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En ]a Tabla § se muestran los resultados de PCR obtenidos con los demas
géneros de actinomicetos analizados en este estudio. Se presentan ademas

los resultados obtenidos con los iniciadores NB10-NB11 y NOC3-NOC4.

Tabla 5-. Resultados de los ensayos de PCR con DNA genémico de otros
géneros de Actinomicetos con iniciadores NB10-NB11 y NOC3-NOCA4.

Microorganismo NB10-NB11 NOC3-NOC4
Actinomadura madurae -

+|+

Actinomadura madurae NCTC 5654 -
Actinomadura pelletieri ATCC 33685 -
Gordona bronchialis ATCC 25582 -
Gordona rubropertinctus ATCC 14352 -
Gordona sputi ATCC 33610 %
Gordona terrae ATCC 25594 B
Rhodococcus aichiensis ATCC 33611 -
Rhodococcus chubuensis ATCC 33609 +

Rhodococcus coprophilus ATCC 29080 -
Rhodococcus erytropolis ATCC 4277 +
Rhodococcus equi ATCC 6939 +

Rhodococcus luteus ATCC 35014 -
Rhodococcus maris ATCC 35013 -
Rhodococcus rhodochrous ATCC 13808 -
Streptomyces albus subsp. albus ATCC 03004 -
Streptomyces griseus NCTC 4523 -
Streptomyces lavendulae ATCC 8664 -
Streptomyces rimosus subsp. rimosus ATCC 10970 -
Streptomyces somaliensis .
Streptomyces somaliensis ATCC 19437 -
Streptomyces somaliensis ATCC 33201 -
Tsukamurella paurometabolum ATCC 25938 -
+ Fragmento presente en ¢l PCR.

- Fragmento ausente en el PCR.
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4.4 Digestion Enzimatica del DNA

El DNA obtenido de Nocardia brasiliensis cepa HUJEG-1 fue
digerido con las enzimas de restricciéon BamHI y EcoRl. Con ambas
enzimas se observd que el DNA de esta cepa presentaba muchos sitios de
corte al correr el DNA digerido en un gel de agarosa al 0.8 %. Cuando los
DNA digeridos enzimaticamente se pusieron en contacto con la sonda
NB10-NB11 marcada con Peroxidasa se observé hibridizacién con una
banda de aproximadamente 1.7 kpb en el digerido con BamHI y con una

banda de aprox. 3 kpb en el caso del DNA digerido con EcoRI (Figura 10).

FIGURA 10-Digestién enzimitica de DNA genémico de Nocardia
brasiliensis HUJEG-1 con enzimas de restriccién BamHI (2) y EcoRI (3).
Marcadores de peso molecular (1 y 4).
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Se eligi6 BamHI para digerir las muestras de DNA de las demas
cepas de Nocardia brasiliensis asi como de los otros géneros de
actinomicetos debido a que se observaron muchos sitios de corte (Figura

11) adiferencia de EcoRI que no digeria bien las muestras de DNA.

FIGURA 11-. DNA gendmico de cepas de Nocardia brasiliensis
digeridas con la enzima de restriccion BamHI.

En las demds cepas de Nocardia brasiliensis se observo al igual que
en Nocardia brasiliensis cepa HUJEG-1 la presencia de la banda de
hibridizacién de 1.7 kpb cuando se pusieron en contacto con la sonda

NBI10-NB11.
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En el caso de las especies diferentes a Nocardia brasiliensis que
fueron positivas para este fragmento en los ensayos de PCR se observé que
al digerir los DNA con la enzima BamHI, algunas especies dieron la
presencia de bandas de hibridizacién con la sonda NB10-NB11 en los
ensayos de Southern blot. Aunque, a diferencia de N. brasiliensis estas

especies presentaban bandas de diferente peso molecular (Figuras 12 y 13).

-.N. brasiliensis NCTC 10300

-A. pelletieri ATCC 33385

-.N. otitidisacaviarum ATCC 14629
-.N. brevicatena ATCC 15333

-.N. transvalensis ATCC 06865

-N. nova ATCC 33726

-.N. asteroides NCTC 6761

-.N. asteroides LCDC 940238

Southern blot de DNA gendémico sondeado con fragmento NB10-NB11 de
Nocardia brasiliensis

FIGURA 12-.Southern blot de DNA de actinomicetos digeridos con
la enzima BamHI y utilizando la sonda NB10-NB11.
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1-.N. brasiliensis NCTC 10300
2-.G. bronchialis ATCC 25592
3-.G. sputii ATCC 33610

4-.G. terrae ATCC 25594
5-.R. equi ATCC 06939

6-.R. erytropolis ATCC 04277
7-.R. chubuensis ATCC 33609
8-.8. somaliensis ATCC 19437

5 iensis 2
1 2 3456789 9-.8. somaliensis ATCC 33201

Southern blot de DNA genémico sondeado con fragmento NB10-NB11 de
Nocardia brasiliensis

FIGURA 13-.Southern blot de DNA de actinomicetos digeridos con
la enzima BamHI y utilizando la sonda NB10-NB11.

En la Tabla 6 se presentan los resultados comparativos entre los ensayos de

PCR y de Southern blot para los actinomicetos examinados en este trabajo.
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Tabla 6-. Resultados de Southern blot utilizando la sonda NB10-NB11 y de
PCR con iniciadores NB10-NB11 de especies de Actinomicetos.

Especie PCR SOUTHERN TAMANO 1)) )
BLOT BANDAS (kpb)
Cepas de N. brasiliensis % +
N. asteroides NCTC 6761 - ; -
N. farcinica ATCC 03318 - . 1.5
N. nova ATCC 33726 + + 1.15, 3.0

N. carnea ATCC 06847 - -
N. transvalensis ATCC 06865 - -
N. brevicatena ATCC 15333 - -
N. otitidiscaviarum ATCC 14629 - -
A. pelletieri ATCC 33385 - -
A. madurae ATCC 19425 - -
S. somaliensis ATCC 19437 - -
S. somaliensis ATCC 33201 - -

R. equi ATCC 06939 + + 2.7,5.0
R. erythropolis ATCC 04277 + + 53,55,7.0
R. chubuensis ATCC 33609 e + 9.0

R. rhodochrous ATCC 13808 - -

G. bronchialis ATCC 25592 : ¥ 1

G. sputi ATCC 33610 + + 10

G. terrae ATCC 25594 - . 0.7

G. rubropertinctus ATCC 14352 - -




53

4.5 Analisis por secuenciacién de los amplicones obtenidos con los

iniciadores NB10-NB11

De las especies que fueron positivas para el PCR con NB10 y NB11
se aislaron y purificaron los amplicones obtenidos con el Kit Wizard PCR
de la forma descrita anteriormente y se secuenciaron en un Secuenciador
Automatico de Nucledtidos Modelo ABI 377-A con el estuche Prism-Ready
basado en Ampli-Taq CS y Polimerasa (Applied Biosystems, Fostercity,
California). Cada reaccién de secuenciacioncontenia 100 ng de DNA. Una
concentracién de 3.2 pM, 8 pul de Prism-Ready, Mics y todo eso fue sujeto a
25 ciclos de desnaturalizacién (96 °C, 30 segundos), alineamiento (50 °C,
15 segundos) y extensién (60 °C, 4 minutos). La secuenciaciéon fue
realizada por Robert Vogrig en el Federal Laboratory for Health Canada en
Winnipeg, Canada. Las secuencias fueron editadas utilizando el programa
Chromas y se alinearon manualmente. Este andlisis de alineamiento se

muestra en la Figura 14.
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FIGURA 14-, Secuencias nucleotidicas del fragmento NB10-NB11 de

actinomicetos positivos al PCR.

Aqui observamos que existen zonas del fragmento NB10-NB11 que
estin altamente conservadas como son las zonas de unién de los iniciadores
NB10 y NB11. En la parte interna de la zona de alineamiento del iniciador
NBI11 es donde se observé la mayor variacién de la secuencia nucleotidica

asi como en la zona central del amplicén.
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Al realizar la comparacién de las secuencias se observd mayor
similitud entre Nocardia brasiliensis y N. nova (88.4 %). La similitud fue
disminuyendo en las demds especies, teniendo una similitud con respecto a
Nocardia brasiliensis del 86.8 % en el caso de Rhodococcus erythropolis y
de un 83.6 % en Gordona sputi. La secuencia de Rhodococcus equi tuvo
una similitud del 80 % con respecto a Nocardia brasiliensis.

También se observé que las secuencias de Gordona sputi y de
Rhodococcus erythropolis eran muy similares entre si. Esta similitud
corresponde probablemente al grado de relacion filogenética existente entre

las especies mencionadas.

Al revisar la secuencia del fragmento NB10-NB11 de Nocardia
brasiliensis se observé que existe una secuencia central que es reconocida
por la enzima de restricciéon Sacll y que no esta presente en las otras
especies que dieron positivas para el ensayo de PCR.

Después de analizar las secuencias nucleotidicas de los diferentes
amplicones proseguimos a analizar si estas diferencias en la secuencia

nucleotidicas afectaban en la traduccién a aminoécidos (Figura 15).
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NOCARDIA NOVA
INOCARDIA BRASILIENSIS HUJEG-1
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FIGURA 15-. Secuencias aminoacidicas codificadas por el fragmento

NB10-NB11 de actinomicetos positivos al PCR.

En esta figura se muestran las secuencias aminoacidicas de Nocardia
brasiliensis y las otras especies positivas al PCR con iniciadores NB10 y
NBI11, en donde se observaron resultados semejantes a los obtenidos en el

analisis de las secuencias nucleotidicas.



57

Aqui se observd que la mayor similitud observada con respecto a N.
brasiliensis fue de un 87.3 % correspondiente a Nocardia nova.

Esta similitud fue disminuyendo hasta alcanzar un 82.7 % en el caso
de Rhodococcus erythropolis y Gordona sputi y de un 79.3 % en el caso de
Rhodococcus equi con respecto a Nocardia brasiliensis. La comparacion de
la secuencia de N. brasiliensis con otras especies negativas al PCR como el
caso de Streptomyces violaceus y S. coelicolor demostré que existe menor

similitud en la secuencia aminoacidica (71.2% y 56.3% respectivamente).

En las especies positivas al PCR se observaron secuencias
aminoacidicas que estaban altamente conservadas hacia el extremo amino
terminal asi como la zona central. La mayor zona de variacién se observé
hacia el extremo carboxi-terminal. Al igual que en el andlisis de las
secuencias nucleotidicas se observé una mayor similitud entre Rhodococcus

erythropolis y Gordona ;sputi entre si.
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4.6 Limite de Deteccién del PCR

Para determinar el limite de deteccién del método de PCR
procedimos a realizar diluciones tanto de células como de DNA. En las
Figuras 16 y 17 se muestran los resultados obtenidos.

4.6.1 Limite de deteccion con diluciones de células.

2345678910111213141516
£ R e 1-. Marcador 100 pb
| | 2-.920,000 cels.
® | 3500000 cels.
® 1 4.100,000cels.
we | 5-. 50,000 cels.

& :

- . 10,000 cels.
- . 5,000 cels.
- 8-. 1,000 cels.
T 0-. 500 cels.
10-. 100 cels.
11-. 50 cels.
12-. 10cels.
13- Scels.
14-.  2cels.
15~  1cels.
16-, Marcador 100 pb

PCR de N. brasiliensis con NB10-NB11 utilizando diluciones de células.

FIGURA 16-. PCR de diluciones de células de Nocardia brasiliensis
utilizando los iniciadores NB10 y NB11.
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En la figura 16 se observé que en todas las diluciones que se realizaron que
eran desde los 920,000 células hasta una célula se obtuvo la presencia del
amplicon NB10-NB11. Este ensayo se realizé por duplicado para corrobar
los resultados obtenidos y en ambos ensayos los resultados fueron los
mismos ademas de que se utiliz6 una solucién sin células como blanco para

este ensayo.

4.6.2 Limite de deteccion con diluciones de DNA.

B 0.7 8 940 5y &9

PCR con iniciadores NB10-NB11 (A) y NOC3-NOC4 (B) de diluciones
de DNA de Nocardia brasiliensis

FIGURA 17-. PCR de diluciones de DNA de Nocardia brasiliensis
utilizando los iniciadores NB10-NB11 y NOC3-NOC4.
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En la figura 17 se aprecian las amplificaciones realizadas con los
pares de iniciadores NB10-NB11 y NOC3-NOC4, en donde observamos
que para los iniciadores NB10-NB11 la amplificacién del fragmento se
obtuvo hasta una concentracién de 1 pg de DNA y para los iniciadores

NOC3-NOC4 se amplificé un fragmento hasta una concentracién 10 veces

menor (100 fg de DNA).
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S. DISCUSION

En este estudio se seleccion6 P61 para su analisis debido a que es una
proteina inmunodominante que induce la formacion de anticuerpos en
pacientes con micetoma. Hasta ahora no se ha caracterizado practicamente
ningun antigeno proteico de Nocardia brasiliensis y de acuerdo a los datos
de secuenciacién y fisicoquimicos la proteina P61 es una enzima de tipo
catalasa. Dado que las catalasas son enzimas conservadas entre diferentes
géneros, en nuestro estudio determinamos si otros actinomicetos
productores de micetoma comparten secuencias similares. Estudiamos
también especies de actinomicetos que aunque no producen
actinomicetomas, si se encuentran agrupadas junto con el género Nocardia
en el subgrupo 1 de bacterias que contienen acidos micélicos. Dentro de
este grupo 22 (Actinomicetos Nocardioformes), de la novena edicién del
Manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey se incluyen los géneros
Gordona, Rhodococcus y Tsukamurella (34).

En primer lugar se observé en los ensayos de PCR y Southern blot
que todas las cepas de Nocardia brasiliensis incluyendo a la cepa HUJEG-1
fueron positivas para el fragmento NB10-NB1L por lo que sospeché que
este fragmento del gen de la catalasa estd altamente conservado en esta

especie y no presenta polimorfismo de fragmentos de longitud, al menos en
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las cepas y en las condiciones de laboratorio estudiadas. En cambio, se ha
observado que en otros organismos, el gen de la catalasa puede presentar
variaciones e inclusive puede observarse la pérdida completa del gen lo que
afecta la virulencia de algunas bacterias como Mycobacterium tuberculosis
(33,67).

En nuestros ensayos de PCR utilizamos como control positivo a los
iniciadores NOC3-NOC4 que amplificaban un fragmento de
aproximadamente 200-pb del gen que codifica para el RNA ribosomal de
16S. Este fragmento esta altamente conservado en los actinomicetos
examinados, lo que se demostrd al obtener la amplificacién de este
fragmento en todas las especies que se les realizé el ensayo de PCR.
Debemos de considerar que en el estudio se incluyeron estreptomicetos y
maduromicetos y los resultados confirman la cercania de estos
microorganismos a los Nocardioformes.

Algunos microorganismos de especies diferentes al género Nocardia
como el caso de Rhodococcus erythropolis ATCC 04277, R. equi ATCC
06939, R. chubuensis ATCC 33609 y G. sputi ATCC 33610 fueron
positivos para el fragmento NB10-NB11. Estos resultados concuerdan con

la clasificacion que incluye al género Nocardia junto con los géneros



63

Rhodococcus, Gordona y Tsukamurella en el grupo 22, de actinomicetos
nocardioformes (34).

Nocardia asteroides anteriormente formaba un taxén heterogéneo
con muchas posibles subvariedades (8). Recientemente este complejo ha
sido dividido en 3 especies: Nocardia asteroides sensu stricto, N. nova y N.
farcinica. Aunque estas especies pueden ser diferenciadas por su capacidad
de utilizar algunas fuentes de carbono, por su crecimiento a 45 °C asi como
por sus diferentes patrones de icidos micdlicos o sensibilidad a antibidticos,
estos métodos son lentos y frecuentemente no son definitivos (64).

En nuestros experimentos observamos resultados distintos con estas
tres especies del complejo N. asteroides: N. asteroides sensu stricto fue
negativa tanto para €l PCR como en el Southern blot. N. farcinica fue
negativa para el PCR pero positiva en el Southern blot, en donde se
observo una banda de 1.5 kpb que hibridiz6 con la sonda NB10-NB11. En
contraste, N. nova fue positiva en el PCR y en el Southern blot presentando
bandas de 1.15 y 3.0 kpb.

Estos resultados concuerdan con la actividad enzimatica reportada
para estas especies en donde N. asteroides es catalasa negativa y N.
Jarcinica y N. nova son positivas (13). Los resultados de Southern blot de

N. farcinica y N. nova reflejan diferencias a nivel de nucleétidos, por lo que
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también se explica el resultado negativo del PCR en N. farcinica. La
presencia de cambios en los sitios de alineamiento de los iniciadores no
permiten la formacién del amplicon; sin embargo en el caso del Southern
blot la sonda puede reconocer el sitio interno del fragmento (por estar
conservado) y por lo tanto se obtiene una banda de hibridizacién en el
ensayo de Southern blot. En estudios posteriores sera importante determinar
las secuencias'completas de los genes para catalasas de Nocardia nova y N.
farcinica para disefiar una prueba especifica que facilite la identificacion de

estos microorganismos.

En los demas géneros se observé que los microorganismos que
fueron positivos para el PCR con los iniciadores NB10-NB11 también
fueron positivos para el Southern blot pero las bandas observadas fueron de
diferente tamafio molecular. En estos géneros también se presentaron
especies que siendo negativas para el PCR dieron positivas en el Southern
blot. Gordona terrae ATCC 25594 presenté una banda de 0.7 kpb y
Gordona bronchialis ATCC 25592 una banda de 1.1 kpb. El motivo de este
cambio es quizd el mismo que para Nocardia farcinica, esto es, diferencias
en la secuencia nucleotidica en los sitios de alineamiento de los iniciadores

para PCR
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En el caso de las especies que presentaban mas de una banda de
hibridizacién, se dedujo que esto puede deberse a la presencia de varios
sitios de reconocimiento para la enzima de restriccion que se encuentran en
la parte intema del fragmento y por lo tanto al colocar la sonda se
reconocen varias bandas dentro del digerido enzimético; otra explicacién
puede ser la presencia de varias catalasas con secuencias similares como en
el caso de Streptomyces coelicolor (24) o algunas Micobacterias (67).

Los resultados de Southern blot indican que estos microorganismos
poseen catalasas semejantes a la de Nocardia brasiliensis. La cercania
filogenética se observé claramente en las especies que dieron positivas para
el ensayo de PCR con los iniciadores NB10-NB11. Al compararlas y buscar
el grado de homologia, se observé que existe un mayor grado de homologia
en la secuencia nucleotidica de Nocardia nova con respecto a la de
Nocardia brasiliensis (88.4 %), esto debido a que pertenecen al mismo
género y poseen mas caracteristicas comunes. Este grado de relacién en la
secuencia fue disminuyendo en el caso de las otras especies de
actinomicetos que fueron positivos para el ensayo de PCR.

Las diferencias en la secuencia de aminoacidos codificados por esta

secuencia de nucledtidos presentaron resultados similares al de nucledtidos
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en donde se observé que la mayor similitud de la secuencia de aminoacidos

de N. brasiliensis, 1a presentaba Nocardia nova.

Para determinar el limite de deteccién del método de PCR utilizado
en este estudio, nosotros realizamos diluciones de células asi como
diluciones de DNA obtenido de Nocardia brasiliensis cepa HUJEG-1. En el
caso de las diluciones celulares se llev6 cabo el ensayo por duplicado y en
todas las concentraciones celulares se obtuvo la presencia del amplicén
NB10-NB11 (de 1 a 920,000 células). En este experimento se utilizé una
muestra blanco libre de células para descartar una posible contaminacion de
células por el uso de la micropipeta, obteniéndose un resultado‘negativo en
la amplificacién con dicha muestra. En algunos reportes se han obtenido
amplificaciones hasta de 0.1 UFC al utilizar un ensayo de PCR
"empalmado” (42)

Al determinar el limite de deteccién del PCR a partir de diluciones de
DNA, nosotros utilizamos los iniciadores NB10-NB11 y NOC3-NOC4. En
este experimento observamos que el método de PCR era mas afin para el
par de iniciadores NOC3-NOC4, ya que se amplificé una banda hasta una
concentraciéon de 100 fg de DNA a diferencia de los iniciadores NB10-

NB11 que amplificaron una banda a una concentracion 10 veces mayor (1



67

pg de DNA). Estos resultados son aproximados a los reportados por
Miyazaki (42) al utilizar diluciones de DNA obtenidos de Mycobacterium
tuberculosis, en donde logré una amplificacién hasta los 10 fg de DNA en

un PCR "empalmado".

Las catalasas de diferentes microorganismos poseen un amplio rango
en el tamafio de sus subunidades , una variedad de estructuras cuaternarias y
al menos dos grupos prostéticos, ademas de diferencias en la secuencia
aminoacidica (39). En base a la diversidad en la funcion y en la secuencia,
las catalasas se dividen en 3 grupos principales:

1)Las Catalasas Monofuncionales, que son producidas por muchas
bacterias, plantas, hongos y animales. Este tipo de catalasa poseen una
actividad de peroxidasa débil y se subdividen en base al tamafio de la
subunidad en catalasas con subunidades pequeiias (55 a 69 kDa) y con
subunidades grandes (75 a 84 kDa). Las catalasas monofuncionales se
encuentran principalmente en forma de tetrdmeros pero también existen
dimeros y hexédmeros, ademas de estructuras inusuales de heterotrimeros.
De acuerdo al peso molecular y a la secuencia nucleotidica, la P61 de
Nocardia brasiliensis pertenece a este grupo de catalasas monofuncionales

con subunidad pequefia. Las catalasas monofuncionales comparten una



estructura central en forma de barril B que contiene al grupo hemo. El
acceso al grupo hemo es por medio de canales angostos que limitan la
entrada a moléculas pequeiias, explicando en parte, la débil actividad de
peroxidasa entre estas catalasas. Las catalasas poseen un alto indice de
conversidn, lo que sugiere la presencia de rutas de entrada y salida
independientes que previenen la interferencia entre el H,O, entrante y el O,
que se libera.

2)Las Catalasas-Peroxidasas que estan presentes solo en bacterias y
hongos. Son parecidas a las peroxidasas de plantas y hongos en secuencia
pero poseen subunidades mas grandes (aprox. 80 kDa).

3)Las Catalasas sin grupo hemo. Existen solo 3 enzimas de diferentes
especies de bacterias. En estas enzimas la actividad es derivada de un centro
de reacciobn rico en manganeso por lo que se les denomina
"pseudocatalasas".

Las catalasas juegan un papel muy importante en la virulencia
bacteriana principalmente por combatir el "estallido oxidativo” de los
fagocitos humanos en los cuales una NADPH oxidasa genera grandes
cantidades del ion superdxido (O;). El bajo pH dentro del fagolisosoma
convierte el O, en HyO;, que es letal para las bacterias que carecen de

catalasa (39). En N. brasiliensis se desconoce mucho sobre los factores
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presentes en el microorganismo que favorecen la infeccién. La clonacién
del gen para P61 y la produccién en células de Nocardia brasiliensis AkaiN

permitird determinar si esta enzima es importante para evadir este sistema

de defensa.
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6. CONCLUSIONES

1. El fragmento NB10-NB11 del gen de la catalasa estd altamente

conservado en las cepas de Nocardia brasiliensis.

2. En algunos actinomicetos de los géneros Gordona y Rhodococcus
existen secuencias similares al fragmento NB10-NB11. Esto se
confirmé mediante ensayos de Southern blot en donde las especies
que fueron positivas al fragmento NB10-NB11 presentaron bandas de
hibridizaciéon a la sonda NB10-NB11 pero de diferente tamaiio

molecular,

3. El fragmento NB10-NB11 esta presente en especies del género
Nocardia que estan muy relacionadas a Nocardia brasiliensis, como

es ¢l caso de Nocardia farcinica y Nocardia nova.

4. El limite de deteccién del PCR utilizado fue de 1 pg de DNA
utilizando los iniciadores NB10-NB11 y de 2 células realizando
diluciones de una suspensiéon celular con el mismo grupo de
iniéiadores, por lo que se concluye que el método de PCR es muy
eficiente en la deteccién de este fragmento y que serd muy iitil su

aplicacion en muestra clinicas.
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APENDICE

PREPARACION DE SOLUCIONES

a) Para la extraccién de DNA

1-.Buffer TE 10 X (Tri-EDTA)

100mM Tris/HC], pH 8.0

10 mM EDTA

Disolver en agua destilada. Esterilizar. Almacenar a temperatura

ambiente.

2- Lisozima 10 mg/mL
Disolver 10 mg de Lisozima en 1 mL de agua destilada. Almacenar

en alicuotas de 500 pL a temperatura de -20 °C por no mas de 1 afio.

3-.SDS al 10%-. Pesar 10 g. de SDS y aforar a 100 mL con agua
destilada. Mantener en alicuotas de 500 pL a -20 °C por no mas de 1 aiio.

4- Proteinasa K 10 pg/pL-. Pesar 10 mg de Proteinasa K y agregar 1
mL de agua destilada, Mantener a -20 °C.

5-.NaCl § M-. Pesar 29.2 g. de NaCl y aforar a 100 mL de agua
destilada. Esterilizar. Almacenar a temperatura ambiente por no mas de 1

afio.



6-.Solucién de CTAB/NaCl.

Disolver 4.1 g de NaCl en 80 mL de agua destilada. Mientras se
agita, se agregan 10 g de CTAB (Bromuro de Cetil, Trimetil Amonio). Si es
necesario, calentar la solucién a 65 °C para disolver. Aforar el volumen

final a 100 mL con agua destilada. Almacenar a temperatura ambiente.

7-.Cloroformo:Alcohol Isoamilico, 24:1

Mezclar 24 volimenes de Cloroformo con 1 volumen de Alcohol

Isoamilico. Almacenar a temperatura ambiente.

8-Isopropanol. Almacenar a temperatura ambiente.

9-.Etanol al 70 %. Mezclar 70 mL de alcohol etilico concentrado
con 30 mL de agua destilada.

10-.Tris-HCl 2 M. Disolver 6.06 g de Tris en 17.5 mL de agua
bidestilada. Ajustar a pH 7.5 con HCl y aforar a 25 mL con agua
bidestilada.

b)Para la Electroforesis en Gel de Agarosa al 1.5%

1-.Agarosa al 1.5%. Pesar 0.39 g. de agarosa y disolver en 26 mL de
buffer TAE 1X. Calentar y agitar.

2-.Buffer TAE 50X, Pesar 242.2 g de Tris y disolver en 400 mL de
agua bidestilada. Agregar 200 mL de EDTA 500 mM y 57.1 mL de Acido
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Acético Glacial. Ajustar a pH de 8.0 y aforar a 1 litro. Esterilizar en

autoclave.

3-.Buffer TAE 1X. Tomar 2 mL de buffer TAE 50 X y aforar a 100

mL con agua bidestilada. Esterilizar en autoclave.

4- Buffer de carga 6X. Mezclar 5 mL de Glicerol con 250 uL de
buffer TAE 40 X, Mezclar vigorosamente. Agregar 1 mL de Azul de
bromofenol saturado y 1 mL de Xilencianol al 10 %. Agregar 2.75 mL de
agua bidestilada. Almacenar a 5 °C.

c) Para realizar las digestiones enzimaticas del DNA

1-Ribonucleasa A. Pesar 10 mg de Ribonucleasa A (Sigma
Chemicals Co., St. Louis, MO) y aforar a 1 mL con agua bidestilada estéril.
Separar en alicuotas de 50 pL de enzima. Almacenar a -20 °C por no mas

de 6 meses.

2-HCl1 0.25 M. A 20 mL de Acido Clorhidrico concentrado se le
agregan 980 ml de agua destilada.

3-NaOH 0.25 M. Pesar 10 g de NaOH y aforar a un litro en un

matraz de aforacidn.




d) Para la purificaciéon de los amplicones NB10-NB11

1-.Agarosa de Bajo Punto de Fusion (LMP) al 1 %. Pesar0.30 g
de agarosa LMP y agregar 30 mL de buffer TAE 1X. Disolver con calor.

e) Para los ensayos de Southern blot

1- Buffer SSC 20X. Pesar 88.23 g de Citrato de Sodio. Disolver en
agua bidestilada., Agregar 175 g de NaCl y agitar. Aforar a 1 litro.

2-.-Buffer de Lavado Primario. Pesar 4 g de SDS. Agregar 25 mL
de SSC 20 X y aforar a un litro con agua bidestilada.

3-.Buffer de Lavado Secundario. Colocar 100 mL de SSC 20 X en
un matraz y aforar a un litro de agua bidestilada.

f) Para los ensayos de la determinacién del Limite de Deteccion del
método de PCR.

1-.Agar Sangre. Preparar.un litro de agar bacteriolégico. Esterilizar
en autoclave por 15 minutos a 15 1bs/plg®. Enfriar a 55 °C y agregar sangre

de carnero hasta una concentracién final del 5 %.
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