un tubo 50-100mg de tejido (70-100mg), adicionar 125ul de H20 y 125ul
de TRIzol LS
9.3.2.2. Macerar con macerado automatico
9.3.2.3. Agregar 625ul de TRIzol LS
9.3.2.4. Agregar 125 ul H20 DECP
9.3.2.5. Mezclar
NOTA: Total de TRIzol implementado 750ul y de agua DECP 250ul (1ml de liquido)
9.3.3. Separacion de fases
9.3.3.1. Incubar la muestra homogeneizada a temperatura ambiente por Smin para para
permitir la completa disociacion del complejo nuceloproteico
9.3.3.2. Agregar 200ul de cloroformo por 0.75ml de TRIzol y cierre el tubo
9.3.3.3. Mover el tubo vigorosamente por 15segundos
9.3.3.4. Incubar a temperatura ambiente 15 minutos (5-10 min)
9.3.3.5. Centrifugar la muestra a 12,000g por 15min a 4°C, es importante que la centrifuga
este a esta temperatura ya que si se centrifuga a una temperatura mayor a 8°C causa
que el ADN se quede en la fase acuosa. ARN se encuentra tinicamente en la fase
acuosa
9.3.3.6. Remover la fase acuosa pipetiando la solucion (contiene ARN) y evite tomar la fase
organica
9.3.3.7. Colocar la fase acuosa en un nuevo tubo
9.3.4. Aislamiento de ARN
9.3.4.1. Tomar en cuenta todas las precauciones para trabajar con ARN
9.3.4.2. Agregar en la fase acuosa 500ul de isoporpanol al 100% por 0.75ml de TRIzol usado
para la homogenizacion
9.3.4.3. Incubar 10min a temperatura ambiente (5-10min)
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9.3.4.4. Centrifugar a 12,000g por 10 min a 25-4°C (pellet no se ve, pero ya esta presente).
9.3.5. Lavado de ARN

9.3.5.1. Remover el sobrenadante dejando Ginicamente el pellet

9.3.5.2. Lavar el pellet con 1000ul de etanol al 75% por 0.75ml de TRIzol usado para la
homogenizacion

9.3.5.2.1. E1 ARN se puede guardar en etanol por un afio a -20°C

9.3.5.3. Vortexear la muestra brevemente

9.3.5.4. Centifugar a 7,500g por Smin a 4°C, si el precipitado de ARN flota repita el a
12,000xg por 5 min

9.3.5.5. Descartar el sobrenadante con micropipeta

9.3.5.6. Secar el pellet de 3-5min , no deje que se seque completamente porque pierde su
solubilidad

9.3.6. Resuspension de ARN

9.3.6.1. Resuspender con micropipeta el pellet de ARN en 50l de agua DECP

9.3.6.2. Incubar en bafio maria a 55-60°C 10 minutos (10-15min). Nota: Sumergir los tubos
en un beaker con agua estéril, para avitar el contacto directo de los mismos con el
agua del bafio maria.

9.3.6.3. Preparar alicuota de Sul para cuantificacion en nanodrop (1ul por medicion en
duplicado) o 7ul para cuantificacion en Espectrofotdmetro con microcelda
(longitudes de onda; 260, 280 y 230nm).

9.3.6.4. Guardar idealmente a -70°C (1 mes de vida), pero se guarda a -20°C (1 semana de
vida)

10. Esterilizacion de material
10.1. Esterilize los tubos centrifuga y ependorff a utilizar
10.2. Portaobjetos

11. Calculos:
No aplica

12. Control de calidad
12.1. Verificar que el agua libre de nucleasas se encontrara en buen estado y guardada adecuadamente.
12.2. Eliminar la cabeza de los adultos para que los pigmentos de los ojos no afecten en la extraccion
12.3. Verificar que el material plastico sea libre de ARNasas
12.4. Verificar el funcionamiento adecuado del equipo
12.5. Trabajar en campana o areas limpias con ARNsin para evitar contaminacion
12.6. Conflict solution policy
12.6.1. Si la extraccion dio un bajo porcentaje de extraccion
12.6.1.1. No se realizé por completo la homogenizacion o la lisis de la muestra
12.6.1.1.1. Disminuya la cantidad de muestra y asegurarse que esta este
completamente inmersa en TRIzol
12.6.1.2. El pellet de ARN no se resuspendidé completamente
12.6.1.2.1. Aumente la solubilidad del pellet pipeteando repetidamente y
calentando la muestra a 50-60°C
12.6.1.3. El ARN se degrado
12.6.1.3.1. La muestra no se utiliz6 inmediatamente o no se congelo la muestra
cuando se recolectd
12.6.1.3.2. El ARN no se guard¢ a la temperatura adecuada (-60 o -70°C)
12.6.1.4. El ARN se contamind
12.6.1.4.1. Se pipetio interfase organica en el paso del aislamiento de ARN
12.6.1.4.1.1. No trate de tomar toda la fase acuosa en el oligo intento
12.6.1.5. Se obtuvo un Azsonso bajo de ARN

12.6.1.5.1. La muestra no se homogeniz6 suficientemente
12.6.1.5.1.1. Agregue el volumen apropiado de TRIzol
12.6.1.5.2. Se pipetio interfase organica en el paso del aislamiento de ARN

12.6.1.5.2.1. No trate de tomar toda la fase acuosa en el primer intron
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SOP 1:4
Procedimiento Normado de
Operacion Paginas Totales: 6
PCR y gel de electroforesis Autores: Isabella Garcia Caffaro, Mariana Lopez, Luisa
Fernanda Mejia

1. Proposito
1.1. Cuantificacion de ARN extraido utilizando nanodrop o espectrofotometro
1.2. Tratamiento de ARN con ADNasa RQI
1.3. Realizar la conversion de ADNc por transcriptasa inversa a partir de ARN de larva de Anastrepha
ludens y Ceratitis capitata.
1.4. Poner en practica la manipulacion de ARN tomando en cuenta la eliminacion de ARNasas

2. Aplicacion

Es necesario cuantificar la concentracion de ARN adquirido con la extraccion para mejorar los métodos y
para tomar decisiones basado en la calidad del ARN de que procedimiento seguir. EIl ADNc se utiliza para
clonar generar eucariotas en procariotas, para expresar una proteina especifica en una célula que normalmente
no se expresa. También se usa para crear bibliotecas de ADNc o como sondas. Para determinar la calidad y
cantidad del ADNc sintetizado por medio de esta reaccion se realiza un PCR en tiempo real en el que se
obtiene las cantidades de ARN transformados a ADNc por la reaccion. Antes de realizar el ADNc¢ es necesario
purificar el ADN la enzima Esta enzima en especial se utiliza para produccion de fragmentos al azar, corte
de footprinting del ADN, remover la plantilla de ADN in vitro y remover ADN de ARN antes de realizar
RT-PCR.

3. Referencias
3.1. Aglient Thechnologies. (n.d.). AffinityScript QPCR ADNc Synthesis Kit.
3.2. Healthcare, G. E., & Sciences, L. (n.d.). Spectrophotometry.
3.3. http://cshprotocols.cshlp.org/content/2007/11/pdb.ip47.full
3.4. Promega. (2016). GoScript TM Reverse Transcription System GoScript TM Reverse Transcription
System.

4. Terminologia
4.1. ADNc: o ADN complementario es una cadena de ADN de doble hebra sintetizada de una hebra de
ARN. Esta reaccion es catalizada por la enzima transcriptasa reversa
4.2. Transcriptasa reversa: es una enzima de tipo ADN- polimerasa que tiene como funcion la sintesis
de ADN de doble hebra a partir de ARN.

5. Principio

Se realiza la cuantificacion de ADN y ARN si la muestra es pura, se cuantifica 260nm y 280nm, otras
longitudes de onda que dan mas informacion son 230 y 320nm. Esto es posible ya que los acidos nucelicos
absorben luz naturalmente a 260nm. En muestras puras se ha documentado que un pathlenght de 10mm y
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una absorcion de 1A es igual a 40pg/ml RNA. La razon Azeo/A2so indica la pureza del ARN la lectura deberia
de ser de 2.0 o mayor. La razon Axs0/A230 debe de ser de 2 o mayor para indicar una muestra pura. Un aumento
de A230 puede indicar contaminacion (aromaticos, fenol, proteinas, urea) y puede afectar la lectura de Azeo.
A230 se toma como una correccion del entorno.

Existen muchos procedimientos para la purificacion de ARN entre los cuales se encuentra el uso de ADNasas.
La ADNasa RQI (RNA-Qualified) es una ADNasa tipo I que degrada ADN de doble y simple hebra
produciendo oligonucledtidos 3°-OH. EI ARN se convierte en ADN complementario por la accion de la
transcriptasa reversa.

8.

Documentos asociados

6.1.

6.2.
6.3.
6.4.
6.5.

6.6.

6.7.

Aglient Thechnologies. (n.d.). AffinityScript QPCR ADNc Synthesis Kit. Corporation, P. (2011).
M-MLV  Reverse  Transcriptase Product  Information, 2. Retrieved  from
https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/product-information-sheets/g/m-
mlv-reverse-transcriptase-protocol.pdf

Chavez, N. 2006. Glosario de Biotecnologia. UAA. Aguascalientes, México.

Mulhardt, C. 2010. Molecular biology and genomics. Academic Press. San Francisco, EUA.
OMS (2005) Manual de Bioseguridad de Laboratorio. Ginebra. 3ra edicion. Pp.210.
http://www.who.int/topics/medical _waste/manual_bioseguridad laboratorio.pdf

Sambrook,J. y Russell,D (2011)Molecular Cloning, A Laboratory Manual Cold Spring Harbor
Laboratory Press. Nueva York. 3rd edicion.

ThermoFisher. (n.d.). The Basics: RNA Isolation. Retrieved September 11, 2016, from
https://www.thermofisher.com/us/en/home/references/ambion-tech-support/rna-isolation/general-
articles/the-basics-rna-isolation.html

Torres, L. 2001. Tratado de cuidados crlticos y emergencias. Aran Ediciones. Mexico D.F.

Seguridad

7.1.
7.2.

7.3.

Manipule con guantes, bajo campana y en recipientes libres de ARNasas el ARN
Debe de tomarse condiciones especiales en caso de:

7.2.1. Formacion de aerosoles.

7.2.2. Trabajo con grandes cantidades o concentraciones de microorganismos. Concentraciones
elevadas se necesita trabajar en campana de flujo laminar para evitar propagacion de
aerosoles.

7.2.3. Exceso de material o personal.

Aplicar practicas estandarizadas en laboratorio

7.3.1. Lavado frecuente de manos, especialmente después de quitarse los guantes y antes de salir
del laboratorio.

7.3.2. Mantener una puerta cerrada mientras se trabaja.

7.3.3. Limitar el acceso al laboratorio.

7.3.4. No fumar, comer, beber, o almacenar alimentos en el laboratorio.

7.3.5. Colocar especial atencion en condiciones en las que se puedan crear salpicaduras y aerosoles.

7.3.6. Descontaminar superficies de trabajo después de uso y después de cualquier derrame.

7.3.7. Descontaminar desechos del laboratorio o mandarlos a planta de tratamiento.

7.3.8. Utilizar pipetas mecanicas (no usar la pipeta por medio de succion oral).

7.3.9. Ser precavido al usar objetos punzantes.

7.3.10. Mantenimiento de un programa de control de insectos y roedores.

7.3.11. Uso de equipo de proteccion personal (bata de laboratorio, guantes de latex y proteccion
para los 0jos o mascaras para el rostro).

Equipo, materiales y reactivos

8.1.

Equipo
8.1.1. Bafio maria
8.1.2. Campana de flujo laminar
8.1.3. Centrifuga



8.2.

8.3.

8.4.

8.5.
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8.1.4. Bloque caliente
Materiales/ Cristaleria
8.2.1. Tubos ependorff
8.2.2. Puntas de micropipeta
8.2.3. Micropipetas
Reactivos
8.3.1. ARN
8.3.2. buffer RQ1 ADNasa
8.3.3. RQ1 ADNasa
8.3.4. RQ1 ADNasa stop solution
8.3.5. oligos
8.3.6. ANTP’s 0.5mM
8.3.7. Inhibidor de ribonucleasas, ARNsin recombinante
8.3.8. Agua libre de nucleasas

8.3.9. oligos
8.3.10. Buffer 5X GoScript
8.3.11. MgCl:

8.3.12. ARNSsin recombiante

8.3.13. GoScript Reverse Trasncriptase
Medicamentos

8.4.1. No aplica
Material biolégico

8.5.1. ARN

Procedimiento

9.1.

9.2.

9.3.

Cuantificacion de ARN por nanodrop
9.1.1. Utilizar agua DECP en la que resuspendio el pellet como blanco
9.1.2. Encender el equipo
9.1.3. Colocar 1ul sobre el lente
9.1.4. Cerrar
9.1.5. Medir

Cuantificacion de ARN por Espectrofotometro

9.2.1. Microcelda
9.2.1.1. Encender el equipo
9.2.1.2. Colocar longitudes de onda en 230, 260 y 280nm
9.2.1.3. Utilizar agua DECP como blanco
9.2.1.4. Agregar 7ul de muestra en la micro celda
9.2.1.5. Sacar la muestra y limpiar la celda 3 veces con agua DECP (volver a medir para

asegurar limpieza adecuada de la celda)

9.2.1.6. Repetir el paso anterior para todas las muestras.

9.2.2. Celda de plastico
9.2.2.1. Encender el equipo y esperar a que se caliente
9.2.2.2. Realizar dilucion de las muestras 1:10 (Sul de ARN en 45 de agua DECP)
9.2.2.3. Colocar longitudes de onda en 230, 260 y 280nm
9.2.2.4. Utilizar agua DECP como blanco
9.2.2.5. Medir las muestras en distintas celdas

Tratamiento de RQ1 ADNasas
9.3.1. Colocar en un tubo ependorff esteril libre de ARNasas
9.3.1.1. Volumen variado en pl de ARN previamente resuspendido en agua (depende de la
concentracion a la que se encuentre el ARN)
9.3.1.2. Adicionar 1pul de buffer RQ1 ADNasa
9.3.1.3. Adicionar 1p/pgARN RQ1 ADNasa (1 unidad de RQ1 por ug ARN)
9.3.1.4. Agua libre de nucleasas para llegar a un volumen final de 10pl
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9.3.2. Incubar a 37°C por 1 hora en termociclador.

9.3.3. Agregar 1ul de RQ1 ADNasa stop solution para terminar la reaccion
9.3.4. Incubar a 65°C por 10 min para inactivar la ADNasa

9.3.5. Tomar una alicuota de ARN para PCR de actina (1ul)

Reactivo Cantidad adicionada | Cantidad adicionada
por adultos (pl) por larva

ARN 4.26 3.74

H20 DECP 3.74 4.53

RQI Dnasa 1 1

Buffer RQ1 Dnasa | 1 1

Volumen final 10 10

9.4. Correr gel segin SOP: 1.5
9.5. Transcripcion reversa de ARNa ADNc
9.5.1. Convertir S5pg de ARN total
9.5.1.1. Agregar en un tubo ependorff estéril y libre de ARNasas
9.5.1.1.1. ARN (hasta 5Spg/reaccion) (adicionar 10ul del ARN tratado)
9.5.1.1.2. oligo (0.5ng/reaccion)— “random primer” (0.5pug/reaccion) o gene specific (10-

20pmol/reaccion)
9.5.1.1.3. Para un volumen final de 11ul
Reactivos Cantidad (1 rxn)
ARN tratado con DNAsa | 10ul
Ramdom primers lul

9.5.2. Colocar en bafio maria a 70°C por 5 min (para derretir la estructura secundaria del ARN)
9.5.3. Enfriar inmediatamente en hielo por lo menos Smin
9.5.4. Guardar en hielo hasta agregar transcriptasa reversa
9.5.5. Preparar la reaccion de transcriptasa reversa en hielo (volumen final de la reaccion 20ul)

Reactivo Cantidad (1
rxn) (ul)

GoScript 4

buffer (5x)

DNTP’S 1

MgCI2 2

ARNSsin 1

GoScript RT | 1

H20 DECP 0

ARN anterior | 11

Volumen 20

final

9.6. Anillamiento
9.6.1. Colocar en bafio maria a 25°C por 5 min
9.7. Extencion
9.7.1. Colocar en bafo maria a 42°C por 1:30 hora
9.7.2. Se puede guardar de 0-5°C
9.7.3. Sacar alicuota lul para PCR actina
9.8. Inactive la transcriptasa reversa
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9.8.1. Colocar en bafio maria a 70°C por 15 min
9.9. Realizar la sintesis de la segunda hebra utilizando el protocolo de su preferencia para QPCR

10. Esterilizacion de material

No aplica

11. Calculos
No aplica

12. Control de calidad
12.1. Verificar que el agua libre de nucleasas se encontrara en buen estado y guardada adecuadamente.
12.2. Verificar se le diera el tratado con NaOH a los tubos utilizados
12.3. Verificar que el equipo utilizara funcionara correctamente.
12.4. Trabajar campana para evitar contaminacion
12.5. Conflict solution policy
12.5.1. No se obtiene producto o se obtiene poco producto ADNc de una hebra
12.5.1.1. Verifique la integridad el ARN
12.5.1.1.1. Prepare otra muestra de ARN teniendo cuidado con la ARNasas
12.5.1.2. Asegurese que no existan inhibidores de la transcriptasa inversa: SDS, EDTA,
entre otros.
12.5.1.3. La temperatura de anillamiento es muy alta
12.5.1.4. La secuencia target de ARN contiene pausas transcripciones fuertes
12.5.1.5. Verificar la especificidad del oligo
12.5.1.6. Concentracion de dNTP’s muy alta
12.5.1.7. No se utiliz6 la concentracion de magnesio optima
12.5.1.8. Se inactivo la transcriptasa reversa antes que se sintetizara ADNc¢
12.5.2. No se obtiene producto o se obtiene poco producto ADNc doble hebra por PCR
12.5.2.1. Coloque mayor cantidad de ADNc de una hebra
12.5.2.2. Optimize las condiciones del QPCR
12.5.2.3. Re examine el disefio de los oligos
12.5.2.4. Aumente el nimero de ciclos
12.5.3. El tamaiio del producto es mayor del esperado
12.5.3.1. El ARN se encuentra contaminado de ADN
12.5.3.2. Disefie de oligos con span de intrones convirtiendo en union de exon-exon



190

SOP 1:5
Procedimiento Normado de
Operacion Paginas Totales: 7
Ligacion y transformacion Autores: Isabella Garcia Caffaro, Mariana Lopez, Luisa
Fernanda Mejia

1. Proposito
1.1. Realizar la ligacion del gen de interés a un vector de interés

2. Aplicacion

La ligacion es realizada por una ADN ligasa, este proceso se utiliza como una herramienta en investigacion
de biologia molecular ya que se utiliza para generar secuencias de ADN recombinante. Esta enzima se utiliza
como enzima de restriccion para insertar fragmentos de ADN en un plasmido de ADN y clonacion.

La importancia de esto se refleja en transformacion bacteriana. Es decir, si una bacteria posee una mutacion
en alguna seccion del operodn lac, esta mutacion puede ser complementada totalmente o parcialmente. Lo cual
puede ser comprobado mediante la implementacion de indicadores cromogénicos y analogos del sustrato del
operon, que hagan que el indicador funcione cortando en dicho caso el x-gal.

3. Terminologia
3.1. Ligasa de ADN es una enzima que cataliza la unioén de dos extremos 5’-fosfato y 3’-OH de ADN
que se encuentran en nucleétidos adyacentes
3.2. Endonucleasa: enzimas de restriccion provenientes de eubacterias y arqueas que reconocen una
secuencia especifica de ADN.

4. Principio

Las endomf)cleasas son enzimas de restriccion que reconocen una secuencia especifica y realizan un corte
tipo stickey y blunt. Este corte se realiza en una seccion denominada MCS (multiple cloning sites) que posee
distintos, aproximadamente 20, sitos de restriccion especificos. La ligasa de ADN es una enzima que cataliza
la unién de dos extremos 5’-fosfato y 3°’~-OH de ADN que se encuentran en nucle6tidos adyacentes que sean
stikey o blunt ends. La enzima también cataliza la union de ARN a ADN u ARN de doble hebra. Para realizar
esta reaccion es necesario mantener la temperatura de accion de la enzima y cofactores. EI IPTG es un
compuesto analogo a la lactosa no metabolizable que activa la transcripcion del operon lac. Es importante
mencionar que debido a que no es metabolizable la concentracion del IPTG siempre se mantiene constante a
lo largo de las investigaciones. El IPTG actlia al unirse al represor lac inhibiendolo y por ende causando la
transcripcion del operdn lac.  La concentracion de IPTG utilizado puede variar segln la investigacion a
realizar, pero normalmente se usa en un rango de 100uM a 1mM. La concentracion utilizada depende del
nivel de induccion que se quiere obtener en las bacterias utilizadas.

Con respecto al X-gal, este es un analogo a la lactosa y es un cromogénico el cual al ser metabolizado produce
una coloracion azul. El x-Gal ayuda a indicar la presencia de la transcripcion del operdn lac. X-gal en
combinacion con IPTG puede ser utilizado en la técnica blue-white screening para verificar que bacterias
transformadas con plasmidos recombinantes. Los plasmidos recombinantes ademas de presentar el gen de
interés contienen el operon lac por lo que bacterias que logran metabolizar el x-gal, tornando azul, evidencian
que ha habido una incorporacion del plasmido recombinante efectivo. El x-gal puede ser agregado al agar
liquido antes de este ser vertido a cajas petri o puede ser esparcido en la superficie del agar previamente
solidificado.
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Timmons, L. 2000. Bacteria mediated RNAi. Carnegie Institution of Washington. Recuperado a
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Sambrook, J. y Russell,D (2011)Molecular Cloning, A Laboratory Manual Cold Spring Harbor
Laboratory Press. Nueva York. 3rd edicion.

Seguridad

6.1.
6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

Realice el master mix de preferencia en campana de extraccion

Triptona. Si se ingiere puede causar diarrea, nausea y vomito. Si se inhala puede causar irritacion
en las vias respiratorias. Si se absorbe causa irritacion. Si algo de esto ocurre se debe lavar el area
afectada, tomar aire fresco y buscar atencion

Cloruro de sodio: Si se ingiere causa vomitos, deshidratacion y diarrea. Si se absorbe causa
irritacion leve. Si algo de esto ocurre se debe lavar el area afectada, tomar aire fresco y buscar
atencion médica

Cloro: Si se ingiere causa dolor de cabeza, nausea, tos y espasmos musculares. Si se inhala causa
dolor en el tracto respiratorio y dolor de cabeza. Si se absorbe causa quemadura. Si algo de esto
ocurre se debe lavar el area afectada, tomar aire fresco y buscar atencion médica

Antibioticos: Si se ingiere causa irritacion. Si se inhala causa irritacion en el tracto respiratorio.Si
se absorbe causa irritacion. Si algo de esto ocurre se debe lavar el area afectada, tomar aire fresco
y buscar atencion médica. Si la persona que esta manipulando el antibiotico es alérgica se
recomienda el uso de guantes y mascarilla.

X-Gal: Puede ser toxico para los ojos y la piel, es sensible a la luz. Tenga cuidado especial al
manejar en polvo

IPTG: Puede ser dafiino para los pulmones, piel y si se ingiere. Use guantes y lentes de seguridad
para el manejo.

Debe de tomarse condiciones especiales en caso de:

6.8.1. Formacion de aerosoles.

6.8.2. Trabajo con grandes cantidades o concentraciones de microorganismos. Concentraciones
elevadas se necesita trabajar en campana de flujo laminar para evitar propagacion de
aerosoles.

6.8.3. Exceso de material o personal.

Aplicar practicas estandarizadas en laboratorio

6.9.1. Lavado frecuente de manos, especialmente después de quitarse los guantes y antes de salir
del laboratorio.

6.9.2. Mantener una puerta cerrada mientras se trabaja.

6.9.3. Limitar el acceso al laboratorio.

6.9.4. No fumar, comer, beber, o almacenar alimentos en el laboratorio.
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6.9.5. Colocar especial atencion en condiciones en las que se puedan crear salpicaduras y aerosoles

6.9.6. Descontaminar superficies de trabajo después de uso y después de cualquier derrame.

6.9.7. Descontaminar desechos del laboratorio o mandarlos a planta de tratamiento.

6.9.8. Utilizar pipetas mecanicas (no usar la pipeta por medio de succion oral).

6.9.9. Ser precavido al usar objetos punzantes.

6.9.10. Mantenimiento de un programa de control de insectos y roedores.

6.9.11. Uso de equipo de proteccion personal (bata de laboratorio, guantes de latex y proteccion
para los 0jos 0 mascaras para el rostro).

Equipo, materiales y reactivos
7.1. Equipo
7.1.1. Campana de flujo laminar
7.1.2. Centrifuga
7.1.3. Bafio hielo
7.1.4. incubadora
7.2. Materiales/ Cristaleria
7.2.1. Tubos ependorff 1.5ml
7.2.2. Puntas de micropipeta
7.2.3. Micropipetas
7.2.4. Palillos estériles
7.3. Reactivos
7.3.1. Células competentes de alta eficiencia
7.3.2. 2X rapid Ligation Buffer
7.3.3. pGEM-T
7.3.4. Producto de PCR
7.3.5. Control de ADN
7.3.6. Ligasa ADN T4
7.3.7. Agua desionizada
7.3.8. NaOH (0.2N)
7.3.9. ARNa
7.4. Medicamentos
7.4.1. No aplica
7.5. Material biologico
7.5.1. Producto de PCR del gen de interés

Procedimiento
8.1. Ligacion
8.1.1. Centrifugar previamente el vector pPGEM-T
8.1.2. Colocar en un tubo ependorff libre de nucleasas (antes de usar el buffer vortexear):

1 positi Back
Reactivo Volumen final Control positivo ackground
Control
2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA
. Sul Sul Sul
ligase
pGEM-T (50ng) Tul 1ul Tl
Producto de PCR Xul
Control Inserto de ADN 2ul
T4 DNA ligase (3 Weiss units/pl) Tul Tul Tul
Agua desionizada 10ul 10l 10ul

8.1.3. Mezcle la reaccion pipeteando
8.1.4. Incube overnight a 4°C y guardar a -20°C



193

8.2. Transformacion por heat shock

8.3.

8.4.

8.2.1. Preparar una placa con LB + Carbenicilina (100ug/ml) + IPTG (0.8M) + X-Gal (2%)
8.2.2. Adicionar el plasmido ya ligado (25ng por cada 50ul de células competentes: 3ul de

plasmido) (volumen de plasmido no exceda el 5% de la cantidad de células competentes).

8.2.3. Mover los tubos gentilmente muchas veces para mezclar todo el contenido
8.2.4. Implementar dos tubos control para el proceso de trasformacion, que incluya un tubo con

células competentes y plasmido sin cortar.

8.2.5. Colocar todos los tubos en hielo durante 30 min.
8.2.6. Transferir los tubos a bloque de calor que se encuentre a 42°C por 90 segundos (no agite los

tubos).

8.2.7. Sacar los tubos rapidamente y transfiéralos a un bafio de hielo. (1-2 min.).
8.2.8. Adicionar 800ul medio SOC a cada tubo, caliente el medio a 37°c en un baiio de agua 'y

transfiera los tubos a la incubadora con shaker a 37°C.

8.2.9. Incubar el medio por 45 min.
8.2.10. Sembrar 500ul por cada placa realizada anteriormente.

Réplicas
8.3.1. Preparar una placa con LB + Carbenicilina (60ug/ml) + IPTG (0.8M) + X-Gal (2%)
8.3.2. Cuadricular las placas
8.3.3. Utilizar mecheros para esterilizar el area de trajo
8.3.4. Numerar las colonias de la placa original
8.3.5. Tomar la colonia no. 1 con un palillo estéril de la placa original
8.3.6. Colocar en la primera placa de réplica, la colonia no. 1 en el cuadro no. 1
8.3.7. Frotar el mismo palillo en la placa no. 2 en la misma posicion.
8.3.8. Realizar el mismo procedimiento con todas las colonias.
8.3.9. Sellar las placas con parafilm
8.3.10. Incubar 12 horas a 37°C
8.3.11. Guardar a 4°C.

Tamizaje de colonias
8.4.1. Preparar solucion de NaOH 0.2N
8.4.2. Adicionar a la cantidad de tubos necesarios para todas las colonias

8.4.2.1. 20ul de NaOH 0.2N

8.4.2.2. 1ul de ARNa

8.4.2.3. Frotar un palillo estéril sobre cada colonia e introducirlo en los tubos previos
8.4.2.4. Incubar durante 7 min. a 37°C

8.4.2.5. Centrifugar 13,000rpm durante 3 min. a 37°C

8.4.2.6. Agregar 4ul de loading dye

8.4.2.7. Correr un gel de electroforesis segin SOP 1.5 inciso 8.4

8.5. PCR de colonias (Segun SOP 1:5)

pGEM®-T Vector Circle Map and Sequence Reference Points

Xmn 11984 — - pGEM®-T Vector Sequence reference points:
Scal 167e ‘ ‘\3"” T7 RNA Polymerase transcription iniiation site 1
o yrerim BV multiple cloning region 10-113
p Sl | SP6 RNA Polymerase promoter (—17 to +3) 124-143
Ao oge-T oc2 ?ﬁ}‘\ & SP6 RNA Polymerase transcription initiation site 126
(30000p) = :S:; 5: pUC/M13 Reverse Sequencing Primer binding site 161177
¢ / o, | & lacZ start codon 165
~ an | B lac operator 185-201
g " Sl | & B-lactamase coding region 1322-2182
2 Nsil | 112 phage f1 region 2365-2820
e * lac operon sequences 2821-2981, 151-380

pUC/M13 Forward Sequencing Primer binding site 2941-2957
T7 RNA Polymerase promoter (=17 to +3) 2984-3
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T7 Transcription Start

5 ... TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG
3’ ... ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC

T7 Promoter [ Il | | | ‘ |
Apal Aatll Sphl BstzI

ATCAC TAGTG CGGCC GCCTG CAGGT CGACC ATATG
3TTAGTG ATCAC GCCGG (‘)G‘GlAC GTC|C|A GCT(TGlr TATA(f
I
Ncol Sacll Spel [ Notl | Pstl Sall Ndel

BstZI
SP6 Transcription Start

CCATG GCCGC GGGATT3

GOTAG 04606 GaGrA. (cloned insert)

GGAGA GCTCC CAACG CGTTG GATGC ATAGC TTGAG TATTC TATAG TGTCA CCTAA AT...3"
CCTCT CGAGG GTTGC GCAAC CTACG TATCG AACTC ATAAG ATATC ACAGT GGATT TA...5

Il J SP6 Promoter
Sacl BstXI Nsil

9. Esterilizacion de material

Esterilizar medio LB

10. Calculos
10.1. Medio LB s6lido 1000ml
10.1.1. 37gde agar LB
10.1.2. 1000ml de agua
10.1.3. Esterilizar el medio en autoclave

10.2. Medio LB liquido 500ml
10.2.1. 5g peptona
10.2.2. 2.5g extracto de levadura
10.2.3. 5g NaCl
10.2.4. Aforar a 500ml
10.2.5. Esterilizar el medio en autoclave

10.3. Medio SOC liquido S0ml

10.3.1. 1g triptona

10.3.2. 0.25g de extracto de levadura

10.3.3. 0.25g de NaCl

10.3.4. 0.5ml de KCI (250mM)

10.3.5. Autoclavear

10.3.6. Adicionar:
10.3.6.1. 0.25ml de MgCI2 (2M)
10.3.6.2. Iml de glucosa (1M)

10.4. Stock de carbenicilina (50mg/ml)
10.4.1. 0.05g carbenicilina
10.4.2. Aforar a 5ml de agua destilada
10.4.3. Filtrar la solucion con 0.02pm

10.5. Stock IPTG (20% w/v)
10.5.1. 1gde IPTG
10.5.2. Afore a Sml de agua destilada
10.5.3. Filtrar la solucién con 0.02um
10.5.4. Cubrir el tubo con aluminio

10.6. Stock X-Gal (4%w/v)
10.6.1. Tubo original
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10.6.2. Agregar 20ul por placa para que se encuentre a concentracion de 2%.
11. Control de calidad

11.1. Asegurar que la temperatura ambiente fuera la adecuada para la actividad de la ligasa de ADN T4
11.2. Verificar que los reactivos estuvieran guardados correctamente.
11.3. Conflict solution policy

11.3.1. No se observan colonias

11.3.1.1. Ocurrio un problema con la transformacion
11.3.1.2. Las células perdieron su competencia

11.3.1.3. No se incubo suficiente tiempo para la ligacion
11.3.1.4.

Presencia de inhibidor de reaccion en producto de PCR
11.3.2. Se obtuvo menos de 10 colonias blancas en placa con el inserto control

11.3.2.1. No se realiz6 correctamente la dilucion de la solucion de dilucidon
11.3.2.2. La temperatura de ligacion es muy alta
11.3.2.3. Si se obtienen mas células

11.3.2.3.1.

Competencia de las células es alta pero hubo un problema en la
ligacion

11.3.2.3.1.1. El buffer puede tener baja eficiencia (se degrada en fluctuaciones de
temperatura)
11.3.3. Solo se observan células blancas no azules

11.3.3.1. La ampicilina no esta activa

11.3.3.2. La sepa bacteriana perdi6 su episoma F'que perimte hacer el blue/White
screening

11.3.3.3. Revise que el X-Gal e IPTG sean frescos
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SOP 1:6
Procedimiento Normado de
Operacion Paginas Totales: 6
Células competentes Autores: Isabella Garcia Caffaro, Mariana Lopez, Luisa
Fernanda Mejia

1. Propdsito
1.1. Generar células con caracteristicas de competencia que permitan internalizar el plasmido PgEmT
con los insertos de interés.

2. Aplicacion

La importancia principal de la ligacion y por ende transformacion bacteriana radica en el hecho de poder
introducir ADN externo de un organismo dentro de otro. Para lo cual es necesario introducir ese ADN en un
vector, es decir, la elaboracion de ADN recombinante. Siendo este ADN recombinante el que se introduce
en la bacteria, el cual tiene la capacidad de integrase al genoma de la misma y expresarse con algiin cambio
fenotipico. Esto es importante por ejemplo si se requiere determinar la funcioén especifica d un gen
determinado mediante el silenciamiento del mismo. Del mismo modo puede ser importante si se requiere
determinar los efectos de la sobre expresion de un gen en determinado organismo. También se menciona la
elaboracion de medicamentos o de proteinas de fusion mediante la implementacion de estas técnicas mediante
la sobre expresion de dos genes que las producen. Se mencionan algunas de las proteinas que podrian ser
expresadas mediante ligacién y transformacion: Insulina, Proteasas, Anticuerpos monoclonales e
interleucinas.

3. Terminologia

3.1. Ligasa de ADN es una enzima que cataliza la unioén de dos extremos 5’-fosfato y 3’-OH de ADN
que se encuentran en nucleétidos adyacentes

3.2. Endonucleasa: enzimas de restriccion provenientes de eubacterias y arqueas que reconocen una
secuencia especifica de ADN

3.3. ADN recombinante: Molécula de ADN generada in vitro mediante la union de dos secuencias de
ADN que pertenecen a distintos organismos, generalmente uno es artificial (perteneciente al vector)
siendo este el que posee los sitios de replicacion que permitiran que la secuencia de ADN puede
multiplicarse.

3.4. Vector: Secuencias de ADN que son capaces de replicarse de manera autdbnoma, en estos se
introduce otra secuencia de nucléotidos.

3.5. ARNasa: Enzimas degradadoras de ARN que resisten a la autoclave por lo cual al autoclavear
cualquier material estas se encuentran presentes. Esto se debe a que poseen puentes disulfuro, los
cuales evitan que la enzima se degrade por completo. Se recomienda en extraciones de ARN inhibir
la actividad de estas con el fin de que el mismo se mantenga intacto.

4. Principio

En el proceso de transformacion en las células bacterianas se introduce ADN libre del medio, este puede
ocurrir de manera natural o artificial. La eficiencia con la que cada bacteria puede transformarse de manera
natural depende de la especie de la misma. Para que las células bacterianas tengan un nivel de transformacion
elevado se necesita que se encuentren en un estado de competencia, en el cual estas deben de cumplir con
ciertas condiciones fisiologicas como: alteracion en la pared celular y membrana celular, lo cual permite la
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entrada de acidos nucleicos en la misma. De manera artificial actualmente las células pueden prepararse de
manera que estas se encuentren competentes para la transformacion (Una bacteria muy utilizada para esto es
Escherichia coli), esto permite la introduccion de ADN exdgeno con mayor eficiencia. Para la preparacion
de células competentes se utiliza cloruro de calcio y cloruro de magnesio, siendo el calcio y el magnesio
iones esenciales debido a que cagan la membrana de la bacteria positivamente lo cual provoca que los fosfatos
del ambiente sientan una atraccion por la misma lo cual genera a su vez que se activen las proteinas “Heat
shock protein”, siendo estas las que hacen los poros de la membrana mas grandes. El tamafio de los poros
aumenta mas debido a la aplicacidon de otros métodos entre los que se mencionan el choque térmico que
maximiza los orificios de la pared celular de la bacteria y facilita la entrada del ADN exdgeno a la misma.
También existen métodos de mayor eficiencia como lo es electroporacion en el cual se aplica choque eléctrico
a la bacteria y esto habré mas los poros, haciendo esto mas eficiente la transformacion.

5. Documentos asociados

5.1. Chavez, N. 2006. Glosario de Biotecnologia. UAA. Aguascalientes, México.

5.2. Mulhardt, C. 2010. Molecular biology and genomics. Academic Press. San Francisco, EUA.

5.3. OMS (2005) Manual de Bioseguridad de Laboratorio. Ginebra. 3ra edicion. Pp.210.
http://www.who.int/topics/medical waste/manual_bioseguridad laboratorio.pdf

5.4. Galvan, A; Tejada, M; Camargo, A; Higuera, J; & Fernandez, E. 2010. Transformacion de
Escherichia coli con un plasmido recombinante. Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular, Campus Universitario de Rabanales, Edificio Severo Ochoa, 14071-Cordoba. 1-5Pp.

5.5. Quick protocol. Cloning PCR Products with pGEM®-T and pGEM®-T Easy VectorsPromega.
pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems.

5.6. Sambrook, J. & Russell, D. Molecular cloning a laboratory manual. 3er. Edition. Volumen 1. Cold
Sprint New York.

5.7. Sambrook,J. y Russell,D (2011)Molecular Cloning, A Laboratory Manual Cold Spring Harbor
Laboratory Press. Nueva York. 3rd edicion.

5.8. ArgenBio; consejo Argentino para la informacion y el desarrollo de la biotecnologia. Revisado el
20-08-16, en: http://www.argenbio.org/index.php?action=novedades&note=248

5.9. Calum, J; Martin, B; Fichant, G; Polard, P; & Claverys, P. 2014. Bacterial transformation:
distribution, shared mechanisms and divergent control. Nature Reviews Microbiology: 12:
181:196. www.nature.com/reviews/micro.

5.10. ThermoFisher. (n.d.). The Basics: RNA Isolation. Retrieved September 11, 2016, from
https://www.thermofisher.com/us/en/home/references/ambion-tech-support/rna-isolation/general-
articles/the-basics-rna-isolation.html

5.11. Torres, L. 2001. Tratado de cuidados criticos y emergencias. Aran Ediciones. Mexico D.F.

6. Seguridad

6.1. Realice el master mix de preferencia en campana de extraccion

6.2. Triptona. Si se ingiere puede causar diarrea, nausea y vomito. Si se inhala puede causar irritacion
en las vias respiratorias. Si se absorbe causa irritacion. Si algo de esto ocurre se debe lavar el area
afectada, tomar aire fresco y buscar atencion

6.3. Cloruro de sodio: Si se ingiere causa vomitos, deshidratacion y diarrea. Si se absorbe causa
irritacion leve. Si algo de esto ocurre se debe lavar el area afectada, tomar aire fresco y buscar
atencion médica

6.4. Cloro: Si se ingiere causa dolor de cabeza, nausea, tos y espasmos musculares. Si se inhala causa
dolor en el tracto respiratorio y dolor de cabeza. Si se absorbe causa quemadura. Si algo de esto
ocurre se debe lavar el area afectada, tomar aire fresco y buscar atencion médica

6.5. Antibidticos: Si se ingiere causa irritacion. Si se inhala causa irritacion en el tracto respiratorio. Si
se absorbe causa irritacion. Si algo de esto ocurre se debe lavar el area afectada, tomar aire fresco
y buscar atencion médica. Si la persona que esta manipulando el antibiotico es alérgica se
recomienda el uso de guantes y mascarilla.
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6.6.

6.7.

6.8.

6.9.
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X-Gal: Puede ser toxico para los ojos y la piel, es sensible a la luz. Tenga cuidado especial al

manejar en polvo

IPTG: Puede ser dafiino para los pulmones, piel y si se ingiere. Use guantes y lentes de seguridad

para el manejo.

Debe de tomarse condiciones especiales en caso de:

6.8.1. Formacion de aerosoles.

6.8.2. Trabajo con grandes cantidades o concentraciones de microorganismos. Concentraciones
elevadas se necesita trabajar en campana de flujo laminar para evitar propagacion de
aerosoles.

6.8.3. Exceso de material o personal.

Aplicar practicas estandarizadas en laboratorio

6.9.1. Lavado frecuente de manos, especialmente después de quitarse los guantes y antes de salir
del laboratorio.

6.9.2. Mantener una puerta cerrada mientras se trabaja.

6.9.3. Limitar el acceso al laboratorio.

6.9.4. No fumar, comer, beber, o almacenar alimentos en el laboratorio.

6.9.5. Colocar especial atencion en condiciones en las que se puedan crear salpicaduras y aerosoles.

6.9.6. Descontaminar superficies de trabajo después de uso y después de cualquier derrame.

6.9.7. Descontaminar desechos del laboratorio o mandarlos a planta de tratamiento.

6.9.8. Utilizar pipetas mecanicas (no usar la pipeta por medio de succion oral).

6.9.9. Ser precavido al usar objetos punzantes.

6.9.10. Mantenimiento de un programa de control de insectos y roedores.

6.9.11. Uso de equipo de proteccion personal (bata de laboratorio, guantes de latex y proteccion
para los 0jos 0 mascaras para el rostro).

Equipo, materiales y reactivos

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

Equipo

7.1.1. Campana de flujo laminar
7.1.2. Centrifuga

7.1.3. Bafio hielo

Materiales/ Cristaleria

7.2.1. Tubos ependorff 1.5ml
7.2.2. Puntas de micropipeta
7.2.3. Micropipetas

7.2.4. Cajas Petri

Reactivos

7.3.1. Agua desionizada

7.3.2. Medio LB

7.3.3. Medio SOC

7.3.4. Cloruro de magnesio
7.3.5. Cloruro de calcio
Medicamentos

7.4.1. No aplica

Material biolégico

7.5.1. Producto de PCR del gen de interés

Procedimiento
8.1. Células competentes Protocolo 26 Sambrook

8.1.1. Tome una colonia bacteria y transfiéralo a 100ml de medio LB (suplementado con abx) en
un Erlenmeyer de 1L. Incube por 3 horas a 37°C con agitacion vigorosa (200rpm), hasta
que llegue a ODgoo 0.4

8.1.2. Transfiera el cultivo a tubos ependorff frios de 50ml y enfti¢ el cultivo a 0°C por 10min

8.1.3. Centrifugar a 2,700 gravedades por 10 min a 4°C. descarte el sobrenadante.

8.1.4. Coloque el tubo invertido sobre una toalla de papel por 1 min
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8.1.5. Re suspenda cada pellet en 30ml de solucion fria de MgCl2-CaCl (80mM, 20Mm),
suavemente y Centrifugue a 2,700 gravedades por 10 min a 4°C. Descartar el
sobrenadante.

8.1.6. Coloque el tubo invertido sobre una toalla de papel por 1 min

8.1.7. Re suspenda cada pellet en 2ml de solucion 0.1M CaCl2 fria, gentilmente

8.1.8. En este punto se pueden utilizar las células competentes inmediatamente (24-48 horas a
4°C), si no se van a utilizar inmediatamente se deben seguir los siguientes pasos.

8.1.9. Agregue 70ul de DMSO! y mezcle gentilmente

8.1.10. Coloque la re suspension en hielo por 15min

8.1.11. Luego agregue 70ul de DMSO! y mezcle gentilmente

8.1.12. Coloque la re suspension en hielo

8.1.13. Separe la solucion en alicuotas de 50ml en tubos ependorff previamente congelados

8.1.14. Luego de alicuota sumerja inmediatamente en nitrogeno liquido y guarde los tubos a -
70°C.

NOTA: Cuando se deseen utilizar las células competentes seguir los siguientes pasos

Saque las células de -70°C

Tome la alicuota a utilizar con las manos hasta que se derritan

Coloquelas en bafio de hielo y déjelas alli por 10min

Utiliza puntas de pipetas frias y esteriles para transferir las células competentes

8.2. Células ultra competentes Protocolo 24 Sambrook

8.2.1. Realizar placas suplementadas con antibidticos especificos para el plasmido (Carbenicilina
100mg/pl y Tetraciclina 12.5 mg/ul).

8.2.2. Preparar PIPES 0.5M (piperazine 1,2-bis 2-ethanesulfonic acid) al disolver 1.51g de PIPES
en 10ml de agua pura. Ajustar PH de la solucion a 6.7 con KOH 5M. Esterilizar al filtrar por
0.45pm. Almacenar en alicuotas y almacenar a -20° C.

8.2.3. Preparar buffer de transformacion Inove al disolver los solutos en 100ml de agua y luego
agregar 2.5ml de solucion PIPES.

Reactivo Peso para 100ml Concentracion final
MnCl1 4H20 1.088¢g 55mM
CaCl2 2H20 220mg 15Mm
KCl 1.865¢ 250mM
PIPES (0.5M, pH 6.7) 2ml 10Mm
H20 A los 100ml

8.2.4. Esterilizar el buffer INOVE al filtrar por un poro de 0.45um y dividir en alicuotas para
almacenar a -20° C.

8.2.5. Tome una colonia de bacteria que fue incubada por 16-20 horas a 37° C y transfiéralo a
25ml de medio LB o SOB en un Erlenmeyer. Incube de 6-8 horas a 37°C con agitacion
vigorosa (250-300rpm).

8.2.6. Inocule 250ml de medio LB con 2.5ul de cultivo.

8.2.7. Inocule 250ml de medio LB con 500ul de cultivo

8.2.8. Los dos cultivos anteriores incuibelos overnight con agitacion moderada. Lea el OD600
hasta que alcance 0.55.

8.2.9. Transfiera el cultivo a tubos ependorff frios de 50ml y enfri¢ el cultivo a 0°C por 10min

8.2.10. Centrifugar a 2,500 gravedades por 10 min a 4°C. descarte el sobrenadante.

8.2.11. Coloque el tubo invertido sobre una toalla de papel por 2 min.
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8.2.12. Re suspenda cada pellet gentilmente en 20ml de solucion fria de buffer INOVE,
suavemente y Centrifugue a 2,500 gravedades por 10 min a 4°C. Descartar el
sobrenadante.

8.2.13. Coloque el tubo invertido sobre una toalla de papel por 2 min.

8.2.14. Re suspenda cada pellet en 5Sml de INOVE frio, gentilmente (Si lo quiere usar
inmediatamente). Si lo va almacenar, siga el siguiente paso:

8.2.15. Agregar 3.75ul de DMSO. Colocar en hielo por 10 min.

8.2.16. Rapidamente dispense la solucion en alicuotas de tubos eppendorf frios estériles.

8.2.17. Congelar los tubos con nitrégeno liquido y guardar las células competentes a -80°C hasta
que se necesiten.

8.2.18. Para usar las células congeladas: Tome el tubo y descongelo con la mano e
inmediatamente coldquelo en hielo por 10 min.

9. Esterilizacion de material
9.1. Esterilizar medio LB
9.2. Soluciones PIPES ¢ INOVE

10. Calculos
10.1. Medio LB s6lido 500ml
10.1.1. 5g triptona
10.1.2. 2.5g extracto de levadura
10.1.3. 5g NaCl
10.1.4. Afore a 500ml
10.1.5. Esterilice el medio en autoclave

11. Control de calidad

11.1. Mantener las temperaturas adecuadas debido a que estas son criticas

11.2. Verificar OD600

11.3. Asegurar autoclavear todo el material a implementar

11.4. Se asegurd guardar las células competentes a temperaturas no mas calientes de -70°C para que no
perdieran su competencia

11.5. Conflict solution policy
11.5.1. No se observan colonias

11.5.1.1. Ocurrio un problema con la transformacion
11.5.1.2. Las células perdieron su competencia
11.5.1.3. No se incubo suficiente tiempo para la ligacion
11.5.1.4. Presencia de inhibidor de reaccion en producto de PCR
11.5.2. Se obtuvo menos de 10 colonias blancas en placa con el inserto control
11.5.2.1. No se realizé correctamente la dilucion de la solucion de dilucion
11.5.2.2. La temperatura de ligacion es muy alta
11.5.2.3. Si se obtienen mas células
11.5.2.3.1. Competencia de las células es alta pero hubo un problema en la
ligacion
11.5.2.3.1.1. El buffer puede tener baja eficiencia (se degrada en fluctuaciones de
temperatura)
11.5.3. Solo se observan células blancas no azules
11.5.3.1. La ampicilina no esta activa
11.5.3.2. La sepa bacteriana perdio6 su episoma F'que perimte hacer el blue/White
screening

11.5.3.3. Revise que el X-Gal e IPTG sean frescos



201

SOP 1:7
Procedimiento Normado de
Operacion Paginas Totales: 6
Extraccion y purificacion de Autores: Isabella Garcia Caffaro, Mariana Lopez, Luisa
plasmido Fernanda Mejia

1. Proposito
1.1. Realizar la purificacion de plasmido p-GEMT con el inserto correspondiente a los genes (CcTra,
CcTra2 y AlTra).

2. Aplicacion

La purificacion de plasmido se utiliza en bacterias previamente transformadas con el plasmido de interés.
Este plasmido se purifica ya que se puede utilizar para secuenciar (conocer la secuencia del gen insertado),
producir plasmido en grandes cantidades para luego insertar y expresar el plasmido purificado en otra bacteria
(Aglient Thechnologies, n.d.) en donde se llevara a cabo una funcion establecida para este, siendo en este
proyecto el plasmido a partir del cual se generara ARNdh.

3. Terminologia
3.1. ARNdh: ARN de doble hebra

4. Principio

Existen dislt)intos procedimientos de purificacion de ADN plasmidial, todos incluyen tres pasos basicos:
Crecimiento de bacterias en medio selectivo, lisis bacteriana para la liberacion del plasmido, purificacion del
ADN plasmidial. El método mas utilizado es la lisis alcalina que explota las diferencias de las propiedades
de desnaturalizacion y renaturalizacion entre el ADN plasmidial y el ADN cromosomico. La alcalinizacion
con NaOH en presencia de un detergente fuertemente anionico (SDS) causa la ruptura de la pared celular,
desnaturalizacion de ADN cromosdmico, proteinas y liberacion de proteinas. La neutralizacion del medio se
da en presencia de una alta concentracion de sal (acetato potasico) que provoca la precipitacion de proteinas
y ADN cromosomal. Los agregados insolubles de proteinas y ADN cromosomal se separan por
centrifugacion quedando el ADN plasmidial en el sobrenadante.

5. Documentos asociados

5.1. Chavez, N. 2006. Glosario de Biotecnologia. UAA. Aguascalientes, México.

5.2. Mulhardt, C. 2010. Molecular biology and genomics. Academic Press. San Francisco, EUA.

5.3. OMS (2005) Manual de Bioseguridad de Laboratorio. Ginebra. 3ra edicion. Pp.210.
http://www.who.int/topics/medical waste/manual_bioseguridad laboratorio.pdf

5.4. ThermoFisher. (n.d.). The Basics: RNA Isolation. Retrieved September 11, 2016, from
https://www.thermofisher.com/us/en/home/references/ambion-tech-support/rna-isolation/general-
articles/the-basics-rna-isolation.html

5.5. Torres, L. 2001. Tratado de cuidados criticos y emergencias. Aran Ediciones. Mexico D.F.

5.6. Promega. (2009). Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System Protocol. Promega, 1-2.
Retrieved from https://au.promega.com/resources/protocols/technical-bulletins/0/wizard-plus-sv-
minipreps-dna-purification-system-protocol

5.7. Sambrook,J. y Russell,D (2011)Molecular Cloning, A Laboratory Manual Cold Spring Harbor
Laboratory Press. Nueva York. 3rd edicion.
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Seguridad

6.1. NaOH: Base fuerte que es irritante y corrosivo al contacto con la piel y los ojos

6.2. Etanol: alcohol volatil, se deben utilizar bata y guantes cuando se manipula este producto.

6.3. SDS: liquido inflamable que puede causar irritacion en la piel y en vias respiratorias. Manténgase
lejos del calor y evite liberarlo en el ambiente, utilice en todo momento proteccion.

6.4. Debe de tomarse condiciones especiales en caso de:

6.4.1. Formacion de aerosoles.

6.4.2. Trabajo con grandes cantidades o concentraciones de microorganismos. Concentraciones
elevadas se necesita trabajar en campana de flujo laminar para evitar propagacion de
aerosoles.

6.4.3. Exceso de material o personal.

6.5. Aplicar practicas estandarizadas en laboratorio

6.5.1. Lavado frecuente de manos, especialmente después de quitarse los guantes y antes de salir
del laboratorio.

6.5.2. Mantener una puerta cerrada mientras se trabaja.

6.5.3. Limitar el acceso al laboratorio.

6.5.4. No fumar, comer, beber, o almacenar alimentos en el laboratorio.

6.5.5. Colocar especial atencion en condiciones en las que se puedan crear salpicaduras y aerosoles

6.5.6. Descontaminar superficies de trabajo después de uso y después de cualquier derrame.

6.5.7. Descontaminar desechos del laboratorio o mandarlos a planta de tratamiento.

6.5.8. Utilizar pipetas mecanicas (no usar la pipeta por medio de succion oral).

6.5.9. Ser precavido al usar objetos punzantes.

6.5.10. Mantenimiento de un programa de control de insectos y roedores.

6.5.11. Uso de equipo de proteccion personal (bata de laboratorio, guantes de latex y proteccion
para los 0jos 0 mascaras para el rostro).

Equipo, materiales y reactivos
7.1. Equipo
7.1.1. Campana de flujo laminar
7.1.2. Centrifuga
7.2. Materiales/ Cristaleria
7.2.1. Tubos ependorff 1.5ml
7.2.2. Puntas de micropipeta
7.2.3. Micropipetas
7.2.4. Spin column
7.2.5. Colletion tube
7.3. Reactivos
7.3.1. Cell resuspension solution
7.3.2. Cell lysis solution
7.3.3. Alkaline protease solution
7.3.4. Neutralization solution
7.3.5. Wash solution
7.3.6. Agua libre de nucelasas
7.4. Medicamentos
7.4.1. No aplica
7.5. Material biologico
7.5.1. Bacterias transformadas

Procedimiento

8.1. Lisado
8.1.1. Realizar un 6ml de cultivo overnight
8.1.2. Formar un pellet del cultivo usando la centrifuga pro 5 min.
8.1.3. Resuspender el pellet en 250ul de Cell respuspension solution
8.1.4. Agregar 250ul de Cell lysis Solution para cada muestra
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8.1.5. Inviertir 4 veces para mezclar

8.1.6. Agregar 10ul de Alkaline Protease Solution

8.1.7. Inviertir 4 veces para mezclar

8.1.8. Incubar 5 min a temperatura ambiente

8.1.9. Agregar 300ul de Neutralization Solution

8.1.10. Invertir 4 veces para mezclar

8.1.11. Centrifugar a velocidad maxima por 10 min a temperatura ambiente

8.2. Uniodn de plasmido
8.2.1. Insertar “Spin Colum” en “Collection tube”
8.2.2. Decantar el lisado claro en la Spin Colum
8.2.3. Centrifugar a velocidad méxima por 1min a temperatura ambiente
8.2.4. Descartearel sobrenadante
8.2.5. Reinsertar la columna en el “Colletion tube”
8.3. Lavado
8.3.1. Agregar 750ul de “Wash Solution” con etanol
8.3.2. Centrifugar a velocidad méxima por 1min a temperatura ambiente
8.3.3. Descartar el sobrenadante
8.3.4. Reinsertar la columna en el “Colletion tube”
8.3.5. Centrifugar a velocidad méxima por 2 min a temperatura ambiente
3.4 Elucion
3.4.1  Transfiera el “Spin Column” a un tubo centrifuga de 1.5ml estéril, tenga cuidado de no
transferir ninguna de las soluciones.
3.42  Sila columna tiene solucién vuelva a centrifugar
343  Agregar 100ul de Agua libre de nucleasas a la “Spin Column”
344  Centrifugar a velocidad maxima por 1min a temperatura ambiente
3.4.5  Descarte la columna
3.4.6  Guarde el ADN a -20°C o a menor temperatura.

9. Control de calidad
9.1. Se aseguro que el kit estuviera en buen estado
9.2. Se verifico que los reactivos estuvieran guardados correctamente.
9.3. Conflict solution policy
9.3.1. Pobre lisis celular
9.3.1.1. Muchas bacterias, el cultivo deberia de estar en un ODsoo entre 2 y 4. El medio no
debe contener antibidtico
9.3.1.2. Se resuspendio mal
9.3.2. No se purifico ADN
9.3.2.1. No se agrego etanol a la columna con Wash solution
9.3.2.2. No hubo suficiente yield del plasmido
9.3.3. Bajo yields de plasmido
9.3.3.1. Crecieron mas las bacterias no transformadas que las transformadas.
9.3.3.2. El cultivo es viejo
9.3.3.3. El plasmido es de bajo niimero de copias

SOP 1:8
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Procedimiento Normado de
Operacién Paginas Totales: 6

Cuantificaciéon de ARNdh Autores: Isabella Garcia Caffaro, Mariana Lopez, Luisa
Fernanada Mejia

1. Proposito
1.1. Realizar la cuantificaciéon de ARNdh producido por E. coli HT115 (DE3) transformada con el
inserto correspondiente a los genes (CcTra, CcTra2 'y AlTra).

2. Aplicacion

El ARNdh producido de un fragmento de gen especificd permite silenciar evitar la expresion de este. El
silenciamiento de genes es ampliamente utilizado para el control de plagas y el estudio de la funcion de genes.

3. Terminologia
3.1. ARNdh: ARN de doble hebra

4. Principio

Existen distintas técnicas de causar el silenciamiento el factor comtn es que todas estas utilizan una plantilla
de ARN. Algunas de estas técnicas son: ARN de horquilla pequefio, ARN pequeio de interferencia y ARN
interferencia dirigido al ADN. El mecanismo basico de interferencia posee dos pasos: el ARN de doble hebra
es cortado por la enzima Dicer que transforma el ARNdh en ARNip, este se une al complejo enzimatico
RISC que degrada el ARNm con la secuencia complementaria a los ARNip. LA degradacion de ARNm en
esta secuencia especifica causa que el gen ya no se exprese en el organismo de interés.

5. Documentos asociados

5.1. Chavez, N. 2006. Glosario de Biotecnologia. UAA. Aguascalientes, México.

5.2. Mulhardt, C. 2010. Molecular biology and genomics. Academic Press. San Francisco, EUA.

5.3. OMS (2005) Manual de Bioseguridad de Laboratorio. Ginebra. 3ra edicion. Pp.210.
http://www.who.int/topics/medical _waste/manual_bioseguridad laboratorio.pdf

5.4. Torres, L. 2001. Tratado de cuidados criticos y emergencias. Aran Ediciones. Mexico D.F.

5.5. Sambrook,J. y Russell,D (2011)Molecular Cloning, A Laboratory Manual Cold Spring Harbor
Laboratory Press. Nueva York. 3rd edicion.

6. Seguridad

6.1. SDS: liquido inflamable que puede causar irritacion en la piel y en vias respiratorias. Manténgase
lejos del calor y evite liberarlo en el ambiente, utilice en todo momento proteccion.

6.2. Triptona. Si se ingiere puede causar diarrea, nausea y vomito. Si se inhala puede causar irritacion
en las vias respiratorias. Si se absorbe causa irritacion. Si algo de esto ocurre se debe lavar el area
afectada, tomar aire fresco y buscar atencion

6.3. Cloruro de sodio: Si se ingiere causa vomitos, deshidratacion y diarrea. Si se absorbe causa
irritacion leve. Si algo de esto ocurre se debe lavar el area afectada, tomar aire fresco y buscar
atencion médica

6.4. Cloro: Si se ingiere causa dolor de cabeza, nausea, tos y espasmos musculares. Si se inhala causa
dolor en el tracto respiratorio y dolor de cabeza. Si se absorbe causa quemadura. Si algo de esto
ocurre se debe lavar el area afectada, tomar aire fresco y buscar atencion médica

6.5. Antibidticos: Si se ingiere causa irritacion. Si se inhala causa irritacion en el tracto respiratorio. Si
se absorbe causa irritacion. Si algo de esto ocurre se debe lavar el area afectada, tomar aire fresco



6.6.

6.7.

6.8.

6.9.
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y buscar atencion médica. Si la persona que esta manipulando el antibiodtico es alérgica se
recomienda el uso de guantes y mascarilla.

X-Gal: Puede ser toxico para los ojos y la piel, es sensible a la luz. Tenga cuidado especial al
manejar en polvo

IPTG: Puede ser dafiino para los pulmones, piel y si se ingiere. Use guantes y lentes de seguridad
para el manejo.

Debe de tomarse condiciones especiales en caso de:

6.8.1. Formacion de aerosoles.

6.8.2. Trabajo con grandes cantidades o concentraciones de microorganismos. Concentraciones
elevadas se necesita trabajar en campana de flujo laminar para evitar propagacion de
aerosoles.

6.8.3. Exceso de material o personal.

Aplicar practicas estandarizadas en laboratorio

6.9.1. Lavado frecuente de manos, especialmente después de quitarse los guantes y antes de salir
del laboratorio.

6.9.2. Mantener una puerta cerrada mientras se trabaja.

6.9.3. Limitar el acceso al laboratorio.

6.9.4. No fumar, comer, beber, o almacenar alimentos en el laboratorio.

6.9.5. Colocar especial atencion en condiciones en las que se puedan crear salpicaduras y aerosoles.

6.9.6. Descontaminar superficies de trabajo después de uso y después de cualquier derrame.

6.9.7. Descontaminar desechos del laboratorio o mandarlos a planta de tratamiento.

6.9.8. Utilizar pipetas mecanicas (no usar la pipeta por medio de succion oral).

6.9.9. Ser precavido al usar objetos punzantes.

6.9.10. Mantenimiento de un programa de control de insectos y roedores.

6.9.11. Uso de equipo de proteccion personal (bata de laboratorio, guantes de latex y proteccion
para los 0jos 0 mascaras para el rostro).

Equipo, materiales y reactivos

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

Equipo
7.1.1. Campana de flujo laminar
Materiales/ Cristaleria
7.2.1. Tubos centrifuga Soml
7.2.2. Puntas de micropipeta
7.2.3. Micropipetas
7.2.4. Shaker
7.2.5. Nanodrop
Reactivos
7.3.1. Medio YT
7.3.2. Medio LB
7.3.3. IPTG
7.3.4. X-Gal
7.3.5. SDS
7.3.6. Acetato de sodio
7.3.7. Tris-Cl
7.3.8. EDTA
7.3.9. ARNasa
7.3.10. TRIzol
Medicamentos
7.4.1. Carbenicilina
7.4.2. Tetracicilina
Material biolégico
7.5.1. Bacterias transformadas

Procedimiento

8.1.

Induccion de células E. coli HT115 (DE3) y cuantificacion de ARNdh
11.3.4. Realizar overnight (37°C) de 5ml de bacterias LB + Carb (100ug/ml) + Tet (12.5ug/ml)
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. Diluir 4.5ml en 30 ml de 2xYT; medio contiene LB + Carb (100ug/ml) + Tet (12.5ug/ml)
2. Del cultivo anterior inocule 50ml de medio 2xYT LB + Carb (100ug/ml) + Tet (12.5ug/ml);
incubar a 37°C hasta ODeoo 0.4
8.1.3. Agregar 0.4mM IPTG e incubar por 2 horas a 37°C (ODsoo 0.6-0.7)
8.1.4. Centrifugar 6000rpm por aproximadamente 10 min. a 4 °C
8.1.5. Resuspender pellet en 50ul de SDS (0.1%) y hervir por 2 minutos para lisar las células.
8.1.6. Agregar 1ug de ARNasa en 65ul de buffer (300 mM acetato de sodio, 10 mM Tris-Cl
pH 7.5u 5 mM EDTA).
8.1.7. Agregar la solucion de buffer a los 50ul de SDS con el pellet e incubar 37°C por 5 min.
8.1.8. Purificar con 500ul de Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA segun el protocolo
del reactivo.
8.1.9. Cuantificar con Nanodrop
(Ongvarrasopone, Roshorm, & Panyim, 2007)

% 90
=z
—_

8.2. Medicion de toxicidad de inserto en E. coli HT115 (DE3)

11.3.5. Hacer placas LB con ++ IPTG (0.8M) + X-Gal (2%) + Carb (100ug/ml) + Tet
(12.5ug/ml)

11.3.6. Haber placar LB + Carb (100ug/ml) + Tet (12.5ug/ml)

11.3.7. Hacer un overnight en LB + Carb (100ug/ml) + Tet (12.5ug/ml)

8.2.1. y sembrar 100 ul de overnigth en cada placa. Incubar 37°C 1 dia

8.2.2. Contar colonias en cada placa y comparar el nimero de colonias = indicacion de no
toxicidad del inserto placas con IPTG y sin IPTG tienen que tener el mismo niimero de
colonias (IPTG induce produccion de ARNdh; si hay menos colonias en las placas con
IPTG indicador que ARNdh es toxico para la bacteria).
Nota: Todo el procedimiento anterior se realiza en duplicado.

9. Control de calidad
9.1. Se asegurd que los reactivos estuvieran en buen estado
9.2. Se verifico que los reactivos estuvieran guardados correctamente.
9.3. Conflict solution policy
9.3.1. Pobre lisis celular
9.3.1.1. Muchas bacterias, el cultivo deberia de estar en un ODsoo entre 2 y 4. El medio no
debe contener antibidtico
9.3.1.2. Se resuspendio mal
9.3.2. No se purifico ADN
9.3.2.1. No se agrego etanol a la columna con Wash solution
9.3.2.2. No hubo suficiente yield del plasmido
9.3.3. Bajo yields de plasmido
9.3.3.1. Crecieron mas las bacterias no transformadas que las transformadas.
9.3.3.2. El cultivo es viejo
9.3.3.3. El plasmido es de bajo niimero de copias

SOP 2:1
Procedimiento Operacional Fecha 17/11/16
Estandar

Paginas Totales: 6
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Identificacion de Enterobacterias
(Klebsiella oxytoca) Autores: Crista Gavarrete y Nina Figueroa

Propésito:

1.1 Identificar Klebsiella oxytoca en las muestras de agua de los huevos y del campo, de Ceratitis

capitata, utilizando medios selectivos y Microgen por pruebas bioquimicas.

Aplicacion:

Identificacion de diversas bacterias en una muestra segun el tipo de metabolismo que estas tengan,

por lo que se utilizan pruebas bioquimicas y medios selectivos. También son utilizados para

inhibir el crecimiento de bacterias o microorganismos no deseados segln el tipo de sustratos
utilizados.

Referencias:

3.1 addgene. 2016. Inoculating a Liquid Bacterial Culture. addgene. En:
https://www.addgene.org/plasmid-protocols/inoculate-bacterial-culture/. [visto
19/11/16].

32 Zhou, K; et. al. 2011. Lag Phase of Salmonella enterica under Osmotic Stress
Conditions. Appl Environ Microbiol. Vol. 7(5). pp. 1758-1762.

33 Prats, G. 2005. Microbiologia Clinica. Editorial Médica Panamericana. 400p.

34 Microgen, The. “GN-ID A & GN-ID B An Identification System for Commonly GN-ID

A & GN-ID B.”
Terminologia y abreviaciones:
4.1 LB: medio Luria-Bertani: este medio estd compuesto por cloruro de sodio (NaCl),

extracto de levadura, agua destilada y bacto-triptona. Lo anterior es para un medio
liquido, mientras que para realizar un medio so6lido se requiere afiadir agar. Permite el
desarrollo 6ptimo de la mayoria de los microorganismos.

4.2 ON:: over night: esto se refiere en este trabajo a que los cultivos o medios se dejan en
reposo por la noche.
4.3 UFC: unidades formadoras de colonias: se utiliza esta unidad para indicar el nimero de

colonias independientes.
Principio:
Los medios selectivos son los que permiten el crecimiento de ciertas bacterias e inhibe el
crecimiento de otras. Depende de la sustancia requerida o que posee el medio tales como: cloruro
de sodio, citrato, sales biliares, antibioticos, etc. La funcion de este es identificar y aislar bacterias
(Prats 2005).

En agar sangre, Klebsiella sp. se observan colonias brillantes, sin hemolosis. En agar MacConkey,

crecen como colonias circulares, rosadas. Se diferencia de otras bacterias gram negativo, como

Escherichia coli. Esta presenta bacterias circulares, pero con el centro mas oscuro que en

Klebsiella sp. (Romero Cabello, 2007).

Documentos asociados:

6.1 Bailon, L.; Cruz, R.; Cervantes, A.2003. Atlas de Pruebas Bioquimicas para Identificar
Bacterias. Universidad Nacional Autonoma de México. 175p.

6.2 Prats, G. 2005. Microbiologia Clinica. Editorial Médica Panamericana. 400p.

6.3 Ferrer, 1. 2012. Identificacion Bioquimica de los bacilos Gram-negativo. Bayamon. En:
http://facultad.bayamon.inter.edu/iferrer/Clase%205%202012.pdf. [visto 12/10/16]. 34p.

Seguridad:
7.1 Uso de centrifuga
e La centrifugadora deberd utilizarse en base a las instrucciones del fabricante.
e Los tubos para la centrifugadora deben estar fabricados de plastico, estar en
buen estado y completamente cerrados para la centrifugacion.
e Asegurarse de equilibrar el peso de los soportes, colocando correctamente los
tubos en su sitio.
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7.2

7.3

7.4

208

e Para equilibrar se debe utilizar tubos con agua destilada o alcohol.
e Asegurar la velocidad y tiempo de rotacion. Cerrar correctamente la tapadera
antes de iniciar.
e  Si se realizo la centrifugacion en frio, mantener la tapa abierta durante un
tiempo (1 hora aprox.) para que se evapore el agua o hielo formado.
Manejo de bacterias concentradas
e Resuspender bacterias, utilizar la campana de flujo laminar.
Derrame de medios de cultivos
e Agregar una solucién de cloro al 10% sobre el medio de cultivo derramado,
absorber con papel toalla y desechar en bote Ecotermo®.
Uso de bata y guantes
e  Ultilizar los guantes cuando se maneja bacterias concentradas.

Equipos, materiales y reactivos:

8.1
8.1.1

8.1.2
8.1.3
8.14
8.1.5
8.1.6
8.1.7
8.2
8.2.2
8.2.3
8.2.4
8.2.5
8.3
8.3.1
83.2
8.3.3
8.3.4
8.3.5
8.3.7
8.3.8
8.3.11
8.3.12
8.3.13

Reactivos
LB para 21 de medio liquido:

- Extracto de levadura 10g

- Agua destilada 2000ml (aforado)

- NaCl 20g
- bacto-triptona 20g
Cloro 10% en piseta
Alcohol en piseta
Agua destilada en piseta y tambo
Aceite mineral
Microgen GN ID
Solucion salina
Material
5 Erlenmeyer de 1000ml
Espatulas
30 Cajas Petri
Pipetas Pasteur desechables
Equipo
Papel pH
Potenciéometro Thermo Electro Corporation (ORION 2 STAR)
Balanza OHAUS Scout Pro
Balanza analitica Precisa XB220A
Estufa con agitador Corning Stirrer Hot Plate
Campana F L: LAB con Co.
Campana de flujo laminar
Autoclave
Incubadora
Incubadora con agitador

Prueba estandar:

Procedimiento:

10.1
10.2

10.3

10.4
10.5

Dia 1: Preparacion de medio liquido
Lavar cristaleria

Preparar 2 litros de medio LB:

- Extracto de levadura 10g

- Agua destilada 2000ml (aforado)

- NaCl 20g

- bacto-triptona 20g

Ajustar el pH del medio liquido con pHimetro. Si es necesario, agregar gotas de NaOH
0.1N.

Autoclavear a 121°C por 15 minutos.
Preparar 500 ml de agar sangre

- Pesar el agar sangre para 500ml de medio
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- Agregar los 500ml de agua destilada
10.6 Preparar 500 ml de agar MacConkey
- Pesar el agar sangre para 500ml de medio
- Agregar los 500ml de agua destilada
10.7 Autoclavear a 121°C por 15 minutos.
Dia 1: Preparacion de placas con medio sdlido
10.8 Esperar a que enfrie el medio autoclaveado
10.9 Repartir los medio en cajas Petri debidamente rotuladas (15 de cada medio)
10.10  Guardar e incubar a 37°C para control de calidad (revisar que no crezca bateria alguna)
10.11  Guardar boca arriba (la tapa de la caja queda abajo) en el refrigerador.
Dia 2: Cultivo inicial
10.12  Preparar tubos con 20ml del medio LB y 2ml de las muestras entregadas
10.13  Incubar a 37°C con agitacion ON
Dia 3: Cultivo en los diferentes medios s6lidos
10.14  Tomar una asada del cultivo inicial y sembrarlo en las cajas Petri por técnica de estriado.
10.15  Incubara 37°C ON
Dia 3: Pruebas bioquimicas
10.16  Realizar la prueba de oxidasa para el cultivo aislado.
10.17  Preparar una suspension con una colonia en 3 — 5 ml de solucion salina 0.85%.
10.18  Microgen
- Abrir la tira de reacciones. No descartar la tapa adhesiva.
- Con una pipeta Pasteur, agregar 3 gotas de la suspension a cada pozo de la tira de
reacciones.
- Cubrir los pozos 1, 2, 3 y 9 de GN A ID con 3 gotas de aceite mineral.
- Cubrir los pozos 20 y 24 de GN B ID con 3 gotas de aceite mineral.
- Sellar la tira de reacciones con la tapa adhesiva.
- Incubar a 37°C ON
Dia 4: Lectura de resultados
10.19  Quitar la tapa adhesiva.

10.20 Agregar los siguientes reactivos
- 2 gotas de los reactivos de Kovac al pozo 2 y leer luego de transcurrir 1
minuto.
- 1 gota de reactivo VP 1y VP Il al pozo 10 y leer luego de 15 — 30
minutos.

- 1 gota de reactivo TDA al pozo 12 y leer luego de 1 minuto.
10.21 IMAGENES
Control de calidad:
11.1 Incubar placas con medio sélido para verificar que no tengan bacterias.
11.2 Trabajar bajo la campana de flujo laminar
11.3 Verificar el funcionamiento del equipo a utilizar
11.4 Conlflict solution policy:
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SOP 2:2
Procedimiento Operacional Fecha 17/11/16
Estandar

Paginas Totales: 5

Extraccion del genoma de Klebsiella
oxytoca Autores: Crista Gavarrete y Nina Figueroa

1. Propdsito:
1.1 Extraer el ADN gendmico (cromosoma 1) de Klebsiella oxytoca del agua de los huevos y del
campo de Ceratitis capitata.
2. Aplicacion:

Extraccién de ADN tanto gendémico como no gendémico de diversas fuentes tanto de muestras

vegetales, tejidos y bacterias. Dicho ADN puede ser utilizado para clonacién y transformacion de

un organismo utilizandolo como inserto. También puede ser utilizado para determinar la cantidad,
concentracion, integridad y pureza del ADN de una muestra. El ADN extraido puede ser usado
como un medio para la obtencion de primers disefiados y especificos para futuros experimentos.

También como un marcador molecular de presencia de cierto gen especifico. Finalmente, puede ser

utilizado para ser secuenciado y determinar el orden de sus nucledtidos.

3. Referencias:

3.1 White, Peter. 2004. Evaluating Concentration and Purity of RNA. UNIVERSITY OF
PENNSYLVANIA. FUNCTIONAL GENOMICS CORE. 2p. En:
http://www.cbil.upenn.edu/downloads_orig/EPConDB/download/Protocols/RNA%20-
%?20Evaluating%20Concentration%?20and%20Purity.pdf. [21/09/16].

3.2 Macrogen. 2016. “Macrogen.” http://www.macrogen.com/eng/.

33 ThermoFisher. 2016. “Extraction of DNA Using DNAzol® Reagent.” ThermoFisher
Scientific. https://www.thermofisher.com/gt/en/home/references/protocols/nucleic-acid-
purification-and-analysis/dna-extraction-protocols/extraction-of-dna-using-reagent.html
(August 28, 2016).

34 Ligozzi, Marco, and Roberta Fontana. 2003. “Isolation of Total DNA from Bacteria and

Yeast.” African Journal of Biotechnology 2(8): 251-53.
http://www.academicjournals.org/AJB (August 28, 2016).

3.5 Zavala Castro, Jorge. 2005. Electroforesis. Manual de Técnicas Basicas de Biologia
Molecular. Volumen 7. Ediciones de la Universidad.

3.6 Somma, M. 2001. Analisis de la Presencia de Organismos Genéticamente Modificados en
Muestra de Alimentos. Extraccion y Purificacion de ADN. JRC. CHCP. PP. 1-18.

4. Terminologia y abreviaciones:

4.1 LB: medio Luria-Bertani (Lisogenia): este medio estd compuesto por cloruro de sodio

(NaCl),

extracto de levadura, agua destilada y bacto-triptona. Lo anterior es para un medio liquido,
mientras que para realizar un medio so6lido se requiere afiadir agar. Permite el desarrollo
optimo de la mayoria de los microorganismos.

4.2 ON: over night: esto se refiere en este trabajo a que los cultivos o medios se dejan en
reposo por la noche.
4.3 UFC: unidades formadoras de colonias: se utiliza esta unidad para indicar el nimero de

colonias independientes.
5. Principio:
Muchos procedimientos, en biologia molecular, incluyen la extraccion de ADN o ARN de alta
calidad. La extraccion y purificacion del ADN es un paso clave en la mayoria de protocolos. Existen
muchos métodos para extraer ADN de bacterias y levaduras, incluyendo la extraccion con fenol
(Alejos, Aragon, & Romero, 2000). Sin embargo, el concepto basico de extraccion de ADN se
divide en 5 pasos.
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1) Ruptura de las células. El método de lisis celular depende de las caracteristicas de la célula. Es
diferente si se quiere obtener ADN de una célula bacteriana, vegetal o de una animal. Se puede
utilizar

2) Eliminacion de proteinas. Para ellos se utilizan enzimas para degradar las proteinas.

3) Eliminacion de ARN. Se utiliza una RNasa.

4) Extraccion de proteinas. Se utilizan solventes organicos como el fenol o cloroformo.

5) Precipitacion de ADN. Se utilizan sales como el acetato de potasio o de amonio. Una vez el
ADN entra en contacto con los cationes se precipita en etanol (Zavala Castro, 2005).

La mayoria de métodos para extraer ADN de bacterias tienen multiples y time consuming pasos o
requieren el uso de quimicos toxicos. Ligozzi y Fontana investigaron un nuevo método para la
extraccion de ADN de bacterias gram positivas, gram negativas y micobacterias. Ellos utilizaron
DNAzol, un reactivo para extraer ADN genomico de muestras liquidas o solidas. Se basa en la
adhesion del ADN a una columna de silica para poder lavar ARN y proteinas. Ellos concluyeron
que el método con DNAzol es simple, reproducible y mas rapido que otras técnicas. También
observaron que el ADN extraido es de buena calidad y se obtiene una cantidad similar a otros
métodos de extraccion (Ligozzi & Roberta, 2003)

Existen ciertos métodos para determinar la integridad y concentracion del ADN de una solucion.

Uno de los mas utilizados es el espectrofotometro UV ya que el ADN absorbe luz UV lo que

permite que su cuantificacion sea sencilla (Zavala Castro 2005). Otro método de cuantificacion es

la citometria de flujo que es utilizada para tratar tumores que son solidos y aneuploidias del ADN

(Zavala Castro 2005). La fluorometria al igual que la espectrofotometria UV se basa en absorbancia

de ADN con ayuda de una ldmpara UV y bromuro de etidio (Zavala Castro 2005). La electroforesis

en gel de agarosa es utilizado como una marcador de la integridad del ADN a cierta concentracion
conocida (Zavala Castro 2005). También se encuentra el PCR y PCR en tiempo real que permiten
cuantificar el ADN, sin embargo existen ciertos contaminantes que inhiben su funcién y afectan
los resultados. La mayoria de dichos contaminantes provienen de reactivos utilizados en la

extraccion y purificacion del ADN (Somma 2001).

Documentos asociados:

6.1 White, Peter. 2004. Evaluating Concentration and Purity of RNA. UNIVERSITY OF
PENNSYLVANIA. FUNCTIONAL GENOMICS CORE. 2p. En:
http://www.cbil.upenn.edu/downloads_orig/EPConDB/download/Protocols/RNA%20-
%?20Evaluating%20Concentration%20and%20Purity.pdf. [21/09/16].

6.2 Microbial. 2009. La extraccion y purificacion del ADN para analisis de PCR. Mitos y
realidades. Newsletter. Nim. 3. Pp. 1-2.

6.3 Pefia; Arroyo; Gomez; Tapia; Gomez. 1988. Bioquimica. 2da edicion. LIMUSA Noriega
Editores. 427p.

Seguridad:
7.1 Uso de centrifuga
e La centrifugadora deberd utilizarse en base a las instrucciones del fabricante.
e [ ostubos para la centrifugadora deben estar fabricados de plastico, estar en buen
estado y completamente cerrados para la centrifugacion.
e Asegurarse de equilibrar el peso de los soportes, colocando correctamente los
tubos en su sitio.
e Para equilibrar se debe utilizar tubos con agua destilada o alcohol.
e Asegurar la velocidad y tiempo de rotacion. Cerrar correctamente la tapadera
antes de iniciar.
e  Sise realizo la centrifugacion en frio, mantener la tapa abierta durante un tiempo
(1 hora aprox.) para que se evapore el agua o hielo formado.
7.2 Manejo de bacterias concentradas
e Resuspender bacterias, utilizar la campana de flujo laminar.
7.3 Derrame de medios de cultivos

e Agregar una solucion de cloro al 10% sobre el medio de cultivo derramado,
absorber con papel toalla y desechar en bote Ecotermo®.
7.4 Uso de bata y guantes
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e  Ultilizar los guantes cuando se maneja bacterias concentradas.

Equipos, materiales y reactivos:

8.1 Reactivos

8.1.1 Etanol absoluto

8.1.2 Etanol 75%

8.1.3 Cloro 10% en piseta

8.1.4 Alcohol en piseta

8.1.5 Agua destilada en piseta y tambo

8.1.6 NaOH 8 mM

8.2 Material

8.2.1 Tubos Eppendorff

8.2.2 Micropipetas p100, p1000, p200

823 Puntas para micropipetas

8.2.4 Pipetas serologicas con tapon de algodon esterilizadas de 1.0 ml

8.2.5 Pipetas serologicas con tapon de algodon esterilizadas de 10 ml

8.3 Equipo

8.3.1 Estufa con agitador Corning Stirrer Hot Plate

8.3.2 Campana F L: LAB con Co.

833 Campana de flujo laminar

8.3.4 Incubadora

8.3.5 Incubadora con agitador

Procedimiento:
Lisis celular y nuclear

10.1 Para células que crecen en una monolayer:
- Aifadir 0.75-1.0ml de DNAzol por cada 10cm2 del cultivo utilizado.
- Lisar las células agitando el cultivo con el reactivo.
- Pipetear con gentileza la solucion en el tubo.

10.2 Células en pellet o resuspension:
- Aun pellet o suspension de células se debe afiadir Iml de DNAzol por cada 1-3x107

células.

10.3 Nucleo de células:
- Afadir Iml de DNAzol por cada 1-3x107 células ya sea en pellet o resuspension.
- Lisar el nucleo invirtiendo el tubo varias veces y mezclar con pipeteo.
Nota: Para evitar que el ADN sea dafiado mientras se mezcla por pipeteo, se
recomienda cortar las puntas de pipetas de 2-3mm o mezclar por inversion. Nunca
mezclar vigorosamente o usando un vortex.
Centrifugacion (opcional)

10.4 Para eliminar los fragmentos por lisis de células se recomienda centrifugar a 10,000xg por
4°C por 10 minutos

10.5 Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo estéril
Precipitacion de ADN

10.6 Agregar 0.5 ml de etanol 100% por cada mililitro de DNAzol utilizado

10.7 Mezclar por inversion.

10.8 Dejar a temperatura ambiente por 1 — 3 minutos. El ADN debe observarse como un
precipitado.

10.9 Quitar el ADN con una punta de pipeta. Esto se realiza enrollando el ADN a la punta y
pegarlo a la pared del tubo.

10.10  Decantar el sobrenadante con cuidado.

10.11  Colocar el tubo verticalmente por 1 minutos y aspirar el sobrenadante restante.

10.12  Para pequeiias cantidades de ADN (< 15 pg) puede ser necesario centrifugacion a 4000
por 1 —2 minutos.
Lavado de ADN

10.13  Lavar el ADN precipitado dos veces con 0.8 — 1.0 ml de etanol 75%.

10.14  En cada lavado se debe suspender el ADN invirtiendo los tubos de 3 — 6 veces.
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10.15  Dejar reposar los tubos 1 min para permitir que el ADN llegue al fondo de los tubos.
10.16 Remover el etanol con pipeta o por decantado.
Solubilizacién del ADN
10.17  Secar el ADN dejando el tubo abierto por 15 segundos.
10.18 Disolver el ADN en NaOH 8 mM para llegar a una concentracion aproximada de 0.2 —
0.3 pg/pl.
- 2.1. Se utiliza 0.3 ml para ADN de 107 células o 10 — 20 mg de tejido animal.
Cuantificacion de ADN
10.19  Mezclar una alicuota de ADN solubilizado con 1 ml de NaOH 8§ mM.
10.20  Medir absorbancia a 260 y 280 nm en el espectrofotometro UV-VIS.
10.21  Calcular la pureza del ADN con A260/A280. La razén debe encontrarse entre 1.7-2.0
10.22  Calcular cantidad de ADN suponiendo que una unidad de A260 equivale a 50 pg de
ADN doble hebra por mililitro. También puede calcularse segin la siguiente imagen:
Volume of RNA sample = 1.6 ml
Dilution = 10 pul of RNA sample + 490 ul distilled water (1/50 dilution).
Measured absorbance of diluted sample in a 1 ml cuvette (RNase-free): A260=0.75
Concentration of RNA sample =40 x A260 x dilution factor
=40x0.75x 50
=1500 pg ml"!
Total yield = concentration x volume of sample in milliliters
= 1500 pg ml" x 1.6 ml
=2400 pg =24 mg RNA
Control de calidad:
11.1 Incubar placas con medio sélido para verificar que no tengan bacterias.
11.2  Trabajar bajo la campana de flujo laminar
11.3  Verificar el funcionamiento del equipo a utilizar
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SOP 2:3
Procedimiento Operacional Fecha 17/11/16
Estandar

Paginas Totales: 5

Extraccion de plasmidos de

Klebsiella oxytoca Autores: Crista Gavarrete y Nina Figueroa
Propésito:
1.1 Extraer los plasmidos de Klebsiella oxytoca no degradado por endonucleasas de la misma
bacteria.
Aplicacion:

Extraccion de plasmidos de diversas bacterias. Cuantificacion de los plasmidos extraidos,
determinacion del tamafio y nimero de plasmidos. Puede ser utilizado para obtener un plasmido
con un inserto o clon utilizado para transformar las bacterias. Esto como confirmacion de que las
bacterias poseen el plasmidos insertado y en especial el inserto deseado. A continuacion se listan
las aplicaciones que se le puede dar al plasmido:

e Determinacion de la ligacion y transformacion de las células.

e El producto extraido es utilizado para PCR de transcripcion reversa (RT-PCR), PCR

tiempo real (QPCR).

e Libreria de Construccion de cDNA.

e (Clonacion -> Transformacion.

e Northern Blotting.

Referencias:

3.1 https://worldwide.promega.com/products/biochemicals-and-labware/biochemical-
buffers-and-reagents/te-buffer -1x_-molecular-biology-grade/

32 https://www.qiagen.com/us/shop/sample-technologies/dna/qiagen-plasmid-
kits/#orderinginformation

33 Mini, Qiagen Plasmid, and Maxi Kits. 2011. “20160304 QIAGEN-Plasmid-Mini-Midi-
and-Maxi-Kits-EN.” (January): 4-5.

34 McGrawHill. 2016. Restriction Endonucleases. Biology (Mader), 10th Edition. Chapter
14: Biotechnology and Genomics.
http://highered.mheducation.com/sites/0035456775/student_viewO/chapter14/restriction
_endonucleases.html.

3.5
Terminologia y abreviaciones:
4.1 LB: medio Luria-Bertani (Lisogenia): este medio estd compuesto por cloruro de sodio

(NaCl),
extracto de levadura, agua destilada y bacto-triptona. Lo anterior es para un medio liquido,
mientras que para realizar un medio so6lido se requiere afiadir agar. Permite el desarrollo
optimo de la mayoria de los microorganismos.
4.2 g: gravedades en la centrifuga
Principio:
Las endonucleasas son muy utilizadas para cortar una molécula de ADN en un sitio especifico. En
la naturaleza las células utilizan este mecanismos para cortar el ADN de virus evitando de esta
forma que dicho ADN extrafio se una al gendmica para la replicacion y continuacion de infeccion
(McGrawHill 2016). Por lo que si se extrae ADN de una muestra se debe de tener cuidado con
dichas endonucleasas ya que pueden degradar el ADN deseado. Por ello, primero las endonuclasas
deben ser desnaturalizadas para que pierdan su actividad enzimatica y con ello obtener un
fragmento completo de ADN deseado.

El kit QTAGEN maxi plasmid es utilizado como un método facil para la extraccion, aislamiento y
purificacion de plasmidos. Es muy utilizado ya que es bastante rapidos se lleva como maximo 30
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minutos en todo el proceso y es muy eficiente al extraer plasmidos de 20,000 pares de bases o

menos.

Documentos asociados:

6.1 Yabar Varas, Carlos. 2003. Manual de Procedimientos de Electroforesis para Proteinas y
ADN. Serie de Normas Técnicas N° 38. INS (Instituto Nacional de Salud). Lima. 69p.

6.2 Cultek. 2015. Marcadores de Peso Molecular para ADN. Novedades. Cultek.
http://www.cultek.com/index.asp?p=novedad&id nov=175. [visto 15/10/16].

Seguridad:
7.1 Uso de centrifuga
e La centrifugadora deberd utilizarse en base a las instrucciones del fabricante.
e [ ostubos para la centrifugadora deben estar fabricados de plastico, estar en buen
estado y completamente cerrados para la centrifugacion.
e Asegurarse de equilibrar el peso de los soportes, colocando correctamente los
tubos en su sitio.
e Para equilibrar se debe utilizar tubos con agua destilada o alcohol.
e Asegurar la velocidad y tiempo de rotacion. Cerrar correctamente la tapadera
antes de iniciar.
e  Sise realizo la centrifugacion en frio, mantener la tapa abierta durante un tiempo
(1 hora aprox.) para que se evapore el agua o hielo formado.

7.2 Manejo de bacterias concentradas
e Resuspender bacterias, utilizar la campana de flujo laminar.
7.3 Derrame de medios de cultivos

e Agregar una solucion de cloro al 10% sobre el medio de cultivo derramado,
absorber con papel toalla y desechar en bote Ecotermo®.
7.4 Uso de bata y guantes
e  Ultilizar los guantes cuando se maneja bacterias concentradas.
Equipos, materiales y reactivos:

8.1 Reactivos

8.1.1 Isopropanol

8.1.2 Etanol 75%

8.1.3 Cloro 10% en piseta

8.1.4 Alcohol en piseta

8.1.5 Agua destilada en piseta y tambo

8.1.6 QIAGEN maxi plasmid kit

8.1.7 Buffer TE: 10mM Tris-HCl containing ImM EDTA<Na2
8.2 Material

8.2.1 Tubos Eppendorff

8.2.2 Micropipetas p100, p1000, p200

823 Puntas para micropipetas

8.2.4 Pipetas serologicas con tapon de algodon esterilizadas de 1.0 ml
8.2.5 Pipetas serologicas con tapon de algodon esterilizadas de 10 ml
8.3 Equipo

8.3.1 Estufa con agitador Corning Stirrer Hot Plate

8.3.2 Campana F L: LAB con Co.

8.3.3 Campana de flujo laminar

8.3.4 Incubadora

8.3.5 Incubadora con agitador

Procedimiento:

Antes de empezar
10.1 Centrifugar el vial de RNAse antes de usar
10.2 Agregar la solucion de RNAase A al buffer P1.
Nota: usar un vial de RNAase A para cada botella de buffer.
10.3 Revisar si el buffer P2 tiene precipitado de SDS. Si lo tiene, calentarlo a 37°C.
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Pre-chill buffer P3 a 4°C.

Inodculo inicial

Tomar una colonia de un medio selectivo.

Hacer un indculo inicial en 2 — 5 ml de medio LB.

Incubar por 8 horas a 37°C con agitacion (aproximadamente 300 rpm).

Diluir el indculo inicial en medio LB. Para high-copy plasmids inocular 100 ml de medio
con 100 — 200ul de incoculo inicial.

Incubar por 12 horas a 37°C con agitacion (aproximadamente 300 rpm). El cultivo debe
llegar a 4 * 109 células por mililitro.

Tratamiento contra enzimas

Para 1ml de cultivo ON: agregar EDTA para una concentracion fina de SmM

Mezclar con vortex

Dejar reposar 5 minutos a tempertura ambiente

Centrifugar a 8000 rpm por 2 minutos

Descartar sobrenadante y resuspender bacterias en 975ul de solucion salina

Extraccion de ADN

Recolectar las células por centrifugacion a 6000g por 15 minutos a 4°C.

Resuspender las bacterias en 10 ml de buffer P1

Afiadir 10ml del buffer P2 y mezclar vigorosamente invirtiendo el tubo 4 - 6 veces. No
usar vortex

Incubar a temperatura ambiente (15-25°C) por 5 minutos. Si se utiliza el reactivo
LyseBlue la solucion se tornara azul.

Anadir 10ml de Buffer P3 previamente enfriado. Mezclar vigorosamente de 4 - 6 veces.
Si se utiliza el reactivo LyseBlue, se debe de mezclar la solucion hasta que se encuentre
incolora

Incubar en hielo por 20 minutos. Se puede observar el ADN precipitado.

Centrifugar a 20000g por 30 minutos a 4°C.

Retirar el sobrenadante (ADN de plasmidos).

Volver a centrifugar y retirar el sobrenadante (ADN de plasmidos).

Lavado de ADN

Equilibrar un QIAGEN-tip 500 aplicando 10ml de Buffer QBT y permitir que la
columna se vacie por gravedad.

Aplicar el sobrenadante a QIAGEN-tip y dejar que entre a la resina por gravedad.
Lavar QIAGEN:-tip dos veces con 30 ml de buffer QC. Dejar que el buffer corra por
gravedad.

Nota: Si se desea eluir ADN mayor de 45 kilo bases se debe de precalentar el buffer
QF a 65°C para ayudar a incrementar el el rendimiento.

Eluir el ADN con 15 ml de buffer QF. Recolectarlo en tubo de 15 o0 50 ml. No usar
tubos de policarbonato.

Precipitacion del ADN

Precipitar el ADN al adicionar 10.5ml (0.7 volimenes) de isopropanol a temperatura
ambiente.

Centrifugar a 15,000g por 30 minutos a 4°C.

Con mucho cuidado, decantar el sobrenadante.

Lavar el pellet de ADN con 5 ml de etanol 70% a temperatura ambiente.

Centrifugar a 15,000g por 10 minutos a 4°C

Decantar el sobrenadante con mucho cuidado.

Airear pellet por 5-10 minutos.

Solubilizar ADN en un volumen apropiado de buffer (en TE buffer pH8.0 o 10mM Tris-
Cl pH 8.5).

Control de calidad:

11.1
11.2
11.3
11.4

Incubar placas con medio sélido para verificar que no tengan bacterias.
Trabajar bajo la campana de flujo laminar

Verificar el funcionamiento del equipo a utilizar

Conflict solution policy:
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Procedimiento Operacional Fecha 18/11/16

SOP 2:4

Estandar

Paginas Totales: 4

plasmidos de Klebsiella oxytoca | Autores: Crista Gavarrete y Nina Figueroa

Patron de digestion de

Propésito:

1.1 Determinar el tamafio y nimero de plasmidos por medio de electroforesis en agarosa realizando
previamente la digestion de plasmidos circulares a plasmidos lineales por medio de
endonucleasas (EcoRI y HindIII).

Aplicacion:

Las enzimas de restriccion utilizadas en la digestion son muy utilizadas para la clonacion en el

momento de insertar una secuencia especifica en un vector ya sea un plasmido o un bacteriofago. Por

lo que estas enzimas cortan el inserto para poseer extremos con sticky ends o blunt ends que se puedan
ligar con el plasmido elegido también cortado de la misma forma. Con dicho clon se pueden
transformar células competentes como bacterias y otro tipo de organismos.

La digestion también permite cortar al plasmido en un sitio para abrir la secuencia circular y volverla

linear de tal forma que se pueda determinar su integridad y tamafio por medio de electroforesis. Un

plasmido circular al migrar va a tener mayor dificultad en comparacion con uno lineal que
proporciona mayor informacion sobre su tamaiio.

Referencias:

3.1 Neb. 2012. Optimizing Restriction Endonuclease Reactions. En:

https://www.neb.com/protocols/2012/12/07/optimizing-restriction-endonuclease-reactions

3.2 Lee, P.; et. al. 2012. Agarose Gel Electrophoresis for the Separation of DNA Fragments.
University of California, Los Angeles. J. Vis. Exp. 62.

33 Zavala Castro, Jorge. 2005. Electroforesis. Manual de Técnicas Basicas de Biologia
Molecular. Volumen 7. Ediciones de la Universidad Auténoma de Yucatan. Pp. 43-51.

34 BioLabs. 2016. Types of Restriction Endonucleases. New England BioLabs Inc. En:
https://www.neb.com/products/restriction-endonucleases/restriction-endonucleases/types-
of-restriction-endonucleases.

3.5 McGrawHill. 2016. Restriction Endonucleases. Biology (Mader), 10th Edition. Chapter
14: Biotechnology and Genomics.
http://highered.mheducation.com/sites/0035456775/student_view0/chapter14/restriction_e
ndonucleases.html.

Terminologia y abreviaciones:

4.1 Buffer TBE: buffer Tris base con acido borico y EDTA

Principio:

Las enzimas de restriccion son muy utilizadas para cortar una molécula de ADN en un sitio especifico.

En la naturaleza las células utilizan este mecanismos para cortar el ADN de virus evitando de esta

forma que dicho ADN extrafio se una al gendmica para la replicacion y continuacion de infeccion

(McGrawHill 2016). Las enzimas de restriccion son clasificadas en cuatro tipos dependiendo del tipo

de corte, su composicion, cofactores especificos y las secuencias especificas que reconocen. El tipo

I es el complejo con multiples sub-unidades y estos tienen a cortar de forma aleatoria en las secuencias

por lo que no son muy especificas (BioLabs 2016). El tipo II corta en una posicion definida, producen

fragmentos que pueden ser observados como bandas en el gel. La diferencia entre los tipos de enzimas
en este grupo se debe a la variacion de aminoacidos y la posicion de estos. Como ejemplo de este
grupo se encuentra EcoRI y HindIIl. El tipo III se caracteriza por cortar a fuera del sitio de
reconocimiento por lo que para una secuencia de ADN requiere de reconocimiento en ambas
direcciones. Finalmente, se encuentran las tipo I'V que tienen un sitio de reconocimiento modificable,
estas son muy comunes en la bacteria Escherichia coli (BioLabs 2016).

La electroforesis horizontal en gel de agarosa utiliza un buffer y dos electrodos que dan corriente
eléctrica para la corrida de las muestras. La corrida de los acidos nucleicos se lleva a cabo en un gel
de agarosa en pozos realizados por peines de diversos grosores dependiendo de la muestra (Zavala
2005). En algunos casos se utiliza una enzima para fragmentar el ADN analizando diversas bandas
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producidas por los diversos fragmentos de ADN (Zavala 2005). Debido a que el ADN es una molécula
negativa, va a migrar hacia el electrodo positivo o polo positivo (Zavala 2005). El tinte de carga que
se utiliza en electroforesis posee tres funciones: la primera es para agregarle densidad a la muestra de
ADN permitiendo y desplazamiento eficiente entre el gel y evitando que la muestra se salga del pozo.
La segunda es para darle coloracion al ADN y con ello poder ser visualizado en el transiluminador
UV. La tercera funcion esta dada por la velocidad estandar a la que viaja el tinte por lo que se puede
estimar la distancia a la que migré el ADN de la muestra (Lee 2012).La velocidad a la que migra el
ADN esta dada por el tamaifio de fragmentos de ADN y su compactacion. Entre mas pequefios son los
fragmentos de ADN mas rapido van a migrar en comparacion con fragmentos grandes de ADN (Lee
2012).
Documentos asociados:
6.1 Cultek. 2015. Marcadores de Peso Molecular para ADN. Novedades. Cultek.
http://www.cultek.com/index.asp?p=novedad&id nov=175. [visto 29/09/16].
6.2 Lee, P.; et. al. 2012. Agarose Gel Electrophoresis for the Separation of DNA Fragments.
University of California, Los Angeles. J. Vis. Exp. 62.
6.3 Zavala Castro, Jorge. 2005. Electroforesis. Manual de Técnicas Basicas de Biologia
Molecular. Volumen 7. Ediciones de la Universidad Auténoma de Yucatan. Pp. 43-51.
Seguridad:
7.1 Uso de centrifuga
e La centrifugadora deberd utilizarse en base a las instrucciones del fabricante.
e [ os tubos para la centrifugadora deben estar fabricados de plastico, estar en buen
estado y completamente cerrados para la centrifugacion.
e Asegurarse de equilibrar el peso de los soportes, colocando correctamente los
tubos en su sitio.
e Para equilibrar se debe utilizar tubos con agua destilada o alcohol.
e Asegurar la velocidad y tiempo de rotacion. Cerrar correctamente la tapadera antes
de iniciar.
e Si se realizo la centrifugacion en frio, mantener la tapa abierta durante un tiempo
(1 hora aprox.) para que se evapore el agua o hielo formado.

7.2 Manejo de bacterias concentradas
e Resuspender bacterias, utilizar la campana de flujo laminar.
7.3 Derrame de medios de cultivos

e Agregar una solucién de cloro al 10% sobre el medio de cultivo derramado,
absorber con papel toalla y desechar en bote Ecotermo®.
7.4 Uso de bata y guantes
e  Ultilizar los guantes cuando se maneja bacterias concentradas.
Equipos, materiales y reactivos:

8.1 Reactivos

8.1.1 Agarosa

8.1.2 Cloro 10% en piseta

8.1.3 Alcohol en piseta

8.1.4 Agua destilada en piseta y tambo
8.1.5 Buffer TBE

8.1.6 Loading Dye

8.1.7 50bp DNA Step Ladder

8.1.8 Enzimas de restriccion EcoRI y HindlIII
8.1.9 Buffer de enzimas de restriccion
8.1.10 BSA

8.2 Material

8.2.1 Micropipetas p100, p1000, p200
8.2.2 Puntas para micropipetas

8.2.3 Tubos Eppendorf

8.2.4 Erlenmeyer

8.2.5 Espatula

8.3 Equipo

8.3.7 Campana F L: LAB con Co.
8.3.8 Campana de flujo laminar
8.3.11 Cémara de electroforesis

8.3.12 Microondas

Prueba estandar:
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Procedimiento:

Dia 1: Preparacion de buffer TBE

10.1 Preparar solucion stock 5X de buffer TBE
10.2 Receta para 1 litro en agua:
- 54 g de Tris base
- 27.5 g de boric acid
-20 mL de 0.5 M EDTA (pH 8.0)
Dia 2: Digestion de plasmidos con enzimas de restriccion
10.3 Sacar reactivos para que se descongelen
10.4 Preparar mezclas de reaccion para plasmidos extraidos
10.5 Receta para digestion rapida:
- 15.8ul agua
- 2ul buffer enzima 1X
- 0.2ul BSA
- lul plasmido
- lul enzima
Volumen final 20ul
10.6 Mezclar en tubos de 0.5ml e incubar a 37°C por 1 - 2 horas.
Dia 2: Electroforesis
10.7 Pesar 0.24g de agarosa y colocarlo en un Erlenmeyer.
10.8 Medir 30ml de buffer TBE 0.5X para diluir la agarosa. La agarosa va a estar al 0.8%.
Diluir 3ml de solucién stock 5X en 27ml de agua destilada.
10.9 Mezclar y calentar en microondas por aproximadamente 1 minuto. Realizarlo en intervalos
de 20 y 10 segundos hasta que la mezcla sea transparente.
10.10  Agregar 5ul de Gel Red
10.11  Dejar enfriar el agar a temperatura ambiente y colocarlo en la camara de electroforesis.
10.12  Cuando haya polimerizado el agar, quitar el peine.
10.13  Agregar buffer TBE de corrida hasta cubrir el agar.
10.14  Cargar
- 5ul de escalera
- 5ul de muestra con 1.5ul de loading dye
10.15  Correr electroforesis
10.16  Observar el gel en el transiluminador para registrar resultados
Control de calidad:
11.1 Incubar placas con medio sélido para verificar que no tengan bacterias.
11.2  Trabajar bajo la campana de flujo laminar
11.3 Verificar el funcionamiento del equipo a utilizar



