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RESUMEN

La aplicacion de técnicas moleculares para la identificacion de microorganismos ruminales, re-
quiere ADN de excelente calidad. El objetivo del presente estudio fue evaluar cinco protocolos para
la extraccién de ADN, a partir de liquido ruminal recolectado a través de sonda esofagica de cinco
bovinos raza Holstein, el cual se almacend a —80°C hasta su analisis. Para la extracciéon de ADN,

se emplearon los siguientes protocolos:
1. ADN cromosomal bacteriano (CB)
2. ADN gendmico de bacteria (GB)
3. Homogenizacién con perlas acoplado a columna (PAC)
4. Paquete comercial ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (ZBDMK)
5. Paquete comercial Stool DNA isolation kit (SDIK)

Se determiné la pureza, concentracion e integridad del ADN por espectrofotometria y en adicion,
para evaluar la calidad del ADN, se realiz6 electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %. Todos los
protocolos dieron como resultado extractos de buena calidad de acuerdo con la relacién 260/280.
Sin embargo, los extractos obtenidos por los protocolos CB, PAC y SDIK no cumplen con los
parametros de calidad correspondientes a la relacion 260/230. El extracto obtenido con el protocolo
GB obtuvo mayor concentraciéon de ADN con respecto a los protocolos PAC, ZBDMK y SDIK, asi
como parametros de pureza éptimos con respecto a los demés protocolos. La presencia de ADN
genomico se confirmé mediante un PCR punto final donde para los cinco protocolos se obtuvo
amplificacién del producto esperado. La identificacién de microorganismos ruminales especificos
se efectué mediante PCR tiempo real para todos los protocolos. Los resultados indicaron que
la extraccion de ADN genémico de bacteria (GB) fue el protocolo 6ptimo para el desarrollo de

estudios posteriores dentro del Departamento de Nutricién Animal y Bioquimica.



1 INTRODUCCION

1. Introduccidon

Los animales son transformadores biolégicos de materia y energia en alimentos de alta calidad
aptos para consumo humano, asi como materias primas para vestimenta y accesorios utilizados
en el cotidiano [1]. Desde su domesticacion en el Neolitico, el ganado ha pertenecido a la riqueza
cultural de la humanidad. La reconstruccion de su historia es un campo activo de investigacion
donde la base de datos arqueoldgicos se complementa con una diversidad de anélisis de ADN de

muestras modernas y antiguas de ganado [2].

En la actualidad, con la intenciéon de asegurar la salud animal durante la mejora en el ren-
dimiento de los sistemas pecuarios y para poder manipular mediante la alimentacién el impacto
ambiental, ha aumentado el interés por estudiar la diversidad, asi como los cambios que ocurren
en la poblaciéon microbiana ruminal. Debido a sus caracteristicas y requerimientos fisiolégicos par-
ticulares, los microorganismos ruminales son muy dificiles de aislar y cultivar [3]. Las técnicas de
biologia molecular, al ser técnicas independientes de cultivo, son ampliamente utilizadas para el

andlisis de la estructura de comunidades bacterianas ruminales [4].

Por esta razon, se ha incursionado en el uso de métodos moleculares para la caracterizacion de
microbiotas ruminales, donde el éxito recae en la calidad del extracto de ADN obtenido. Para ex-
tracciones a partir de muestras biolégicas liquidas existen diferentes técnicas, las cuales pueden ser
procedimientos tradicionales donde el experimentador es responsable de la preparacion de reacti-
vos, asi como paquetes comerciales con protocolos estandarizados que facilitan la experimentacion
con un costo alto. Sin embargo, son escasos los estudios comparativos que evalien la eficiencia de

los diversos métodos.

Con la finalidad de obtener ADN puro e integro a partir de liquido ruminal bovino, se evaluaron
cinco métodos de extraccion para determinar, cual método es el éptimo para realizar estudios

especificos posteriores.

UNAM 10



2. Antecedentes

2.1. Rumiantes

Los mamiferos herbivoros que mastican durante lapsos prolongados el bolo alimenticio, como
los bovinos, ovinos, caprinos y bufalos, son considerados rumiantes [5]. Estos animales conservan
un enorme significado para la humanidad, ya que convierten la energia almacenada en polimeros
de biomasa vegetal. Cuentan con la capacidad de degradar carbohidratos estructurales presentes
en forrajes, los cuales no son digeribles para los humanos, transforméandolos asi en productos

alimenticios digeribles como la carne y la leche [6].

En general, en las dietas para rumiantes los carbohidratos constituyen entre el 70 y 80 % de la
materia seca (MS). Andlisis actuales los dividen en fracciones relacionadas con sus caracteristicas
digestivas o fermentativas. Se pueden dividir en fibra y no fibra. Se considera que los carbohidratos
no fibrosos (mono y disacaridos, oligosacaridos y fructanos), son més digeribles y pueden fermen-
tar mas rapido. En comparacion, los considerados fibra detergente neutra (FDN), representan la
fraccion digerible solo por microorganismos ruminales y que tipicamente fermentan mas lento que

otros carbohidratos, dentro de esta clasificacién encontramos a la celulosa y a la hemicelulosa [7].

La celulosa es el componente primario de las paredes celulares de las plantas, sin embargo, los
animales superiores no secretan enzimas que puedan digerirla por lo que dependen de las enzimas
digestivas microbianas [8]. En el sistema digestivo de estos animales se alberga una red biol6gica
compleja donde todas las formas primitivas, desde arqueas hasta protozoarios existen en estrecha

proximidad [9].

Los rumiantes se han especializado en consumir material vegetal fibroso gracias a los microor-
ganismos que habitan en simbiosis en el rumen [10]. El sistema digestivo de los rumiantes consta
de cuatro camaras: rumen, reticulo, omaso y abomaso el cual es considerado como el estémago

verdadero (Figura 1).

Facultad de Quimica 11



2 ANTECEDENTES

Reticulo~

Abomaso~

Figura 1: Sistema digestivo rumiantes

1]

2.1.1. Rumen

El rumen es el principal 6rgano digestivo en rumiantes, un sistema eficiente de fermentacion
anaerobica el cual le confiere a los bovinos, ovinos y caprinos ventajas que se representan como
la eficiente digestion de largas cantidades de compuestos lignoceluliticos, la capacidad de utilizar

fuentes de nitrégeno no proteico, asi como mecanismos de desintoxicacién [11].

Es una camara especializada dentro del tracto gastrointestinal donde un complejo ecosistema
microbiano se desarrolla de manera 6ptima y extrae nutrientes de una variedad de productos
agricolas consumidos por los animales los cuales son utilizados por los microorganismos, asi como

por el rumiante [12].

Esta dividido por sacos musculares en craneal, dorsal, ventral, ciego caudodorsal y ciego cau-
doventral. Los sacos craneales y dorsales son para sélidos y el saco ventral para liquidos. La pared
del rumen tiene pequenas y extensas proyecciones tipo huella dactilar llamadas papilas, las cua-
les aumentan la superficie de contacto mejorando asi las funciones de absorcién de nutrientes y
de productos de fermentacién del rumen hacia la sangre. El rumen se desarrolla con la edad del
animal, depende del consumo de dietas ricas en fibras y del establecimiento microbiano. Los mi-
croorganismos que colonizan el rumen provienen del entorno y de otros animales con los que entra

en contacto el rumiante neonato, asi como de la leche y alimento ingerido [1].

UNAM 12



2.1 Rumiantes

2.1.2. Obtencidén de liquido ruminal

El liquido ruminal se puede obtener mediante dos métodos: por medio de sondas o por rume-
nocentesis, la cual implica la aspiracién del contenido ruminal y esta principalmente indicado para

el diagnodstico de acidosis ruminal clinica [13].

La canulacién ruminal se considera el método de referencia para la recoleccion de muestras
representativas de digesta ruminal y, por lo tanto, se usa ampliamente en la investigacion de
nutricion en rumiantes. La canula ruminal permite la recoleccion de fracciones tanto sélidas como
liquidas de la digesta ruminal [14]. La obtencién de liquido ruminal con sonda se realiza utilizando
un tubo plastico o de goma de aproximadamente 2,3 m de largo y 1 cm de didmetro, el que se

introduce via oral. Puede ayudarse de bombas aspirantes [15].

Los estudios del ecosistema micobiano ruminal han requerido tradicionalmente la utilizacion
de animales canulados, sin embargo los costos elevados de la cirugia y del mantenimiento de los
animales limitan el acceso con facilidad a las muestras ruminales. Métodos como la utilizacién
de sondas han sido empleados para hacer transfaunaciones de animales saludables a otros con
desordenes digestivos y enfermedades metabdlicas, asi como para la obtencion de liquido ruminal
para su andlisis [16]. El liquido ruminal y las fracciones de contenido fibroso difieren sustancialmente
en términos de naturaleza fisica y asociadas a microorganismos [17], por lo cual es importante

diferenciar cual es la microbiota presente en el liquido ruminal.

2.1.3. Microbiologia

La matriz bioldgica dentro del rumen es responsable de la degradacién completa de la materia
organica ingerida por los animales. Contiene aproximadamente 10! células microbianas por gramo
de contenido ruminal, dentro de esta comunidad encontramos arqueas, bacterias, protozoarios

ciliados, hongos y virus [11].

La estructura asi como la funcién del microbioma en el rumen depende principalmente de

Facultad de Quimica 13



2 ANTECEDENTES

la dieta ingerida por los animales. Ademads, la gran cantidad de enzimas que degradan la fibra
expresadas en el rumen sirve como un recurso unico para el descubrimiento de nuevas enzimas

lignoceluloliticas ttiles para la produccién de biocombustibles [18].

Una sucesion compleja de microorganismos participan en el catabolismo cooperativo de sus-
tratos en el rumen, asi como en la fermentaciéon. Sin microorganismos ruminales o cuando los
ecosistemas ruminales son perturbados, se puede dar una cascada de efectos en la salud del animal

y en la productividad [9)].

Avances en biologia molecular y genémica ayudan en la comprension de la microbiologia ruminal,
ofreciendo nuevas oportunidades que permiten una examinacién de la estructura y la funcién de las
comunidades ruminales permitiendo asi mejoras en el uso de alimentos, asi como en la manipulacién

de la composicién microbiana en los ganados.

La adhesién de microorganismos a sustancias solidas resulta un factor importante en la di-
gestion del alimento. Los microorganismos involucrados en las funciones ruminales pueden ser
bacterias, bacteriofagos, hongos, metandgenos y protozoarios. La mayoria de la actividad enzima-
tica se atribuye a bacterias ruminales (Tabla 1), las cuales se han clasificado con respecto a sus
funciones en acetdgenas, acidofilas, celuloliticas, hemiceluloliticas, lipoliticas, pectinoliticas, proteo-
liticas, sacaroliticas, taninoliticas y ureoliticas. Los principales bacteriéfagos, hongos, metanégenos

y protozoarios se describen en la (Tabla 2), [19].

La composicion de la dieta ingerida por el animal es de los factores que més influyen a las

comunidades microbianas ruminales y a los productos de su fermentacién [20].

UNAM 14



2.1 Rumiantes

Tabla 1: Bacterias involucradas en funciones ruminales

Bacterias

Acetogénicos Acetitomaculum ruminis, Eubacterium limosum

Utilizadores de 4cido ~ Megasphaera elsdeni, Wolinella succinogenes, Veillonella gazogene,
Micrococcus lactolytica, Oxalobacter formigenes, Desulfovibrio desulfuricans,
Desulfotomaculum ruminis, Succiniclasticum ruminis

Celuloliticas Fibrobacter succinogenes, Butyrivibrio fibrisolvens, Ruminococcus flavefaciens,
Ruminococcus albus, Clostridium cellobioparum, Clostridium

longisporum, Clostridium lochheadii, Eubacterium cellulosolvens

Hemiceluloliticas Prevotella ruminicola, Fubacterium xylanophilum, Eubacterium uniformis
Lipoliticas Anaerovibrio lipolytica

Pectinoliticas Treponema saccharophilum, Lachnospira multiparus

Proteoliticas Prevotella ruminicola, Ruminobacter amylophilus, Clostridium bifermentans
Amiloliticas Streptococcus bovis, Ruminobacter amylophilus, Prevotella ruminicola
Sacaroliticas Succinivibrio dextrinosolvens, Succnivibrio amylolytica, Selenomonas

ruminantium, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus
helveticus, Bifidobacterium, globosum, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium thermophilum, Bifidobacterium ruminale,
Bifidobacterium ruminantium

Taninoliticas Streptococcus caprinus, Fubacterium oxidoreducens

Ureoliticas Megasphaera elsdenii

Modificado de [19]
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2 ANTECEDENTES

Tabla 2: Microorganismos involucrados en funciones ruminales

Fago W M1 de Methanobacterium, Fago W M10 de Methanobacterium,
Fago W M100 de Methanobacterium, Fago W M100 de Methanothermobacter,
Fago ¥ M2 de Methanobacterium

Piromyces communis, Piromyces mae, Piromyces minutus, Piromyces
dumbonicus, Piromyces rhizinfl atus, Piromyces spiralis, Piromyces citronii,
Piromyces polycephalus, Anaeromyces mucronatus , Anaeromyces elegans,
Caecomyces communis, Caecomyces equi, Caecomyces sympodialis,
Cyllamyces aberensis, Cyllamyces icaris, Neocallimastiz frontalis,
Neocallimastiz patriciarum, Neocallimastiz hurleyensis, Neocallimastix

variabilis, Orpinomyces joynii, Orpinomyces intercalaris

Methanobacterium formicicum, Methanobacterium bryantii,
Methanobrevibacter ruminantium, Methanobrevibacter smithii,

Methanomicrobium mobile, Methanosarcina barkeri,

Entodinium bovis, Entodinium bubalum, Entodinium bursa, Entodinium
caudatum, Entodinium chatterjeei, Entodinium parvum, Entodinium
longinucleatum, Entodinium dubardi, Entodinium exiguum, Epidinium
caudatum, Isotricha prostoma, Isotricha intestinalis, Dasytricha
ruminantium, Diplodinium dendatum, Diplodinium indicum, Oligoisotricha

bubali, Polyplastron multivesiculatum, Eremoplastron asiaticus

Modificado de [19]
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2.1 Rumiantes

Es de suma importancia identificar a los microorganismos del rumen ya que la composicién puede
presentar variaciones que derivan de factores especificos en cada animal, tales como: composiciéon de
la dieta, tiempo destinado a la rumia, cantidad de saliva segregada, consumo de agua y capacidad

de avance de la digesta [21].

2.1.4. Efecto de la dieta sobre la microbiota ruminal

El crecimiento microbiano ruminal depende de la capacidad de degradar y fermentar los ingre-

dientes en la dieta [22].

Describir la influencia de diferentes dietas en la disposicion comunitaria inherente y las activi-
dades metabdlicas asociadas de las fracciones ruminales mas activas resulta de gran interés para

la nutricién animal, la biotecnologia y la climatologia [18].

La selectividad en el pastoreo, velocidad de ingestién del alimento, fertilidad del terreno, lo-
calizacion geografica y clima, son factores que pueden influenciar la calidad y cantidad de los
nutrientes presentados a los microorganismos bacterianos del rumen. Las variaciones ciclicas que
presentan las poblaciones bacterianas del rumen a lo largo del dia, son afectadas por la frecuencia
de la alimentacion. La variacién en el niimero de microorganismos es menor cuando los animales
son alimentados frecuentemente dependiendo de la naturaleza de la dieta. Con respecto al efecto
de la composicion de la dieta, las observaciones no son del todo concluyentes. Dietas muy ricas
en carbohidratos solubles producen una depresion de los microorganismos celuloliticos. Valores
adecuados de proteinas en la dieta, implican usualmente un aumento del nimero de bacterias en
comparacion con dietas bajas en proteinas. Normalmente, el nimero de bacterias/g del conteni-
do ruminal tiende a ser mayor en animales alimentados con pastos verdes, en comparacién con

aquellos alimentados con raciones secas [23].

Estrategias de alimentacion, inclusion de aditivos y suplementos son utilizados para optimizar
el rendimiento del animal, sin embargo los mecanismos de accién son considerados desconocidos e

histéricamente, la investigacién en microbiologia ruminal no ha podido correlacionar las diferencias
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2 ANTECEDENTES

en las poblaciones bacterianas, su funcién o la filogenia con datos significativos. Dado que las
transiciones dietéticas durante la vida del rumiante impactan directamente en la composicion

microbiana, es necesario considerar el periodo de adaptacién que requiere el animal [24].

Con los enfoques de alto rendimiento basados en acidos nucleicos, una comprensién micro-
biana de estrategias nutricionales comprobable puede sentar las bases para nuevos avances en la

produccién de rumiantes [24].

Técnicas convencionales basadas en el cultivo de microorganismos, como el aislamiento, enu-
meracion y caracterizacion nutricional han provisto informacién significativa sobre la diversidad
microbiana ruminal; sin embargo, en la actualidad con el desarrollo de nuevas tecnologias se ha

enriquecido el conocimiento sobre los ecosistemas ruminales [25].

Con la identificacién del genoma humano surgieron mas herramientas biotecnolégicas para el
desarrollo de técnicas y enfoques cientificos que permiten estudiar las relaciones del genoma con

el comportamiento en cada organismo [26].

El microbioma ruminal, asi como otros microbiomas, fueron investigados usando métodos de-
pendientes de cultivo por muchas décadas hasta los anos ochenta, cuando el gen 16S rRNA fue
identificado y aplicado para andlisis [27], debido a lo anterior resulta el acercamiento estandar para

investigaciones independientes de cultivo sobre la diversidad microbiana [28].

Debido a la conservacion evolutiva de los genes de 16S y 18S del RNA, se pueden utilizar
técnicas que permiten enumerar microorganismos dirigidos dentro de un ecosistema complejo sin

necesidad de medios de cultivo [25].

2.2. Identificaciéon por analisis del gen 16S rRNA

Para estudiar la filogenia molecular se emplea el gen que codifica para 16S rRNA el cual esta
distribuido universalmente, es estable y por lo tanto altamente conservado entre los microrganismos

[29]. Su funcién consiste en reconocer la secuencia conocida como Shine-Dalgarno presente en el
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2.2 Identificacion por andlisis del gen 16S rRNA

RNA mensajero para asi comenzar la traduccién.

Recientemente la secuenciacién del rRNA se ha convertido en la estrategia mas comun para dis-
tinguir entre organismos asi como para mostrar relacion filogenética y en tltima instancia clasificar

un organismo a nivel de género y especie [30].

La secuencia del amplicon del gen 165 rRNA es la estrategia utilizada para estudiar el microbio-
ma del rumen. Estas tecnologias permiten la evaluacion de estrategias nutricionales que permitan

manipular el ecosistema ruminal para beneficiar al ganado y a la produccion [31].

El 16S rRNA contienen aproximadamente 1500 nucledtidos, con varias regiones de secuencia
altamente conservadas, pero al mismo tiempo presenta variabilidad de secuencia suficiente en otras

regiones de la molécula [30].

2.2.1. Regiones del gen 16S rRNA

La identificacién molecular basada en el andlisis del 165 rRNA puede representar una ventaja
tanto en tiempo como en precisién, llegando incluso a competir de manera favorable con otras

técnicas rapidas y eficaces, como las inmunolégicas [32].

El gen 165 rRNA tiene regiones altamente conservadas intercaladas con regiones variables. Las
regiones conservadas sirven de ancla para disenar los primers para PCR mientras que secuenciar

las regiones variables permite la identificacién de microorganismos [33] (Figura 2).

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp
\'a v2 V3 V4 V5 V6 v7 V8 Vo

REGIONES CONSERVADAS Aplicaciones inespecificas

REGIONES VARIAEBELES Aplicacicnes especificas para genero y especie

Figura 2: Regiones del 16S rRNA.
Modificado de [33]
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Las regiones de alta variabilidad (Figura 3), permiten la identificacion de bacterias estrechamen-
te relacionadas mientras que las regiones conservadas determinan a las bacterias relacionadas de
forma distante [34]. Las moléculas de ADN resultan los compuestos objetivo para la identificacién
de especies debido a su alta estabilidad comparado con proteinas y a su presencia en la mayoria

de los medios biolégicos [35].
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Figura 3: Regiones variables del 165 rRNA
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2.3 El Acido Desoxirribonucleico (ADN)

2.3. El Acido Desoxirribonucleico (ADN)

El ADN es la molécula que contiene la informacion genética de los organismos. Por lo anterior,
para conocer como el ADN realiza las funciones genéticas de almacenamiento y replicacién, fue

indispensable determinar su estructura tridimensional.

La imagen que obtuvo la investigadora Rosalinda Franklin (Figura 4), mediante difraccién de
rayos X en 1952 muestra la estructura de doble hélice del ADN con claridad sorprendente. Lo

anterior inspir6 el desarrollo del modelo publicado sobre la estructura de los dcidos nucleicos.

Figura 4: Rosalind Franklin y la fotografia 51 de la doble hélice
[37]

La molécula de ADN esta formada por tres componentes: un grupo fosfato el cual polimeriza la
cadena, un aztcar (desoxirribosa), la cual da el sentido de 5’ a 3’ y una base nitrogenada, la cual
confiere la especificidad y de manera complementaria con la base de la otra cadena se forma asi la

estructura en doble hélice.

Existen cuatro tipos de bases nitrogenadas y, por consiguiente, cuatro tipos de nucleotidos en el
ADN. Las bases llamadas purinas son la adenina y la guanina y las pirimidinas son la citosina y la
timina.La complementariedad entre las bases estd dada por puentes de hidrégeno e interacciones
hidrofébicas, generando estabilidad a la doble hélice, la carga eléctrica del ADN es negativa ya que

la confiere los grupos fosfatos [38].
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Los enlaces més estables ocurren cuando la guanina forma 3 puentes de hidrégeno con la citosina
y la adenina 2 puentes de hidrégeno con la timina (Figura 5). El apareamiento especifico de los
nucleétidos significa que las dos cadenas son complementarias en su secuencia de bases. Las dos

cadenas de ADN estén enrolladas entre si para formar una doble hélice.

Puente de hidrégeno

Figura 5: Estructura doble hélice
Modificado de [39]

La cantidad de genes varia de un organismo al otro y el tamafio de una molécula de ADN se
puede expresar como el numero de bases nucleotidicas o de pares de bases por molécula. Asi, una
molécula de ADN con 1000 bases es una kilobase (Kb) de ADN. Si el ADN es de doble hélice, se
habla de pares de kilobases (Kbp). Por tanto, una doble hélice de 5000 pares de bases tendra un

tamano de 5 Kbp.

El flujo de informacion genética empieza con la replicacién que es la sintesis de ADN utilizan-
do un molde o templado. Es un proceso semiconservativo que implica una bateria de enzimas y

procesos especiales. Si la doble hélice se abre, se puede sintetizar una nueva cadena como comple-
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2.3 El Acido Desoxirribonucleico (ADN)

mento de cada una de las cadenas parentales. Asi, la sintesis de ARN usando ADN como molde

es conocida como transcripcion [29].

2.3.1. Extraccion de ADN

A lo largo del tiempo se han disenado distintos protocolos con la finalidad de obtener concentra-
ciones de calidad adecuada de ADN, asi como garantizar la eliminaciéon de inhibidores potenciales
que dificulten el tratamiento posterior de la molécula. Los métodos tradicionales, desarrollados en
los anos 50, utilizan solventes organicos para separar proteinas del ADN y una vez suspendido en
la fase acuosa, aislarlo por precipitacién con etanol. La extraccion puede tomar horas y consiste en
cinco pasos principales: homogenizacion del tejido, lisis celular, separacion de proteinas y lipidos,
precipitacion ADN. Las técnicas acopladas a columnas de purificacién facilitan el aislamiento del

ADN empleando pasos de centrifugado, lavado y elucién (Figura 6).

(5]

Centrifugar
—

Figura 6: Extraccion ADN.

Elaborada con www.biorender.com

Los principios generales para los procesos de extraccion de ADN constan de tres partes, primero
la desintegracion de las células con el uso de detergentes y proteinasas, después extraccion de
proteinas y polisacaridos con fenol-clorofomo-alcohol isoamilico y al ultimo la precipitacion de

ADN con etanol [40].
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Los reactivos mas usados son:

= Soluciones de lisis, las cuales contienen detergentes que desestabilizan la membrana celular

y liberan el contenido al medio. Se componen por:
o Tris base buffer pH 8
« EDTA
e SDS detergente que rompe la membrana celular y nuclear

Proteinasa K: corta histonas del ADN

Mezcla Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamilico: el fenol disocia las proteinas, el cloroformo des-

naturaliza proteinas y lipidos y el alcohol evita la espuma.

Etanol frio: precipita ADN

Agua grado biologia molecular.

A partir de los anos 90 llegaron al mercado paquetes o kits comerciales de extraccién que utilizan
matrices inorganicas compactas cargadas positivamente capaces de retener ADN y separarlo del
resto de las biomoléculas. Existen diferentes formas para evaluar la calidad de los extractos de
ADN, puede ser a través de su integridad en geles de agarosa o a través de su cuantificacion

espectrofotométrica [41].

2.4. Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis a través de geles de agarosa es utilizada para separar identificar y purificar
fragmentos de ADN. Es una técnica simple, rapida de ejecutar y capaz de separar fragmentos
de acidos nucleicos que no pueden ser separados adecuadamente mediante otros métodos como

centrifugacién por densidad de gradientes [40].

La electroforesis es una técnica que separa las moléculas cargadas que migran en un campo
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2.4 Electroforesis en gel de agarosa

eléctrico. Cuando se aplica una corriente eléctrica, los acidos nucleicos se mueven por el gel hacia

el electrodo positivo a causa de sus grupos fosfatos cargados negativamente.

La presencia de la malla que forma el gel dificulta el progreso de ADN, y las moléculas pequenas
o compactas migran més rapidamente que las grandes. La velocidad de migraciéon esta determinada

por la carga de la molécula, por su tamano y forma (Figura 7).

o Cargar muestra de 9 Aplicar corriente e Analizar el gel

ADN

D—H MR Rl
= N
| ] I I |
=l 'H I 1

Figura 7: Electroforesis en gel de agarosa.

Elaborada con www.biorender.com.

En el gel se crean pozos para contener el ADN, las moléculas se separan en un medio poroso
y no en solucion. Los geles hechos con agarosa se utilizan para separar fragmentos de ADN. Las
moléculas de alrededor de 200 nucleétidos hasta mas de 20kb se separan en geles de agarosa [42].
Un fragmento lineal de ADN con determinado peso migra a diferentes velocidades a través de geles

a distintas concentraciones de agarosa (Tabla 3).

Los acidos nucleicos que han sido sometidos a electroforesis en gel de agarosa pueden ser de-

tectados directamente con tinciones fluorescentes intercalantes y visualizados con luz UV a 300

nm [40].

Facultad de Quimica 25



2 ANTECEDENTES

Tabla 3: Porcentajes de agarosa para separacion de fragmentos de ADN de diferentes tamanos

Agarosa Esténdar Alta fuerza Baja gelificacién/ Baja gelificacion/
(%) del gel Temperatura de fusion Temperatura de fusién
0.3

0.5 700 bp a 25 kb
0.8 500 bp a 15 kb 800 bp a 10 kb 800 bp a 10 kb
1.0 250 bp a 12 kb 400 bp a 8 kb 400 bp a 8 kb

1.2 150 bp a 6 kb 300 bp a 7 kb$ 300 bp a 7 kb$

1.5 80 bpa4kb 200 bp a4 kb 200 bp a 4 kb

2.0 100 bp a 3 kb 100 bp a 3 kb

3.0 500 bp a 1 kb 500 bp a 1 kb
4.0 100 bp a 500 bp
6.0 10 bp a 1 bp

Modificada de [40]

2.4.1. Tinciones

El bromuro de etidio ha sido utilizado por décadas para la deteccién de acidos nucleicos en
geles de agarosa porque no es caro, es bastante sensible para aplicaciones de rutina, asi como
simple de usar. Sin embargo, se ha demostrado que el bromuro de etidio es mutagénico por lo
cual resulta peligroso para el personal del laboratorio y para el medio ambiente. Debido a esto
se han desarrollado alternativas inocuas para la tinciéon de geles mejor conocidos como GelRed y

GelGreen [43].

Adicionalmente de emplear el gel de agarosa, para estimar la calidad del ADN, también se
emplea en conjunto con la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), especificamente

en la PCR tradicional, la cual en la actualidad es conocida como PCR punto final.
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2.5. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es una reaccion enzimatica in wvitro que amplifica millones de veces una secuencia
especifica de ADN durante varios ciclos repetidos en los que la secuencia especifica es copiada
fielmente. Para ello, la reacciéon aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la

capacidad de sintetizar naturalmente el ADN en las células [38].

La PCR es la técnica indicada para obtener un gran niimero de copias de un fragmento de ADN
de interés partiendo de una concentracién minima. Las cantidades de ADN usualmente utilizadas

por reaccién para levaduras, bacterias y plasmidos son 10 ng, 1 ng y 1 pg respectivamente [40].

La muestra de ADN se separa en sus cadenas sencillas y se incuba con ADN polimerasa, des-
oxirribonucleétidos trifosfatos (ANTP) y primers cuyas secuencias flanquean el segmento ADN de
interés. En cada ciclo, las dos cadenas se separan por calor, los primers se aparean con sus segmentos
de ADN complementarios y la ADN polimerasa dirige la sintesis de las cadenas complementarias.
Con veinte ciclos de PCR se incrementa la cantidad de la secuencia objetivo en aproximadamente

un millén de veces [44].

La reaccién de PCR consta de tres etapas. La primera reacciéon consiste en la desnaturalizacion
térmica de la molécula de ADN, la doble hélice se separa por ruptura de los puentes de hidrégeno

(Figura 8).

«
95°C JRe LLLILLLII]

Figura 8: Desnaturalizacion térmica ADN. En verde se esquematizan los primers y en morado los

dNTPS

Elaborada con www.biorender.com
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A la segunda reaccién se le conoce como alineamiento y consiste en la hibridacién de los primers.
En esta fase la temperatura disminuye para generar las condiciones donde se pueda dar la unién
de los primers a las cadenas simples de ADN. Una temperatura de alineamiento éptima es 5°C
por debajo de la Tm de lo primers a utilizar. Las temperaturas en el rango de 55 a 72°C generan

buenos resultados (Figura 9).

TITTTTTTTT

55-72°C LLLLLLIILL

Figura 9: Alineamiento ADN

Elaborada con www.biorender.com

Por ultimo, durante la extension se incrementa la temperatura para activar a la polimerasa.
La reaccién se efectia a 72 °C y el tiempo de esta etapa depende del niimero de fragmentos a
amplificar. Un tiempo de extensiéon de un minuto es considerado suficiente para productos de
hasta 2 kb de longitud [45]. A esta temperatura la polimerasa alcanza su maxima actividad y
continua con la sintesis de los fragmentos de ADN a partir de los oligonucleétidos previamente

alineados (Figura 10).

TITTTTITIT

I

72°C IIIIIIIIII

Figura 10: Extensién ADN

Elaborada con www.biorender.com
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En el primer ciclo (Figura 11), con estas tres temperaturas, se sintetizaran los primeros frag-
mentos a partir del ADN genémico. En el segundo ciclo, los oligonucleétidos, ademéas de unirse
al ADN inicial, también se uniran a los fragmentos recién sintetizados. De esta forma con cada

ciclo aumentara el nimero de fragmentos. Como cada pedazo sintetizado sirve como molde para

sintetizar otros en el siguiente ciclo, el niimero de copias aumentard en forma exponencial [45].

Reaccion en cadena de la polimerasa - PCR

<@pbilill)]]
L
—_— e R
i <@sphliili]]
< 7= -~ NN TTTITTTT—
<o o L
© o o e
N © < .ITLLLI.I.LLL
[
v W LU -
\ T TTITTTTTT >
I N TITITITIT
N\ TTTITTTTT )
LU
Desnaturalizacion a 9 Alineamiento a 9 Extension a 72°C
95-96°C 68°C

Figura 11: PCR ciclos

Elaborada con www.biorender.com

La falta de informacion cuantitativa obtenida con la PCR punto final, debido a la eficiencia
inconstante a lo largo de los ciclos de amplificacién, condujo al desarrollo de estrategias para la

deteccién cuantitativa como la PCR tiempo real [35].
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2.5.1. PCR tiempo real (qPCR)

La PCR en tiempo real es una técnica que combina la amplificacion y la deteccién en un
mismo paso, al correlacionar el producto de la reacciéon de cada uno de los ciclos con una senal
de intensidad de fluorescencia [46]. En la dltima década, se ha convertido en la herramienta més

utilizada para la cuantificacién de secuencias especificas en mezclas complejas [47].

La qPCR resulta un procedimiento adecuado para cuantificar los niveles de expresion genética
que permite determinar de forma precisa el nimero de copias de un gen particular [3]. Para la
amplificacion por esta técnica ademas de los reactivos que se emplean en la PCR punto final, es
necesario emplear un fluoréforo. Debido a que la fluorescencia va aumentando conforme el producto

se amplifica, se combinan los procesos de amplificacién y deteccién en una sola etapa [46].

Su éxito reside en la capacidad de detectar, en cada ciclo de la PCR, la cantidad de producto
utilizando fluorescencia [48]. Se emplea un termociclador que tiene acoplado un sistema de deteccién
capaz de cuantificar la senal emitida. Los productos de amplificaciéon se observan a medida que
transcurren los ciclos. La qPCR esta basada en la detecciéon y cuantificacién de fluorescencia, senal

que aumenta en proporcion directa a la cantidad de producto de PCR en la reaccion.
Tinciones de qPCR

Los fluoréforos que se emplean para seguir la amplificacion del ADN durante la qPCR solo

emiten fluorescencia cuando se ha amplificado el fragmento de interés [46] pueden ser de dos tipos:
» Fluoréforos con afinidad por el ADN
= Sondas para fragmentos especificos

El método de fluorescencia usado con mayor frecuencia es un colorante no especifico denominado
SYBR Green (Figura 12), el cual se une a todas las hebras de ADN de doble cadena emitiendo un

incremento de la fluorescencia a medida que aumenta la cantidad de producto de PCR [8].
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Figura 12: Mecanismo de accién del colorante SYBR Green
[49]
(A) Cuando el ADN es desnaturalizado el colorante flota libre y emite baja fluorescencia. (B) El colorante se une
a la doble cadena de los productos y emite alta fluorescencia
La disponibilidad de estas sondas fluorogénicas permitié el desarrollo de un método en tiempo

real para detectar solo productos de amplificacion especificos. Los sistemas de PCR en tiempo real

se mejoraron mediante la introduccion de sondas marcadas fluorogénicas que utilizan la actividad

5 nucleasa de la ADN polimerasa Taq.

Como cualquier PCR, los ensayos optimizados para PCR en tiempo real, TaqgMan requieren una
polimerasa, una plantilla de ADN, dos primers especificos para la regién a amplificar, asi como

una sonda unica, especifica de secuencia (Figura 13).
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Figura 13: Mecanismo de acciéon del método Tagman
(A) Desnaturalizacién. (B) Alineamiento del primer/ hibridizacién de sonda. (C) Extensién. En amarillo se

esquematiza a la fluoresceina y en rojo el quencher. Elaborada con www.biorender.com

La precision de estos analisis depende de manera directa de la eleccion y del disefio de primers,

por lo cual es considerado un punto critico en el desarrollo de este tipo investigaciones [28].

2.5.2. Diseno de primers

Los oligonucledtidos iniciadores o primers son fragmentos complementarios que se van a unir
a cada una de las dos cadenas separadas del templado de ADN. El disefio de primers representa
un punto critico para la técnica de PCR, ya que deben disenarse a partir del conocimiento de
la secuencia de interés que se desea amplificar. Se utilizan dos secuencias diferentes de primers,
una llamada forward y otra llamada reverse, ambas deben disenarse de tal manera que hibriden
con la secuencia de ADN de interés, sin exceder los porcentajes recomendados para las bases

nitrogenadas [50].

El objetivo principal en el diseno de un primer es la especificidad, que se logra cuando cada
miembro del par de primers se alinea de manera estable a la secuencia objetivo en el molde de ADN.
Existen una serie de recomendaciones (Tabla 4), que pueden garantizar una buena amplificacion

de manera general [40].
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2.5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Tabla 4: Propiedades de los primers que influyen en la eficiencia de la amplificacién.

Propiedad Diseno 6ptimo

El contenido de G + C de 40 a 60 %, con una distribucién
de las cuatro bases a lo largo del primer

La region del primer complementaria al molde debe tener de
18 a 25 nucleotidos. Los miembros del primer par no deben

Composiciéon de la base

Longitud diferir en una longitud >3 bp
No deben estar presentes secuencias repetidas no invertidas
o autocomplementarias >3 a lo largo del primer.
Secuencias Secuencias de este tipo tienden a formar estructuras hairpin,
autocomplementarias que en condiciones en la PCR pueden evitar el alineamiento
y repetidas efectivo
Complementariedad La secuencia terminal 3” de un primer no debe ser capaz de
entre los miembros unirse a ningun sitio del otro primer. Como los primers estan

de los pares de primers presentes en altas concentraciones en la PCR,
incluso una complementariedad débil lidera formaciones
hibridas en consecuencia la sintesis y amplificacién de primers

Modificada de [40]

La selecciéon de oligonucledtidos iniciadores es muy importante en la PCR. De ese paso depende
el éxito en el trabajo experimental por lo cual es recomendable seguir estos criterios generales:
tamaifio ideal de 20 — 25 nucleétidos, la base en el extremo 3 debe ser una guanina o una citosina;
el valor de la temperatura de fusion debe ser de 50 — 65°C, ya que sirve de referencia para fijar una
temperatura para el alineamiento durante la reacciéon y un contenido de 40 — 60 % de guaninas y

citosinas.

El método TagMan para PCR en tiempo real utiliza un oligonucleétido que se alinea a una
secuencia interna del fragmento de ADN a amplificar. Usualmente tiene de 20-24 bases de longitud

y esta marcada en -una terminacién con un grupo fluorescente [40].
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5 OBJETIVOS

3. Justificacion

La extraccion de ADN a partir de liquido ruminal, es una técnica de reciente uso en el departa-
mento de Nutricion Animal y Bioquimica de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Por
lo que es necesaria la evaluacién de diferentes protocolos de extraccion, que permitan la deteccién
e identificacién de microorganismos y que se adecuen a los equipos y materiales disponibles en el
laboratorio de Bromatologia 2 ya que servira para el desarrollo de estudios posteriores relacionados

con los cambios en la microbiologia ruminal con respecto a la alimentacion.

4. Hipotesis

La técnica de extraccién con mayor rendimiento sera la que permita una mejor identificacion

de microorganismos ruminales.

5. Objetivos

5.1. Objetivo General

Implementar una técnica de extraccion de ADN a partir de liquido ruminal que permita la

deteccién e identificacién de microorganismos mediante PCR.

5.2. Objetivo Especifico

Evaluar los protocolos modificados de acuerdo con los materiales y equipos presentes en el

laboratorio de bromatologia 2 del Departamento de Nutricion Animal y Bioquimica.
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6. Metodologia experimental

6.1. Obtencién de la muestra

El protocolo de investigacion (MC-2017/2—19) fue aprobado por el Subcomité Institucional para
el Cuidado de Animales en Experimentacién (SICUAE) de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México. El estudio fue realizado en el Centro
de Ensenanza Practica e Investigacién en Produccién y Salud Animal (CEPIPSA), localizado en
el kilémetro 29 de la carretera federal México-Cuernavaca a 2,800 metros sobre nivel del mar. La

temperatura promedio anual es de 10 °C y la precipitacion anual es de 1200 mm.

En un disefio completamente aleatorio, cinco vacas Holstein fueron utilizadas como donadores
de liquido ruminal, fueron alimentadas con ensilados de avena y maiz (50 : 50, DM), las muestras
ruminales fueron recolectadas a través de sonda esofdgica de 12 cm y bomba de vacio (Pittsburg
Automotive, EUA). El liquido ruminal de cada vaca fue sometido a los siguientes protocolos de

extraccion de ADN:
1. ADN cromosomal bacteriano (CB)
2. ADN genémico de bacteria (GB)
3. Homogenizacién con perlas acoplado a columna (PAC)
4. Paquete comercial ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (ZBDMK)
5. Paquete comercial Stool DNA isolation kit (SDIK)

El liquido ruminal se filtr6 a través de cuatro capas de gasa estéril y se almacend en tubos
Falcon de 50 mL. Las muestras se almacenaron a -80°C hasta el momento del procesamiento para

la extraccion de ADN.
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6 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

6.2. Obtencion de pellet bacteriano

Las muestras de liquido ruminal fueron centrifugadas a 3650 RPM por 10 minutos (Thermo
Scientific, Sorvall Biofuge Primo R Centrifuge, Alemania). Se descart el sobrenadante y la pastilla
resultante se suspendié en 300 pL. de PBS 1x (137 mM NaCl, IBI SCIENTIFIC, 2.7 mM KCI,
J.T. Baker, 10 mM NayHPO,, J.T. Baker, 2 mM K Hy, PO, Sigma-Aldrich) para posteriormente
centrifugar a 500 RPM durante 5 minutos. Se recuper6 el sobrenadante y se almacen6 a -80°C

hasta su uso.

6.3. Extraccion de ADN Cromosomal Bacteriano (CB)

Se realizaron modificaciones a la técnica reportada para aislamiento de ADN cromosomal a
partir de bacterias gram positivas por Ulrich y Hughes [51]. Se tomaron 500 pL de pellet bacteriano
y centrifugaron (Thermo Scientific, Sorvall Biofuge Primo R Centrifuge, Alemania), a 5000 RPM
por 10 minutos, se descartd el sobrenadante. A la pastilla, resultado de la centrifugacién, se le
agregaron 400 pL de buffer de lisis (50 mM EDTA, J.T. Baker, 50 mM Tris-HCI pH 8, Sigma-
Aldrich, 5% Tritén X-100, Sigma-Aldrich) y se homogeniz6. Se adicionaron 50 uL de lisozima (10
mg/mL, Sigma-Aldrich), se homogeniz6 y se incub6 a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Se perford el tapén del tubo para hervir en bano de agua durante un minuto. Se adicionaron 2
pL de RNAasa A (10 mg/mL, Sigma-Aldrich) y se incubé a 37°C (Thermo Scientific, Precision
GP-05, E.U.A.) durante 30 minutos. Posteriormente se adicioné 1 pL de proteinasa K (20 mg/mL,
Sigma-Aldrich) y se incubé a 50°C y 75°C durante 30 minutos, cada uno. Al concluir el periodo
de incubacién se adicionaron 160 pL de NaCl (5 M, IBI SCIENTIFIC). Se centrifugd a 14000
RPM por 10 minutos, se recuperé el sobrenadante y se mezcl6 con 200 pl de cloroformo (Sigma-
Aldrich). Se incubé a temperatura ambiente durante 10 minutos y se centrifugo a 14000 RPM
por 15 minutos. Se agrego 1 x volumen de isopropanol frio (BDH) y se incub6 por 16h a -20°C.
Después de la incubacion se centrifugé a 14000 RPM por 10 minutos. Se decantd el isopropanol

y se realizaron dos lavados con 300 pL de etanol (70 %, Sigma-Aldrich) y se centrifugd a 1000
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6.4 Extracciéon de ADN Gendmico de Bacteria (GB)

RPM por 5 minutos. La pastilla de ADN se suspendi6 en 100 pl de agua grado biologia molecular

(Corning) y se almacené a -80°C hasta su andlisis.

6.4. Extraccion de ADN Genémico de Bacteria (GB)

Se realizaron modificaciones a la técnica reportada para obtener ADN genémico de bacteria por
Wilson [52]. Se tomaron 500 pL del pellet bacteriano. Se centrifugé (Thermo Scientific, Sorvall
Biofuge Primo R Centrifuge, Alemania), a 5000 RPM por 10 minutos, se decanté el sobrenadante.
A la pastilla, resultado de la centrifugacion, se le agregaron 567 pl. de buffer TE (10 mM Tris-
HCI pH 8, Sigma-Aldrich, 1 mM EDTA pH 8, J.T.Baker). Posteriormente se afiadieron 50 plL
de lisozima (10 mg/mL, Sigma-Aldrich) y se incubé a 37°C (Thermo Scientific, Precision GP-05,
E.U.A.) durante 30 minutos. Se anadieron 30 pL de SDS (10 %, Bio-Rad) y 4 uL de proteinasa
K (20 mg/mL, Sigma-Aldrich). Se incub6 a 56°C durante una hora. Se adicionaron 100 pL de
NaCl (5 M IBI SCIENTIFIC) y 100 uL. de CTAB/NaCl (10 % CTAB, Sigma-Aldrich, 0.7 M NaCl,
IBI SCIENTIFIC). Se incubé a 65°C por 10 minutos. Después se anadieron 80 pL de cloroformo:
alcohol isoamilico (24 : 1, Sigma-Aldrich) y se centrifugo a 14000 RPM por 10 minutos. Se recuperd
el sobrenadante y se agreg6 1x volumen de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25 : 24 : 1, Sigma-
Aldrich). Se centrifugé a 14000 RPM por 10 minutos, se recuper6 el sobrenadante para adicionarle
200 pL de cloroformo (Sigma-Aldrich). Se incubé a temperatura ambiente durante 10 minutos
para después centrifugar a 14000 RPM por 15 minutos. Al sobrenadante recuperado se le agregd
1x volumen de isopropanol frio (BDH) y se incub6 por 16h a -20°C. Después de la incubacion se
centrifugd a 14000 RPM por 10 minutos. Se decanté el isopropanol y se realizaron dos lavados con
300 uL de etanol (70 %, Sigma-Aldrich) y se centrifugd a 1000 RPM por 5 minutos. La pastilla de

ADN se suspendié en 100 puL de buffer TE y se almacend a -80°C hasta su analisis.
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6 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

6.5. Extraccion de ADN mediante Perlas Acoplado a Columna (PAC)

Se realizaron modificaciones a la técnica de extraccion mas reportada en estudios de rumiantes
por Yu y Morrison [53]. Se transfirieron 200 uL. de muestra a un tubo de 2 mL con perlas de
zirconia y se adicioné 1 mL de buffer de lisis (50 mM EDTA, J.T. Baker, 50mM Tris-HC] pH
8, Sigma-Aldrich, 500 mM NaCl, IBI SCIENTIFIC, 0.4% SDS, MCB). Se homogeniz6 por 20
minutos en disruptor (Scientific Industries, Disruptor Genie, E.U.A.). El homogenizado se incub6
a 70°C (Thermo Scientific, Precision GP-05, E.U.A.) durante 15 minutos y se centrifugd (Thermo
Scientific, Sorvall Biofuge Primo R Centrifuge, Alemania) a 15000 RPM durante 5 minutos a 4°C.
Posteriormente se recupero6 el sobrenadante en un tubo nuevo de 2 mL. Se adicionaron 300 pL
de buffer de lisis al tubo con perlas de zirconia y se repitieron los pasos iniciales. Al pool de
sobrenadantes se le adicionaron 260 ul. de CH3COsN Hy (10 M Sigma-Aldrich) e incubé en hielo
durante 5 min. Posteriormente se centrifugé 15000 RPM por 10 minutos a 4°C y se reparti6 el
sobrenadante en dos tubos de 1.5 mL. Cada tubo se igual6 en volumen con isopropanol (BDH).
Se incub6 en hielo durante 30 minutos y posteriormente se centrifugd 15000 RPM por 15 minutos
a 4°C y se removié el sobrenadante. La pastilla de acidos nucleicos se lavo con 300 pl de etanol
al (70 %, Sigma-Aldrich). A continuacién, se disolvieron las pastillas en 100 L de buffer TE (10
mM Tris-HCI pH 8, Sigma-Aldrich, 1 mM EDTA pH 8, J.T. Baker) y se realiz6 pool de alicuotas,
que se purificé con columna del kit DNeasy Ultra Clean Microbial (Qiagen), de acuerdo con las

recomendaciones del fabricante. E1 ADN se almacend a -80°C hasta su andlisis.
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6.6 Extraccién de ADN mediante ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (ZBDMK)

6.6. Extraccion de ADN mediante ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit
(ZBDMK)

Se efectuaron las extracciones con el paquete comercial ZymoBIOMICS DNA Miniprep de la
marca ZYMO RESEARCH para 200 uL de pellet bacteriano, siguiendo la metodologia segtn el

protocolo del fabricante. El ADN purificado se almacend a -80°C hasta su analisis.

6.7. Extraccion de ADN mediante Stool DNA isolation kit Norgen

(SDIK)

Se efectuaron las extracciones con el paquete comercial Stool DNA isolation de la marca Norgen
Biotek corp para 200 pli de pellet bacteriano, siguiendo la metodologia segin el protocolo del

fabricante. E1 ADN purificado se almaceno a -80°C hasta su analisis.

6.8. Cuantificacion de las muestras

Se determinaron absorbancias a 260, 280 y 230 nm para 2 ul. de cada muestra utilizando
un espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Nanodrop 2000 Spectrophotometer,
EUA). La calidad del ADN se determiné mediante electroforesis; para esto se tiene que preparar
un gel de agarosa al 0.8 %, para lo cual se disolvieron 0.28 g de agarosa en 35 mL de buffer TAE.

Se realizé la electroforesis a 115 V durante 50 min.

Posteriormente el gel fue teniido con bromuro de etidio (0.5 ug/mL, Thermo Fisher Scientific)
y escaneado a través de un fotodocumentador Gel Doc System (Bio-Rad, Gel Doc XR+ System,
E.U.A).
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6 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

6.9. PCR

Extraccion de
acidos nucleicos

Comprobacionde la |
extraccion

Amplificacion de los acidos
nucleicos

I Interpretacion

Figura 14: Esquema general de la técnica de PCR.

6.10. Diseno de primers

Para el diseno de los primers que se utilizaron para identificar la presencia de microorganismos
ruminales, se busco la secuencia del gen 16STRNA para Fibrobacter succinogenes, Butyrivibrio
fibrisolvens, Prevotella spp. y de Methanogenic spp. Se emplearon los siguientes programas bioin-

formaticos:
» OligoCalc (http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html)
» Primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)

» GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

6.11. PCR punto final

La mezcla de reaccién para la PCR punto final fue preparada en un volumen final de 50 uL: 2
pL ADN, 1 pL primer forward, 1 uLi primer reverse, 25 ul. Mytaq polimerasa (Bioline, BIO-25041)

y 21 uli agua biologia molecular (Corning).
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6.11 PCR punto final

La pareja de primers utilizados fue proporcionada por la Maestra en Ciencias Cindy Adriana
Estrada Hernédndez del Laboratorio 312, Departamento de Alimentos y Biotenologia. Las caracte-
risticas de dicho par se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5: Par de primers disenados para PCR punto final

Nombre del . Longitud
. Secuencia Tm .,
primer amplicon

tD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

Referencia

468 °C 1800 [54]
rD1 AAGGAGGTGATCCAGCC

Se realiz6 PCR punto final usando un termociclador Veriti (Thermo Fisher Scientific, Veriti 96
well Thermal Cycler, E.U.A.) programado con las condiciones proporcionadas por la Maestra en
Ciencias Cindy Adriana Estrada Hernandez del Laboratorio 312, Departamento de Alimentos y

Biotecnologia, mostradas en Tabla 6.

Tabla 6: Condiciones para PCR punto final.

Desnaturalizacion inicial 95°C 3 min
Desnaturalizacion 95°C 30 s
Alineacién (35 ciclos) 42°C 30 s
Extension 72°C 3 min

Extension final 72°C 10 min

Para los productos de PCR punto final, se realiz6 electroforesis, para esto se tiene que preparar
un gel de agarosa al 2%, para lo cual se disolvieron 0.7 g de agarosa en 35 mL de buffer TAE. Se
realizo la electroforesis a 95 V durante 60 min. Posteriormente el gel fue tenido con bromuro de
etidio (0.5 pg/mL, Thermo Fisher Scientific) y escaneado a través de un fotodocumentador Gel

Doc System (Bio-Rad, Gel Doc XR+ System, E.U.A).
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6 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

6.12. Rangos dindmicos para PCR tiempo real (qPCR)

La mezcla de reaccién para el rango dinamico fue preparada en un volumen final de 20 uL:
2 uL. ADN (Concentracién final 10 ng/uL), 0.8 pl de primers, 10 ul. de Kapa SYBR Green y
7.2 pLi de agua grado biologia molecular. La pareja de primers empleados fueron 27F y 519R que
corresponden a la region V1-V3 del 16S rRNA.

6.13. PCR tiempo real (qPCR)

La mezcla de reacciéon para la amplificacion PCR tiempo real fue preparada utilizado SYBR
Green en un volumen final de reaccion de 20 pl: 2 pl. ADN (Concentracién final 6 ng/ull), 0.8 uL
de primers, 10 ul. de Kapa SYBR Green y 7.2 pli de agua grado biologia molecular. Las parejas

de primers utilizados se presentan en la Tabla 7 y amplifican para la region del gen 16S rRNA.

Tabla 7: Pares de primers empleados para PCR tiempo real.

Nombre del . Longitud
. Secuencia Tm L,
primer amplicon

Fibro succ: F GTTCGGAATTACTGGGCGTAAA

Referencia

56 °C 118 Este trabajo
Fibro succ: R CGCCTGCCCCTGAACTATC

27: F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

60°C 122 [55]
519: R GTATTACCGCGGCTGCTG
Prev_genus: F GGTGTCGGCTTAAGTGCCAT

58 °C 83 Este trabajo
Prev_genus: R CGGACGTAAGGGCCGTGC
B_ fib: F AGTAACGCGTGGGTAACCTG

60 °C 219 Este trabajo
B fib: R CGTGTCTCAGTCCCAATGTG

Se realizé6 PCR punto final usando un termociclador Veriti (Thermo Fisher Scientific, Veriti

96 well Thermal Cycler, E.U.A.) programado con las condiciones proporcionadas por la Doctora
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6.14 Analisis de qPCR

Claudia Cecilia Marquez Mota, mostradas en Tabla 8.

Tabla 8: Condiciones para qPCR.

Desnaturalizacion inicial 95°C 3 min
Desnaturalizacion 95°C 3s
Alineacién (40 ciclos) 60°C 20 s
Extension 60°C 20 s

6.14. Analisis de qPCR

La estrategia de analisis para la PCR tiempo real consisti6 en la cuantificacion relativa basada
en los niveles de expresién de un gen objetivo contra uno de referencia. Para calcular la expresion
de un gen objetivo en relacién con un gen de referencia adecuado, se establecen varios modelos
matematicos. Los calculos se basan en la comparaciéon del ciclo distinto determinado por diversos
métodos, por ejemplo, puntos de cruce y valores de umbral (Ct) a un nivel constante de fluorescencia

[56).

6.15. Analisis estadistico

El experimento se llevo a cabo en un disefio completamente al azar, con cinco extracciones por
técnica por duplicado. Los valores se expresan como los medias + EEM. La concentraciéon de ADN,
las relaciones 260/280 y 260/230 se compararon mediante ANOVA de una via seguido del andlisis
post hoc de Tukey (SAS, versién 9.1, SAS Inst., Inc., Cary, NC).
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7 RESULTADOS Y DISCUSION.

7. Resultados y discusion.

7.1. Extracciones de ADN

En el presente trabajo se analizé la concentracion y calidad de extractos de ADN aislados a
partir de liquido ruminal mediante cinco técnicas distintas. Esto con la finalidad de implementar
la adecuada a la infraestructura del laboratorio de bromatologia 2 del Departamento de Nutricion
Animal y Bioquimica. La primera técnica evaluada (CB) es una modificacion a la reportada por
Ulrich y Hughes [51], considerada una técnica tradicional que permite obtener ADN cromosomal
bacteriano a partir de cepas aisladas gram positivas. La segunda técnica evaluada (GB) es una
modificacién a la reportada por Wilson donde se obtiene ADN genémico de bacteria a partir de
cultivos liquidos saturados. La tercera técnica evaluada (PAC) es una modificacion a la reportada
por Yu y Morrison [53] para extracciones a partir de muestras digestivas y fecales, la cual utiliza
disrupcién con perlas y purificacion acoplada a columna. La cuarta técnica evaluada (ZBDMK)
corresponde al paquete comercial ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit, el cual dentro de las especifi-
caciones garantiza la obtencion de ADN libre de inhibidores a partir de muestras de origen variado
(heces, suelo, agua, biopeliculas, fluidos corporales, etc.) lo cual resulta éptimo para el desarrollo
de aplicaciones posteriores incluyendo PCR y secuenciacion del gen del 16S rRNA. La quinta téc-
nica evaluada (SDIK) corresponde al paquete comercial Stool DNA Isolation Kit, el cual mediante
una combinacion de homogenizacién quimica, fisica y lisis sin utilizar fenol-cloroformo, garantiza
ADN de alta calidad compatible con aplicaciones posteriores como PCR. y secuenciacién. Para cada
técnica, se analizé la concentracion, calidad y pureza del ADN. La concentracién de ADN en las
muestras fue cuantificada mediante andalisis espectrofotométrico a una absorbancia de 260 nm. La
concentracion menor (91.6 % P< 0.05) de ADN se obtuvo con la técnica PAC comparando con los
protocolos CB, GB y ZDMK, se puede atribuir esto a la falta de lisozima en dicha técnica, la lisozi-
ma es una enzima capaz de hidrolizar el enlace § —(1,4) entre N-acetil glucosamina y los residuos

de N-acetil murdmico presentes en el proteoglicano en las paredes celulares bacterianas [40].
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7.1 Extracciones de ADN

En cuanto a diversidad, la técnica con la cual se obtuvo mayor concentracién (CB) presento altos
niveles de expresion relativa para Prevotella spp y Butyrivibrio fibrisolvens por lo cual se recomien-
da para estudios de aproximacién para dichos microorganismos. Para Fibrobacter succinogenes y

arqueas metanogénicas se recomienda la técnica GB.

Es importante considerar que se utilizé el equipo de homogenizacién disruptor genie analégico,
el cual es un equipo que ofrece una accién multidireccional en donde permite la homegenizacion y
la mezcla a una alta velocidad. Sin embargo, a pesar de las caracteristicas antes mencionadas este

equipo no es el éptimo para esta técnica [53].

Los protocolos cominmente usados para la extracciéon de ADN a partir de cultivos bacterianos:
CB y GB presentaron la concentracién mayor de ADN (P<0.05) en comparacién con los paquetes
comerciales. Obtener concentraciones altas de ADN con parametros de calidad aceptables resul-
ta ttil para aplicaciones posteriores, tales como la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR)
o para secuenciacién de nueva generacién (NGS). Técnicas que utilizan proteinasa K obtienen

concentraciones mayores de ADN.

Una vez determinada la concentracién, antes de utilizar las muestras de ADN en técnicas anali-
ticas, la calidad del extracto debe ser determinada mediante indicadores que consideren la pureza
y la integridad. Con la finalidad de obtener los pardmetros de calidad de cada muestra es necesario
determinar absorbancias a 280 nm y a 230 nm, la relacion de la absorbancia a 260 nm con el pri-
mero nos permite detectar la contaminacién con proteinas y con el segundo indica la presencia de
compuestos organicos como fenoles o tiocianatos [40]. Por lo tanto, es comtn reportar las relaciones
260/280 y 260/230 para determinar la pureza de los extractos de ADN. Para el primer pardmetro
los cinco protocolos presentaron resultados dentro del limite (Ratio 260/280 = 1.6-1.8 y Ratio
260/230 = 1.8-2.0) para ser considerados extractos libres de contaminacion proteica por lo tanto
de pureza aceptable (Tabla 9). En cuanto a la relacién 260/230 resulté un parametro decisivo en la
evaluacion de técnicas, ya que el protocolo GB fue el tinico técnica donde los extractos obtenidos

resultaron libres de sales, carbohidratos y fenoles.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION.

Tabla 9: Concentracion y pureza de ADN aislado por diferentes métodos.

CB 364.1 4+ 11.4* 1.7140.01° 1.340.03°
GB 165.4 &£ 11°  1.8440.007* 1.9 40.03%
PAC 16.24+£0.9¢  1.8440.01* 0.640.03°
ZBDMK  47.6 £2.7¢ 1.8440.02* 1.640.04°

SDIK 3724043 1.76 £0.007° 1.1 £0.01¢

CB: ADN cromosomal bacteriano, GB: ADN genémico de bacteria, PAC: Homogenizacién con perlas acoplado a
columna, ZBDMK: Paquete comercial ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit y SDIK: Paquete comercial Stool DNA
isolation Kit. Los valores son la media == EEM por tratamiento, n=5. Medias en una columna sin letra comun
difieren entre si, p < 0.05 (a>b>c>d). Las diferencias se determinaron mediante ANOVA de una via, se usé prueba

Tukey como post hoc.

7.2. Electroforesis

Se determiné la integridad de los extractos de ADN mediante electroforesis en un gel de agarosa
al 0.8 % tenido con bromuro de etidio (Figura 15). Se observa que las muestras obtenidas con los
protocolos CB Y PAC muestran una mancha de desplazamiento, se ha informado que esto podria
deberse a una sobrecarga de muestra; sin embargo, este no es el caso porque se cargaron 10 ng
de cada muestra en el gel. La mancha podria ser una fragmentacion de las muestras, en el caso
del protocolo PAC pudo ocurrir durante la homogenizacion. Para los kits comerciales ZBDMK y
SDIK, asi como para el protocolo GB observamos una linea tenue en la parte superior del gel que

indica la presencia de ADN genémico.
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PROTOCOL
1 2 3 4

10 kb

1.5 kb

0.4 kb

Figura 15: Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de muestra representativa de ADN aislado
mediante diferentes protocolos. 1: Cromosomal Bacteriano (CB), 2: Genémico de Bacteria (GB),
3: Homogenizacion con perlas acoplado a columna (PAC). 4: Paquete comercial ZymoBIOMICS
DNA Miniprep Kit (ZBDMK) y 5 Paquete comercial Stool DNA isolation kit (SDIK).

7.3. PCR punto final

Para confirmar la presencia de ADN gendémico, se realiz6 PCR punto final para amplificar el
gen 16S rRNA, observamos productos de 1.6 Kb para todos los protocolos (Figura 16). El anélisis
mediante el 16S rRNA resulta una aproximacion estandar para la identificaciéon de diversidad

microbiana.

Los resultados obtenidos muestran que todos los protocolos permiten el aislamiento de ADN
genémico, sin embargo, presentan diferencias en los productos obtenidos; en el caso de GB, PAC
y paquetes comerciales, las bandas correspondientes a los carriles 1, 3,4, y 5 respectivamente, se

observan productos y bandas inespecificas, esto podria ser por un exceso de producto o por la
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fragmentacion posterior de las muestras y puede estar tambien asociada a las particularidades de

cada método.

La fragmentacion de las muestras podria causar una union inespecifica de los cebadores del ADN
y probablemente esa sea la razén por la que observamos los productos de alto peso molecular. En

el caso de GB, carril 2, se observa la banda maés clara para el producto de 1.6 kb, asi como menor

fragmentacion.

Al ser la temperatura de alineamiento de 42 °C se favorece la amplificacién de bandas inespe-

cificas para lo cual se suguiere aumentar la temperatura de alineamiento.

PROTOCOL
12 345w

10 kb

1.5 kb

L UL DR

0.4 kb

Figura 16: Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos de PCR amplificados para el 168S.
1: Cromosomal Bacteriano (CB), 2: Genémico de Bacteria (GB), 3: Homogenizacién con perlas
acoplado a columna (PAC). 4: Paquete comercial ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (ZBDMK)
y b) Paquete comercial Stool DNA isolation kit (SDIK)
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7.4. Rangos dinamicos para qPCR

Lo anterior permitié continuar con la identificacion de microorganismos especificos a través de
la técnica de qPCR. Para lo cual es necesario realizar rangos dinamicos que permiten determinar
la concentraciéon de ADN éptima para realizar la qPCR. Para los rangos dinamicos se realizé pool
de alicuotas de las 5 técnicas a una concentracién final de 10 ng/ul. Se realizé una curva de

calibracion con diluciones 1 : 2 dentro del rango de concentraciones de 10 y 0.625 ng/ulL.

Para cada concentracion de ADN de cada técnica se llevé a cabo la PCR en tiempo real por
triplicado incluyendo blancos. Se utilizaron oligonucleétidos especificos para la regién variable V1-
V3 del gen 16STRNA, el cual ha sido reportado como la mejor region para estudios del microbiota

ruminal.

La concentracion para la qPCR fue calculada de la siguiente forma: se determiné el Ct y a
partir de estos valores se realiz6 una curva de calibracién graficando Ct en funciéon del logaritmo

de la concentracién de ADN.
Se determing la linealidad, la eficiencia y el rango dindmico (Figura 17).

V1V3
15+

104

Ct

Equation Y =-4.693"X +7.471

0 T T 1
-1.5 -1.0 -0.5 0.0

log [ADN]

Figura 17: Rangos dindmicos

La concentracién optima de ADN; resultado de este andlisis, fue de 6 ng/uL. El valor del Ct nos

dice la eficiencia del primer. Se ocup6 la aplicacién de Thermo Fisher Scientific (qPCR Efficiency
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Calculator) para determinar la eficiencia de amplificacién de la qPCR basada en el andlisis de la
ecuacién de la recta. El valor de -4.7 para la pendiente nos indica una eficiencia del 63 %. Lo que

indica que se puede mejorar el disefio del primer para aumentar la eficiencia.

Una vez determinada la concentracién adecuada de ADN con referencia a la region variable
V1-V3, se efectué PCR tiempo real (¢qPCR) para la identificacién especifica de las bacterias celu-
loliticas Fibrobacter succinogenes v Butyrivibrio fibrisolvens, asi como para identificacion general

de Prevotella spp. y de Methanogenic spp.

La qPCR es la técnica mas sensible y especifica para la deteccion de dcidos nucleicos. A pesar
de que ha existido por més de treinta anos y es preferida en aplicaciones de investigacion, ain

tiene que ganar aceptacion en la practica de rutina en el laboratorio [57].

7.5. PCR tiempo real (qPCR)

De acuerdo a la diversidad microbiana presente en el rumen determinar 4 microorganismos no
es suficiente para decir que el método funciona sin embargo 2 de los utilizados en este trabajo son

representativos de bacterias celuloliticas, uno para hemiceluliticas y otro para metanégenos.

Bacterias del género Prevotella spp., dos especies de bacterias celuloliticas, incluyendo Fibrobac-
ter succinogenes y Butyrivibrio fibrisolvens se cuantificaron a partir de liquido ruminal mediante

gPCR tiempo real, asi como arqueas metanogénicas.
Prevotella spp.

Se ha observado a Prevotella como la especie bacteriana dominante en el rumen bajo diversas
condiciones dietéticas. Este género, es uno de los mas abundantes en el rumen [58]. Ademas, tres
especies ruminales del genero Prevotella representan hasta el 70% de la poblacién bacteriana

ruminal [24].

Para Prevotella spp. los protocolos CB y SDIK obtuvieron la mayor expresion relativa, mientras

la técnica GB presentd le menor expresién relativa para este microorganimo (Figura 18).
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Figura 18: Prevotella spp.

CB: ADN cromosomal bacteriano, GB: ADN genémico de bacteria, PAC: Homogenizacién con perlas acoplado a
columna, ZBDMK: Paquete comercial ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit y SDIK: Paquete comercial Stool DNA
isolation Kit. Los valores son la media = EEM por tratamiento, n=3. Medias en una columna sin letra comun
difieren entre si, p < 0.05 (a>b>c). Las diferencias se determinaron mediante ANOVA de una via, se usé prueba
Tukey como post hoc.

La diversidad de especies dentro del género Prevotella spp. incluye microorganismos hemicelu-
loliticos, proteoliticos asi como amiloliticos y se ha encontrado de manera abundante en liquido

ruminal Angus proveniente de bovinos criados para el consumo de su carne [19], por lo cual es

recomendable su uso en estudios en los cuales estos sean los microorganismos blanco.
Fibrobacter succinogenes

La técnica de extraccion de ADN genémico de bacteria (GB) obtuvo la mayor proporcién
(P<0.05) de Fibrobacter succinogenes, bacteria degradadora de celulosa mientras ZBDMK identi-

ficé la menor cantidad (Figura 19).

Fibrobacter succinogenes usa una variedad de enzimas hemiceluloliticas para acceder a la celu-
losa. El genoma de F. succinogenes revela una bacteria que se especializa en celulosa como tnica
fuente de energia y su estudio proporciona informacién sobre nuevas estrategias para la degradacién

de celulosa [59].

Facultad de Quimica 51



7 RESULTADOS Y DISCUSION.
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Figura 19: Fibrobacter succinogenes

CB: ADN cromosomal bacteriano, GB: ADN genémico de bacteria, PAC: Homogenizacién con perlas acoplado a
columna, ZBDMK: Paquete comercial ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit y SDIK: Paquete comercial Stool DNA
isolation Kit. Los valores son la media += EEM por tratamiento, n=3. Medias en una columna sin letra comun
difieren entre si, p < 0.05 (a>b>c). Las diferencias se determinaron mediante ANOVA de una via, se usé prueba
Tukey como post hoc.

Butyrivibrio fibrisolvens

Butyrivibrio fibrisolvens representa aproximadamente del 10-30 % del cultivo bacteriano rumi-
nal, desempena un rol importante en la degradadacion de fibra y se identifica como la principal
especie bacteriana que participa en el proceso de biohidrogenaciéon de los acidos grasos insaturados

presentes en las dietas basadas en forraje, granos y aceites [60].

La técnica de extraccion de ADN Cromosomal bacteriano (CB) presenté la mayor expresién

relativa (P<0.05) de Butyrivibrio fibrisolvens en comparacién con las demds técnicas (Figura 20).

Butyrivibrio fibrisolvens fermenta todos los xilanos y la glucosa mejor que cualquiera de las

cepas de Prevotella, que no difieren entre si [61].
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Figura 20: Butyrivibrio fibrisolvens.

CB: ADN cromosomal bacteriano, GB: ADN genémico de bacteria, PAC: Homogenizacién con perlas acoplado a
columna, ZBDMK: Paquete comercial ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit y SDIK: Paquete comercial Stool DNA
isolation Kit. Los valores son la media += EEM por tratamiento, n=3. Medias en una columna sin letra comun
difieren entre si, p < 0.05 (a>b>c). Las diferencias se determinaron mediante ANOVA de una via, se usé prueba
Tukey como post hoc.

Methanogenic spp.

La investigacion de estrategias que permitan la cuantificacién de metanogenos con el fin de
mitigar las emisiones de metano en bovinos resulta de suma importancia en la actualidad. La
técnica de extraccion de ADN genémico de bacteria (GB) refleja los mejores resultado para la

identificacién de este tipo microbiano partiendo de liquido ruminal.

Los sistemas pecuarios influyen de manera significativa en el fenémeno conocido como calen-
tamiento global. El cambio climatico representa un problema con consecuencias ambientales, eco-
noémicas, politicas y sociales. Las emisiones de diéxido de carbono (CO;), metano (C'Hy) y éxido
nitroso (N2O) generadas directa o indirectamente en las actividades pecuarias, contribuyen am-

pliamente en las emisiones antropogénicas de gases de efecto invernadero (GEI) [8].

El CH, corresponde a un 21 % de los gases derivados de la fermentacién entérica del ganado,

siendo los bovinos los principales responsables de dichas emisiones [62].
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Figura 21: Methanogenic spp.

CB: ADN cromosomal bacteriano, GB: ADN genémico de bacteria, PAC: Homogenizacién con perlas acoplado a
columna, ZBDMK: Paquete comercial ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit y SDIK: Paquete comercial Stool DNA
isolation Kit. Los valores son la media £ EEM por tratamiento, n=3. Medias en una columna sin letra comin
difieren entre si, p < 0.05 (a>b>c). Las diferencias se determinaron mediante ANOVA de una via, se usé prueba
Tukey como post hoc.

Se ha estimado que el tiempo de vida atmosférica para este gas es de aproximadamente 12

anos [63]. Existe una diversidad de arqueas metanogénicas en el rumen como Methanobrevibacter

rumiantium que se ha comprobado presenta adhesion a protozoarios mediante proteinas [64].

Las diferencias observadas entre protocolos se pueden atribuir a diferentes factores. Uno de
ellos es la fragmentacion asociada a cada técnica, ya que en las muestras fragmentadas resulta

complicado que los primers encuentren la seccion especifica a amplificar.

Debido a lo anterior, al momento de disenar un experimento en donde se quieran identificar

microorganismos ruminales, es importante considerar el método de extraccion de ADN a emplear.
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8. Conclusiones.

= Los protocolos evaluados permiten la extraccién de ADN a partir de liquido ruminal.

» En términos de concentracion, y calidad, el aislamiento de ADN genémico de bacteria (GB)
resulta el protocolo que mejor se adecua a las condiciones e infraestructura del departamento

de Nutricién Animal y Bioquimica de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.
= Todos los protocolos amplificaron para el gen TRNA 168S.

» El protocolo genémico de bacteria (GB) obtuvo mejor producto en PCR punto final asi como

expresiones relativas altas para Fibrobacter succinogenes y Methanogenic spp en la qPCR.

» Bacterias del género Prevotella se identificaron mejor con el paquete comercial ZymoBIO-

MICS DNA Miniprep Kit (SDIK).

» La técnica extraccién de ADN Cromosomal Bacteriano (CB) resulté el protocolo 6ptimo para

la identificacién de Butyrivibrio fibrisolvens.

» La técnica de extraccion de ADN genémico de bacteria (GB) resulté el protocolo 6ptimo

para la identificacion de Fibrobacter succinogenes.

9. Perspectivas.

1. Estudiar la microbiota ruminal a través de secuenciaciéon masiva.

2. Estudios direccionados a microorganismos y dietas en particular.
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10. Anexos.

10.1. Preparacion de soluciones para la extraccion de ADN
Obtencién de pellet bacteriano.

» El buffer para la obtencién de los pellets bacterianos se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10: Buffer de fosfatos PBS (10x)

100 mL 250 mL 1L

NaCl (g) 8 20 80
KCl(g) 0.2 0.4 2
NayHPO4 (g)  2.56 64 256
KH,PO, (g) 0.2 0.4 2

Soluciones para técnica de extraccién de ADN Cromosomal Bacteriano (CB).

= El buffer de lisis empleado para la técnica CB se describe en la Tabla 11.

Tabla 11: Reactivos utilizados para buffer de lisis CB

[ ] Inicial [] Final 25 mL 50 mL 100 mL

EDTA (mL) 0.5 M 50 mM 2.5 5 10
Tris-HCI pH 8 (mL) 1M 50 mM  1.25 2.5 5
Tritén (mL) 100% 5% 125 25 5
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= La preparacion de Lisozima se describe en la Tabla 12.

Tabla 12: Lisozima

Cantidad (g) Volumen (mL) [] Final

Lisozima 0.01 1 10 mg/mL

= La preparacion de RNAasa se describe a continuacion:

Disolver RNAasa a una concentracién de 10 mg/mL en 0.01 M de acetato de sodio pH 5.2.
Calentar a 100 °C por 15 min. Permitir que se enfrie a temperatura ambiente. Ajustar el pH

anadiendo 0.1 volumenes de 1 M Tris-Cl pH 7.4, hacer alicuotas y almacenar a -20 °C

» La preparacion de NaCl se describe en la Tabla 13.

Tabla 13: NaCl

Cantidad (g) Volumen (mL) [] Final

NaCl 29.22 100 5> M
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Soluciones para técnica de extraccién de ADN Genémico de Bacteria (GB)

s Fl buffer TE se describe en la Tabla 14.
Tabla 14: Buffer TE

[ ] Inicial [] Final 25 mL 50 mL 100 mL
EDTA (mL) 0.5 M 1 mM 0.05 0.1 0.2

Tris-HCI pH 8 (mL) 1M 10 mM  0.25 0.5 1

= SDS se describe en la Tabla 15.
Tabla 15: SDS

Cantidad (g) Volumen (mL) [] Final

SDS 10 100 10 %

» El CTAB/NaCl se describe en la Tabla 16.
Tabla 16: CTAB/NaCl
[] Final 100 mL 250 mL
CTAB (g) 10% 10 25

NaCl (g) 0.7M 4.1 11.25
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10.1 Preparacion de soluciones para la extraccion de ADN

Soluciones para técnica de extraccion de ADN mediante Perlas Acoplado a Co-

lumna (PAC).

= El buffer de lisis empleado para la técnica PAC se describe en la Tabla 17.

Tabla 17: Buffer de lisis PAC

[ | Inicial [ ] Final 25 mL 50 mL 100 mL

EDTA (mL) 0.5M 50 mM 2.5 5 10
Tris-HCI pH 8 (mL) 1M 50 mM  1.25 2.5 5
NaCl (mL) 5 M 500 mM 2.5 D 10
SDS (mL) 10 % 0.4 % 1 2 4

= La preparacion de Acetato de amonio se describe en la Tabla 18.

Tabla 18: Acetato de amonio

Cantidad (g) Volumen (mL) [] Final

Acetato de amonio 77 100 10 M
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10.2. Esquemas de técnicas de extraccion de ADN

CB
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Figura 22: Extracciéon de ADN Cromosomal Bacteriano (CB)
Elaborada con www.biorender.com
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GB

Extraccién de ADN Gendmico de Bacteria (GB)
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Figura 23: Extraccién de ADN Genémico de Bacteria (GB)

Elaborada con www.biorender.com
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PAC

Extraccion de ADN mediante Perlas Acoplado a
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Figura 24: PAC

Elaborada con www.biorender.com
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ZBDMK

ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit
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Figura 25: ZBMDK

Elaborada con www.biorender.com
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SDIK

Stool DNA isolation kit Norgen
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Figura 26: SDIK

Elaborada con www.biorender.com

64



10.3 Graficos de amplificacion qPCR

10.3. Graficos de amplificacion qPCR

Grafico de amplificacién para Prevotella spp.
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Figura 27: Prevotella spp. qPCR

Grafico de amplificacién para Fibrobacter succinogenes
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Figura 28: Fibrobacter succinogenes qPCR
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Grafico de amplificacion para Butyrivibrio fibrisolvens spp.
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Figura 29: Butyrivibrio fibrisolvens qPCR
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Figura 30: Methanogenic spp. qPCR
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