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Glosario

Amplicon.- Son los pedazos de DNA formado como los productos de los acontecimientos
naturales o artificiales de la amplificacion. Por ejemplo, pueden ser formados
via reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) o reacciones en cadena del ligase (voltaje
residual), asi como por natural duplicacion del gene.

Cebador.- Oligonucleétido.
dNTPs.- Mezcla de los 4 desoxirribonucletsidos trifosfatos. (dATP, dTTP, dCTP y dGTP).
EMN.- Enfermedad de Mancha Negra.

Enfermedad.- Cualquier desviacion o interrupcion de la estructura o funcionaminto normal
de cualquier péarte, 6rgano o sistema que se manifiesta por un conjunto de sintomas y
signos.

FD1 Eubac.- Oligonucledtido que amplifica, junto con RD1 Eubac la region conservada
altamente variable 16S correspondiente a DNA bacteriano.

ITS.- Por sus siglas en ingles Espaciador Interno del Transcrito.

ITS’4.- Oligonucledtido que amplifica, junto con ITS’5 la regién conservada altamente
variable 18S correspondiente a DNA fungico

ITS’S.- Oligonucle6tido que amplifica, junto con ITS’4 la regidén conservada altamente
variable 18S correspondiente a DNA fungico.

Oligonucleotido.- Secuencia corta (de cincuenta a menos pares de bases) de DNA o RNA,
gue actla como iniciador en una reaccion de amplificacion (PCR), por lo anterior, es
responsable de la obtencion especifica del fragmento deseado.

PCR.- Reaccién en Cadena de la Polimerasa.
PMN.- Parque Marino Nacional.
Primer.- Oligonucledtido

Probidtico.- Microorganismos vivos que al ser administrados o estar presentes en dosis
adecuandas confieren un bebeficio de salud al receptor.

RD1 Eubac.- Oligonucleétido que amplifica, junto con FD1 Eubac la region conservada
altamente variable 16S correspondiente a DNA bacteriano.

rDNA 16S.- Fragmento de acido desoxirribonucléico de la subunidad ribosomal 16S.
rDNA 18S.- Fragmento de &cido desoxirribonucléico de la subunidad ribosomal 18S.

rDNA.- Acido desoxirribonucleico ribosomal.


http://www.worldlingo.com/ma/enwiki/es/DNA
http://www.worldlingo.com/ma/enwiki/es/Polymerase_chain_reaction
http://www.worldlingo.com/ma/enwiki/es/Gene_duplication
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RNA-dc.- Acido ribonucléico doble cadena.
rRNA.- Acido ribonucleico ribosomal.
SAV- Sistema Arrecifal Veracruzano.
Signo.- Indicio, sefial de algo.

Sintoma.- Fendmeno revelador de una enfermedad, sefial, indicio de que algo esta
sucediendo o sucedera.

Sindrome.- Conjunto de sintomas que caracterizan una enfermdad O conjunto de
fendmenos caracteristicos de una situacién determinada.

Tag DNA polimerasa.- Enzima que se encarga de la amplificacién del DNA en una PCR,
aislada a partir de la bacteria Thermus aquaticus que habita en aguas termales, lo cual la
hace ideal para los ciclos térmicos, debido a que no se desnaturaliza y su accion puede
continuar.
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RESUMEN

Los arrecifes de coral son uno de los ecosistemas marinos mas hermosos y complejos de la
Tierra que durante los dltimos afios se han visto afectados por el incremento de dafios,
denominados “enfermedades de corales”. En México, en el Sistema Arrecifal Veracruzano
(SAV) el 41.9% del total de los corales afectados presentan caracteristicas de la
Enfermedad de la Mancha Negra (EMN). En el presente trabajo se realiziron analisis
moleculares preliminares que ayudan a determinar la presencia de microorganismos
asociados a la EMN, las pruebas indican que los hongos estan asociados a los corales

afectados obteniendo una mayor cantidad de DNA fungico que bacteriologico.

Palabras clave: Coral, enfermedades de coral, Enfermedad de la Mancha Negra,

Siderastrea radians.
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INTRODUCCION

De todos los ecosistemas marinos, los arrecifes de coral destacan por ser los mas
complejos, ricos en especies y su produccion que es considerada energéticamente
autosuficiente para el ecosistema (McField, et al. 2007). Los humanos también
aprovechamos estos ecosistemas para turismo, obtencion de alimentos, recreacion,
educacion e investigacion las cuales son actividades de importancia para la economia local
y nacional. De manera similar, los productos naturales que pueden obtenerse de los
arrecifes de coral son de destacado valor debido a que auxilian en muchos tratamientos de
enfermedades humanas criticas e incluso en la practica médica los corales se usan para
implantes 6seos (Saura, 1991; Raymundo, et al. 2008). En los Ultimos afios, la pérdida de
estos ecosistemas es mayor debido a que son impactados por la combinacion de diversos
factores como el calentamiento global, desgaste de la capa de ozono, sobrepesca,
eutrofizacion, contaminacion, degradacién del habitat y manifestaciones de actividades
humanas que amenazan su sustentabilidad, estos informes hacen hincapié en el incremento
de enfermedades y/o sindromes de los corales escleractinios hermatipicos, los cuales son
los constructores de los ecosistemas arrecifales (Richardson, 1998; Lafferty et al., 2004).
Aungue los investigadores ain no han quedado completamente de acuerdo con la
designacion de sindrome o enfermedad para las afecciones en los corales hermatipicos,
cabe aclarar que, en términos médicos, un sindrome es el conjunto de sintomas que
caracterizan una enfermedad o conjunto de fendmenos caracteristicos de una situacion
determinada, en base a lo anterior una enfermedad se define como cualquier desviacion o
interrupcion de la estructura o funcionamiento normal de cualquier parte, 6rgano o sistema,

que se manifiesta por un conjunto de sintomas y signos, aunque los microbiélogos
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consideran que para este Ultimo término es necesario que se conozca el microorganismo
causante de la afectacion y por lo tanto, que los postulados de Koch sean cubiertos
(Richardson, 1998); sin embargo para fines del presente trabajo se tomard en consideracion
gue una enfermedad es cualquier deterioro de la salud como resultado de la disfuncién

fisiologica (Raymundo, et al. 2008).

Las investigaciones acerca de las enfermedades de coral (o sindromes, segin algunos
autores) son relativamente recientes, se sabe que las enfermedades ayudan a regular el
nimero de individuos en una poblacién depurando a los individuos poco aptos, por lo que
se les considera un aspecto natural, mientras no se pierda la totalidad o un porcentaje
considerable de los individuos (Raymundo, et al. 2008). El primer reporte de dafios en
corales se publico en 1970 y describe la degradacion de tejido al presentarse una interfase
entre tejido saludable y enfermo que atraviesa toda la colonia destruyendo completamente
el tejido coralino a su paso. La primera enfermedad reportada como tal en 1973, fue
denominada Enfermedad de Banda Negra, ésta consiste en una banda oscura presente entre
tejido sano y afectado dejando expuesto el esqueleto coralino (Richardson, 1998;
Borneman, 2001). En la actualidad, los dafios a los corales a causa de las enfermedades se
aprecian en todo el mundo pero afectan particularmente al Caribe (Figura 1). Las
enfermedades coralinas han incrementado en frecuencia y severidad, pero todavia mas
preocupante es el hecho de que desconocemos el agente causante de la gran mayoria de
ellas y aunque se han realizado detalladas descripciones sobre diferentes enfermedades en
corales hermatipicos, se ha considerado fundamental el reconocer las asociaciones coralinas

con microorganismos debido a que se estiman como posibles agentes causantes de
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enfermedades infecciosas.

Mientras mas conozcamos esta correlacion, mas podemos
entender las enfermedades de corales y controlar los brotes que se presenten (Raymundo, et
al. 2008; Wilkinson, 1998).
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Figura 1.- Las tres enfermedades mas registradas en el Caribe son banda negra,
banda blanca y plaga blanca. Cabe mencionar que el reporte de estas enfermedades
esté limitado por la distribucion de las actividades de monitoreo en la region.

De los muchos reportes de enfermedades de corales hermatipicos destacan: Banda Negra,

Banda Blanca, Banda Amarilla, Banda Roja, Plaga Blanca Tipo | y II, Mancha Blanca,

Necrosis Rapida, Asperdgillosis o Sindrome de Linea Rosa (Borneman, 2001). Sin embargo,
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la falta de conocimiento acerca de las enfermedades en corales y sus patdgenos asociados
ha llevado a confusiones, ya que son determinadas Unicamente con caracteristicas visuales
y en ocasiones las condiciones observadas no concuerdan, lo que se refleja al designar un
solo nombre para lo que posiblemente podrian ser varias enfermedades o bien, a una sola
enfermedad se le designan varios nombres, es por esta razdn que la necesidad de
investigacion de las enfermedades en corales es hoy en dia indispensable para el
reconocimiento y la solucion de este problema (Richardson, 1998; Raymundo, et al. 2008).
Debido a que la relacion entre corales y microorganismos, no ha sido estudiada con detalle,
aun se desconocen las circunstancias en la que esta relacion puede llegar a originar un dafio
al organismo; sin embargo, se entiende que la interaccién entre el hospedador, un agente
patdgeno y el medio ambiente son promotores de una enfermedad (Raymundo, et al. 2008).
Algunos estudios sugieren que el microorganismo afectard al hospedador de manera
significativa cuando se presente una condicion de estres (como la calidad del agua,
sedimentacion, cambio en salinidad, luz o temperatura) causando una enfermedad y con
ello puede llegar a causar blanqueamiento o mortalidad a su hospedador (Borneman, 2001;
Garcia et al., 2004; Denner et al., 2003; Rosenberg et al., 2007). En condiciones normales
los microorganismos son probidticos elementales y benefician a su hospedador de
diferentes maneras, las bacterias que se presentan en el mucus, asociado al esqueleto
calcareo que secretan los corales tienen la capacidad de proporcionar una capa protectora
que les brinda un mecanismo inmunologico al producir sus propias sustancias
antimicrobianas o antifingicas, o como un medio de alimentacion al capturar zooplancton o
bien brindan un medio nutritivo en el cual se pueden desarrollar bacterias y hongos de los
cuales el coral puede alimentarse. Sin embargo, cuando las condiciones ambientales varian,

podrian llegar a cambiar la composicion del mucus y causar una alteracién en las

11
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poblaciones de bacterias lo cual origina enfermedades tales como la enfermedad de la
Banda Blanca causada por Vibrio carchariae, Plaga Blanca en el Caribe presuntamente
causada por Aurantimonas coralicida, Plaga Blanca en el Mar Rojo presuntamente causada
por Thalassomonas loyana, Mancha Blanca presuntamente causada por Serratia
marcescens, Mancha Amarilla presuntamente causada por Vibrio alguinolyticus y
Blanqueamiento presuntamente causada por Vibrio shiloi (Borneman, 2001; Cervino et al.,
2004; Denner et al., 2003; Ducklow y Mitchell 1979; Garcia et al., 2004; Rosenberg et al.,

2007).

Por otro lado, los hongos también son microorganismos que se presentan en condiciones
normales en los corales, pero pueden estar asociados a enfermedades como en el caso de
bandas oscuras en donde el hongo ataca al alga y la destruye, provocando el oscurecimiento
de la zona al secretar un pigmento que tifie el esqueleto coralino, también se han encontrado
asociados al Sindrome de Linea Rosa, Aspergillosis e incluso causando blangueamiento
(Priess et al., 2000; Ravindran et al., 2001; Rosenberg et al., 2007). Més recientemente se
ha determinado la presencia de particulas parecidas a virus, por lo que se les reconocen
como posibles agentes patdgenos (Vega et al., 2008; Wilson y Chapman 2001; Rosenberg
et al., 2007). Un estudio realizado por Vega y colaboradores en 2008, demuestra que un
virus parecido al del herpes puede estar presente en el coral Porites compressa cuando éste
es sometido a factores estresantes abioticos como reduccion del pH, aumento de nutrientes
y estrés térmico. Lo anterior apoya la hipotesis de que los corales presentan infecciones

virales comunes entre los cnidarios.

12
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La Enfermedad de Mancha Negra (EMN), reconocida también como Sindrome de Mancha
Negra (SMN) o Enfermedad de Lunares Oscuros (ELO), fue identificada a principios de los
1990’s y descrita detalladamente en 1998 por Garzon-Ferreira y Gil-Agudelo. Se
caracteriza por circulos 0 manchas irregulares oscuros (negro y/o café), rodeados por tejido
saludable con pigmentacién normal que aumentan en tamafio a lo largo del tiempo y se
encuentran dispersas por toda la superficie de la colonia, en ocasiones la superficie afectada
estd ligeramente deprimida; sin embargo, actualmente se desconoce la causa de esta

enfermedad (Borneman, 2001; Rosenberg y Loya., 2004; McField et al., 2007).

Antecedentes

Aunque los estudios que se han realizado sobre la EMN no hacen referencia a
microorganismos asociados a la misma, se tienen contempladas algunas situaciones como
son la distribucion, prevalencia, porcentaje y grado de infeccion en los corales. Richardson
en 1998 determina que la EMN, se incrementa rapidamente en términos de nimeros de
colonias afectadas y el nimero de lesiones o pigmentacion anémala presentes en colonias
individuales desde inicios de 1990. Este mismo autor y colaboradores en 2000, reportan un
incremento  significativo de esta enfermedad en corales escleractinios del sur del Caribe.
Por otro lado Santavy y colaboradores en 2001 reportaron a la EMN como la enfermedad
mas frecuente, aunque no fue la mas abundante, se presentd en 9 estaciones de Key West,
en 2 de New Grounds y en 5 de Dry Tortugas. En 2002, Garcia realizd un estudio en Parque
Nacional Archipiélago de Los Roques, en donde la EMN tuvo una mayor incidencia en

colonias de tallas pequefias que van de 0.01 — 0.19 m? en las especies Montastraea

13
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annularis y Siderastrea siderea, aunque la poblacién en general se reportd saludable. En
2003, éste mismo autor, realizd un estudio en el mismo sitio, en donde la EMN se reportd
como una de las enfermedades de mayor incidencia con un total de 29.70 % en seis
arrecifes del Parque Nacional en el periodo de 1999-2000. Sutherland en 2004 reporta la
presencia de EMN en el Caribe y el Indo-Pacifico, con el incremento de temperatura como
un factor abiotico de estrés, ademas se le considera que estéd relacionado con profundidades
menores a 6 m y durante el verano cuando la temperatura del agua es elevada. La
distribucion grupal que se observo para esta enfermedad en los arrecifes de Colombia lleva
a pensar que posiblemente se trate de una enfermedad contagiosa y por lo tanto de origen
bidtico. En 2005, Borger realizd un estudio en donde presentd que la EMN, puede ser una
respuesta al estrés del organismo y aunque la mortalidad tisular no siempre esta asociada
con esta enfermedad, cuando se llega a presentar avanza 4 cnvmes, ademas, fue la Unica
enfermedad de las tres observadas que presentd un incremento significativo durante los

afios del estudio (2000 a 2002).

En México, la diversidad de dafios observados en corales es considerable y se reconoce
como una contribucién importante para la pérdida de arrecifes (Ward et al., 2006, Voss y
Richardson, 2006). En el Sistema Arrecifal Veracruzano (SAV) 4.2% de los corales
presentan alguna enfermedad entre las que destaca la Enfermedad de Mancha Negra
(EMN), ésta dltima tiene el impacto mas considerable afectando el 2% del total de los
corales principalmente Siderastrea radians (Figura 2) (Horta-Puga et al., 2009). Debido al
elevado porcentaje de corales afectados por la EMN, que afectan considerablemente a los

arrecifes del SAV, es de valiosa importancia la determinacion de los microorganismos

14
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asociados a tejidos afectados por esta enfermedad en el coral escleractinio Siderastrea

radians del Parque Marino Nacional SAV y reconocer al maximo grado taxonémico

posible la identidad de los microorganismos asociados ya sean virus, hongos y/o bacterias.

Figura 2.- Siderastrea radians afectada por la Enfermedad de la Mancha Negra

15
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Hipotesis

Debido a que la Enfermedad de Mancha Negra es considerada una enfermedad, se espera
encontrar evidencia de microorganismos asociados a la misma por medio de analisis

moleculares.

Objetivo general

Determinar si existen microorganismos asociados a tejidos afectados por la EMN en el

coral escleractinio Siderastrea radians del Parque Marino Nacional SAV.

Objetivos particulares

Determinar al maximo grado taxonomico posible la identidad de estos microorganismos

asociados a la EMN ya sean hongos, bacterias y/o virus.

Determinar que método de extraccion de material genético es el mas adecuado para los

fines del presente trabajo.

16
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El Sistema Arrecifal Veracruzano (SAV) es considerado uno de los sistemas arrecifales
més importantes del sur del Golfo de México, por la riqueza natural de sus 25 arrecifes de
tipo costero y plataforma, que desde el punto de vista geologico estan bien desarrollados
(Carricart-Ganivet y Horta-Puga 1993, Tunnell et al. 2007). Al estar ubicado frente al
Puerto de Veracruz, el impacto de las actividades humanas es de tal magnitud, que se le
considera una de las areas arrecifales con la mayor cantidad de problemas ambientales a
nivel mundial (Vargas-Hernandez et al. 1993, Lang et al. 1998, Horta-Puga 2009). Por su
importancia el sistema fue decretado como area natural protegida en 1992, y desde entonces
se le conoce como Parque Nacional Sistema Arrecifal Veracruzano (Gomez-Pompa y
Dirzo, 1995). Debido a la influencia de la desembocadura del Rio Jamapa el SAV se divide
en dos grupos arrecifales, el Grupo Norte frente al Puerto de Veracruz, y el Grupo Sur
frente al poblado de Antén Lizardo,. Las muestras utilizadas de este estudio se recolectaron
en el arrecife Isla Verde, perteneciente al Grupo Norte, mas precisamente en la zona SE de
la planicie arrecifal a 1 m de profundidad, muy cerca del faro (19°11°55.10”N vy
96°04°03.38”"W) (Figura 3).

17
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Estrategia metodoldgica

La Enfermedad de la Mancha Negra (EMN) esta afectando de manera considerable a los
arrecifes del SAV para determinar qué tipo de microorganismos (virus, hongos y/o
bacterias) estan asociados a la EMN, se recolectaron corales aparentemente sanos y corales
afectados por la enfermedad, del coral escleractinio hermatipico Siderastrea radians
(Pallas, 1766). Se escogio esta especie ya gque es la mas abundante, ademas de ser la que
presenta una mayor incidencia de esta enfermedad, en el SAV (Horta-Puga et al., 2009). La
determinacion de microorganismos presentes en las muestras se realizd mediante analisis
moleculares, que implicaron la obtencion y aislamiento del material genético de los
microorganismos para su posterior amplificacion mediante la técnica estandar PCR

(Polymerase Chain Reacton) (Rodriguez et al., 2004; Watson et al., 2005).

Recoleccidon de muestras

Se recolectaron manualmente 20 ejemplares del coral Siderastrea radians (5 cm diametro)
los cuales se mantuvieron vivos en todo momento, es decir no se sacrificaron, y 6 muestras
de agua de mar superficial en el arrecife Isla Verde, el 21 de abril del 2010 (Figura 4). Los
organismos se enjuagaron inmediatamente con agua del medio, procurando eliminar
residuos y/o material extrafio adherido a la superficie, posteriormente a cada uno se le
extrajo muestras del tejido coralino, utilizando una jeringa de 3 ml para succionar el tejido
(efecto de vacio) siguiendo la metodologia propuesta por Correa y colaboradores (2009).
Este metodo fue utilizado debido a que garantiza una recoleccion suficiente del material
genético causando un dafio minimo al coral. Las muestras de tejido y el agua de mar que se
incorpora durante el proceso, fueron colocadas en tubos de centrifuga de 50 ml,
previamente esterilizados y con 20 ml de solucion fijadora (Figura 5). En total se

recolectaron 20 colonias, 12 con los sintomas tipicos de la EMN (Figura 2), y 8 con
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apariencia saludable. Las muestras recolectadas se dividieron en dos lotes de 10 ejemplares

(6 enfermos + 4 sanos), los que se fijaron utilizando dos tipos de soluciones:
Lote 1: Solucién de Fenol-STE 1X (Valverde et al., 1990).
Lote 2: Solucién de etanol 95% (Cooney et al., 2002).

Las muestras se colocaron en un contenedor, al que se agregé hielo, para ser trasladadas al
Laboratorio de Fitopatologia de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos de la Facultad de
Estudios Superiores lztacala, para mantenerlas frescas y evitar cualquier dafio que pudiera
sufrir el material genético durante el trayecto. Las muestras de agua de mar superficial (25

ml) se recolectaron manualmente el 1 de octubre del 2010, y se colocaron en tubos de

centrifuga con las mismas soluciones fijadoras.

Figura 4. Recoleccion de corales sanos y enfermos (Siderastrea radians).

Extraccién y aislamiento de acidos nucleicos

Para poder determinar la presencia/ausencia de microorganismos (virus, bacterias y/o
hongos) asociados a la EMN, se utilizaron dos métodos de extraccién de RNA y/o DNA
ribosomal (rRNA y rDNA, respectivamente), el método de extraccion de RNA de doble

cadena, que se aplico a las muestras del Lote 1, y el método de extraccion de &cidos
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nucleicos con silica, que se aplicd a las muestras del Lote 2 (Valverde et al., 1990;
Mackenzie et al., 1997, De La Torre-Almaraz et al., 2004). Es importante sefialar que el
método de extraccion de RNA de doble cadena, tradicionalmente solo se utiliza para la
obtener rRNA, sin embargo, en el Laboratorio de Fitopatologia se ha demostrado que
también se puede, y de hecho se obtiene también rDNA (De La Torre-Almardz et al.,

2004), por lo cual también se utilizd en este estudio para obtener este tipo de &cido nucleico

en las muestras coralinas.

Figura 5. Toma de muestras de tejido coralino
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Método de extraccion de rRNA de doble cadena

Las muestras del lote 1 fueron procesadas para la extraccion de rRNA (acido ribonucleico
ribosomal) siguiendo la metodologia de Valverde y colaboradores (1990). Se utilizb esta
técnica porque la celulosa tiene la capacidad de adherirse al material genético ayudando a
eliminar todas las demas sustancias innecesarias. Las muestras obtenidas fueron mantenidas
en agitacion constante durante 30 minutos, posteriormente se sometieron a centrifugacion a
8000 rpm durante 15 min, la fase acuosa fue recuperada y se le adicioné 2.1 ml de etanol
absoluto frio, a continuacion las muestras fueron filtradas en un columna de celulosa y
papel filtro, seguidamente se realizaron tres lavados de la columna de celulosa afiadiendo
25 ml de STE 1X-etanol al 16% para eliminar sustancias que pudieran interferir en el
método de PCR, el material genético capturado en la celulosa de la columna se recupera
agregando 10 ml de STE 1X, el filtrado se recupera. Al filtrado se le agregan 20 ml de
etanol absoluto frio y 0.5 ml de acetato de sodio 3M, se agita manualmente y se centrifuga
(8000 rpm, 30 min), se elimina el sobrenadante, se deja secar el tubo a temperatura
ambiente, y posteriormente se agregan 150 ul de H»0 libre de nucleasas, la que se recolecta
con una micropipeta, y el extracto se conserva a -20 °C hasta su uso para la PCR (Valverde,

et al, 1990).

Método de extraccion de acidos nucleicos con Silica

Las muestras del Lote 2 se procesaron basandose en el método descrito por Mackenzie y
colaboradores (1997), el cual se basa en la capacidad de la silica para poder obtener los
acidos nucleicos, ya que éstos presentan afinidad a esta sustancia. Cada muestra se
homogenizd manualmente y se extrajeron 0.5 ml del homogenizado, y se coloca en un tubo
vial al cudl se le agreg6 1.5 ml de solucion tampoén de extraccion (ver apéndice 1) y 150 pl

de n-lauryl sarcosina 10%. Las muestras se incubaron por 10 min a 70 °C para lisar las
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células, seguidamente de una incubacion en hielo por 5 minutos, posteriormente fueron
centrifugados (12000 rpm, 1 min, 4 °C). Se recuperaron 300 pl de sobrenadante de cada
muestra, se colocaron en viales y se agregaron 150 pl de etanol absoluto frio, 300 pl de Nal
6M y 50 ul de silica resuspendida, se dejaron incubar durante 30 min y fueron
centrifugados (6000 rpm, 1 min). El sobrenadante fue eliminado y la pastilla (pellet) fue
resuspendida en 1 ml de solucion tampon de lavado (ver apéndice 1) y nuevamente
centrifugada (6000 rpm, 1 min), este Ultimo lavado y centrifugado se repiti6 3 veces,
elimmando el sobrenadante. Posteriormente el pellet recuperado se resuspendid en 100 pl
agua libre de nucleasas y fue incubado a 70 °C durante 4 minutos, centrifugado (12000
rpm, 3 min) y recuperando 100 ul del sobrenadante el cual se almaceno a -20 °C hasta su

uso en la PCR (Mackenzie et al., 1997).

Determinacion de la presencia de Virus

Las muestras del Lote 1, que se procesaron por la técnica de extraccion de doble cadena,
para el aislamiento de rRNA, se analizaron por electroforesis en minigel de poliacrilamida
(6%) montado en una cdmara Biorad doble, para poder determinar la presencia de rRNA
(Figura 6). El volumen de las muestras fue 50 pl por carril, utilizando como patron de
referencia Nicotiana glauca. Las condiciones de la electroforesis fueron a 100 Vy 2.5 h a
temperatura de laboratorio y la tincién se realizd con solucion de nitrato de plata 0.011 M

(Valverde et al., 1990; Gutierrez-Villegas et al., 2004).

Determinacion de la presencia de Hongos y Bacterias

Las muestras obtenidas por ambos métodos, y para ambos lotes, se procesaron para detectar

la presencia de: (1) Hongos, amplificando el DNA utilizando los oligonucledtidos 1TS’4-
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ITS’5 que amplifican un segmento de 600-700 pb del gene rDNA 18S (fragmento de la
subunidad ribosomal 18S); y (2) Bacterias, por amplificacion de DNA con oligonucle6tidos
EuBac FD/RD que amplifican un segmento de 1600 pb del gene rDNA 16S (fragmento de

la subunidad ribosomal 16S).

Figura 6. Prueba de patron electroforético para determinar la presencia de rRNA.

Se tomaron 0.1 pl de cada muestra, a la que se agregd 4.9 ul de una mezcla para favorecer
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), y por tanto la amplificacién de los
fragmentos de DNA. La mezcla estaba compuesta de 50 mM MgCl,, buffer de reaccion
10X, 10mM de dNTP’s, 10mM de cada oligonucledtido, 5 unidades por pL de Tag DNA
polimerasa (Taq DNA polymerase Invitrogen). Las muestras fueron incubadas en un
termociclador Applied Biosystems 2720, sometiéndolas por 5 minutos a 95 °C, 1 minuto a
95 °C, 1 minuto a 57°C, 1 minuto a 72°C y 7 minutos a 72°C, por 30 ciclos. Los productos
de la PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1% calculando su peso
molecular por comparacion con el marcador de peso molecular 1Kb el cual fue incluido en
el mismo gel, al igual que un control positivo (DNA de hongos o bacterias,
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respectivamente) y un control negativo (agua estéril); las condiciones de electroforesis

fueron 100V durante 45 minutos (Sambrook et al., 1989).

Purificacion del DNA obtenido por el método de PCR

El DNA producto de la PCR fue purificado utilizando el KIT WIZARD, el cual consiste en
disolver el gel con las bandas de DNA de interés en la solucion 1 (membrana binding
solution) en un tubo vial estéril a 60 °C, posteriormente se transfirio esta dilucion a una
minicolumna de silica previamente ensamblada en un tubo colector y se incub6 a
temperatura ambiente durante 1 min, se centrifigd a 10,000 rpm durante 1 min,
posteriormente se decantd el sobrenadante del tubo colector y se ensambld de nuevo, se
realizd un lavado de 700U de la solucién 2 (wash solution) y se centrifugd a 10,000 rpm
durante 1 min, éste lavado se repiti6 con 5004 de la soluciébn 2 para posteriormente
transferir la minicolumna a un tubo esteril de 1.5 ml adicionando 50 de agua libre de
nucleasas en la minicolumna e incubarlo a temperatura ambiente durante 5 minutos y
seguidamente centrifugado a 10,000 rpm durante 1 minuto. Finalmente el DNA se
concentrdé con ayuda de una centrifuga conectada a una cadmara de vacio hasta evaporarlo a

10l aproximadamente.

Secuenciacioén

El DNA purificado es procesado para su secuenciacion en el laboratorio de Bioquimica
molecular de la siguiente manera, 0.5 Pl de la muestra es mezclado con 1 |l de cada
oligonucleétido complementario a ambos extremo de la cadena, una mezcla de 4 pl de los
cuatro desoxirribonucledsidos (dNTP, precursores normales de la sintesis de DNA), una

mezcla de 0.5 pl de didesoxirribonucledsidos (ddNTP, que terminan la sintesis de DNA en
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cuanto se incorporan a la cadena en crecimiento), 1 W de DNA secuenasa (enzima
encargada de la reaccion) y 2 pl de formilamida que favorece la reaccion. La mezcla
anterior es sometida al termociclador durante 45 ciclos los cuales se componen de 95°C
durante 5 min, 96°C durante 45 seg, 55°C durante 30 seg, 60°C durante 4 min y 60°C
durante 6 min. Posteriormente las muestras son introducidas al secuenciador automéatico el
cual contiene un rayo laser que basandose en la longitud de onda del ddNTP da lectura y
crea un cromatograma en la pantalla de la computadora a la cual esta conectado el

secuenciador, este cromatograma puede obtener las secuencias buscadas.

Identificacion de microorganismos por analisis de secuencias nucleotidicas

Las secuencias obtenidas, pretendian la identificacion de los microorganismos la cual seria
realizada mediante el alineamiento y comparacién de las secuencias nucleotidicas obtenidas

de los productos de la PCR, con las disponibles en el GenBank NCBI (National Center for

Biotechnology  Information:  http//www.ncbi.nlim.nih.gov), mediante el programa de
analisis comparativo de secuencias genicas BLAST (Basic Local Alignment Search Tool:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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RESULTADQOS

Pruebas diagndsticas para virus

La prueba del patron electroforético para determinar la presencia de rRNA resultd negativa
(Figura 8), tanto en las muestras de corales sanos, como enfermos. Por lo anterior, se
considera que no existe evidencia que demuestre la presencia de virus en las muestras de
corales recolectados, al menos con las pruebas realizadas en este estudio, sin embargo no se

puede descartar categbricamente su presencia.

Figura 8. Perfil electroforético en donde no se presenta evidencia de material genético
viral.

28



Yolitzin Rodriguez Gallardo

Presencia de DNA flungico en COIZlZISa s%amos y enfermos (EMN) del SAV
Muestra Método Doble Cadena Método Silica PE
Coral Sano (S1) + + 1,3
Coral Sano (S2) + + 2,4
Coral Sano (S3) + + SIF
Coral Sano (S4) - - SIF
Coral Enfermo EMN (E1) - ++ 5,11
Coral Enfermo EMN (E2) - + 6, 12
Coral Enfermo EMN (E3) - ++ 7,13
Coral Enfermo EMN (E4) - - 8, 14
Coral Enfermo EMN (E5) - ++ 9,15
Coral Enfermo EMN (E6) - ++ 10, 16
Control Positivo + + 17
Control Negativo - - 18

+ = Presencia de DNA fungico. ++ = Presencia abundante de DNA fingico. - = Ausencia de DNA fungico.
PE= Posicion de la muestra en la electroforesis de la Figura 9, S/F =No se fotografio.

Pruebas diagnosticas para hongos

El andlisis electroforético del DNA obtenido por ambos métodos, presentd resultados
positivos (Tabla 1), lo que indica la presencia de hongos en todos los corales sanos, excepto
el ejemplar S4. En el caso de los corales enfermos, no se detecto la presencia de hongos por
el método de extraccion de doble cadena, pero si con las muestras procesadas con el
método de silica, incluso en algunos casos se observd una mayor cantidad de DNA (E1, E3,

E5 y E6). La Figura 9, muestra la electroforésis aplicada para la deteccion de hongos.
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S1-DC
S2-DC
S1-SIL
S2-SIL
E1-DC
E2-DC
E3-DC
E4-DC
E5-DC
.E6-DC
.E1-SIL
.E2-SIL
.E3-SIL
.E4-SIL
.E5-SIL
16. E6-SIL
17. Control (+)
18. Control (-)
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa de producto de PCR donde se aprecian fragmentos 18S
amplificados en corales afectados por la EMN vy corales aparentemente saludables, que evidencian
la presencia de hongos en las muestras. E1Kb=Escalera 1 Kilo base. S1-DCy S2-DC =Muestras 1y
2 de coral saludable procesado por el método de Doble Cadena, S1-SIL y S2-SIL= Muestras 1y 2
de coral saludable procesado por el método de Silica, E1-DC, E2-DC, E3-DC, E4-DC, E5-DC, E6-
DC=Muestras 1, 2, 3, 4, 5y 6 de coral afectado por EMN procesados por el método de Doble
Cadena, E1-SIL, E2-SIL, E3-SIL, E4-SIL, E5-SIL, E6-SIL= Muestras 1, 2, 3, 4, 5y 6 de coral
afectado por EMN procesados por el método de Silica.
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Pruebas diagndsticas para bacterias

Tabla 2

Presencia de DNA bacteriano en corales sanos y enfermos (EMN) del SAV

Muestra Método Doble Cadena Método Silica PE
Coral Sano (S1) ++ - SIF
Coral Sano (S2) ++ - SIF
Coral Sano (S3) + - 1,357
Coral Sano (S4) ++ - 2,4,6,8
Coral Enfermo EMN (E1) - - SIF
Coral Enfermo EMN (E2) + - 9,13
Coral Enfermo EMN (E3) - - SIF
Coral Enfermo EMN (E4) - - 10, 14
Coral Enfermo EMN (E5) - - 11,15
Coral Enfermo EMN (E6) + - 12, 16
Control Positivo + + 17
Control Negativo - - 18
+ = Presencia de DNA bacteriano. ++ = Presencia abundante de DNA bacteriano. - = Ausencia de DNA

bacteriano. PE= Posicidn de la muestra en la electroforesis de la Figura 10, S/F= No se fotografio.

El perfil electroforético del DNA obtenido por el método de Doble Cadena presentd

resultados positivos lo que indica la presencia de bacterias en los corales sanos, inclusive

algunas de las muestras (S1, S2 y S4) presentaron una mayor cantidad de DNA (Tabla 2);

en el caso de los corales enfermos los resultados fueron negativos en todos los casos

excepto en dos de ellos (E2 y E6). Por otro lado las muestras procesadas por el Método de

Silica presentaron resultados negativos. La Figura 10 muestra la electroforesis para la

deteccion de DNA de hongos. Los datos evidencian la presencia de bacterias en corales
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sanos y enfermos por igual, lo que implica que no existen diferencias importantes que

sugieran una posible patogenicidad causativa de la EMN en Siderastrea radians.

S3-DC
S4-DC
S3-SIL
S4-SIL
S3-DC 1:10
S4-DC 1:10
S3-SIL 1:10
S4-SIL 1:10
E2-DC

. E4-DC

. E5-DC

. E6-DC

.E2-DC 1:10

.E4-DC 1:10

. E5-DC 1:10

. E6-DC 1:10

. Control (+)

. Control (-)
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa de producto de PCR donde se aprecian
fragmentos amplificados 16S de corales afectados por la EMN vy corales aparentemente
saludables, que evidencian la presencia de bacterias en las muestras. E1KbP=Escalera
1Kilo base Plus, S3-DC y S4-DC=Muestra 3 y 4 de coral saludable procesado por el
método de Doble Cadena, S3-SIL y S4-SIL= Muestra 3 y 4 de coral saludable procesado
por el metodo de Silica, E2-DC, E4-DC, E5-DC y E6-DC=Muestras 2, 4, 5 y 6 de corales
afectados por EMN procesados por el método de Doble Cadena, 1:10=Dilucion 1:10
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Aguade mar
Tabla 3
Presencia de DNA fungico en agua de mar del SAV

Muestra Método Doble Cadena Meétodo Silica PE

H,O1 - - 14

H,0 2 - - 25

H,O 3 - - 36

Control Negativo - - 7
Control Positivo + + 8

+ = Presencia de DNA flingicoo. ++ = Presencia abundante de DNA flngico. - = Ausencia de DNA flangico.

PE= Posicion de la muestra en la electroforesis de la Figura 11.

El anélisis electroforético de DNA fungico obtenido por el Método de Doble Cadena vy el

Método de Silica para las muestras de agua de mar, presentaron resultados negativos (Tabla

3), lo que indica la ausencia de hongos en todos los casos. La Figura 11 muestra la

electroforesis para la deteccién de hongos.
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H,O-DC 1
H,O-DC 2
H,O-DC 3
H,O-SIL 1
H,O-SIL 2
H,O-SIL 3
Control (-)
Control (+)

1600p —»
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa de producto de PCR donde se aprecian
fragmentos amplificados 18S de muestras de agua de mar para identificar la presencia de
hongos. E1LKbP=Escalera 1 Kilo base Plus. H,O-DC 1, H,O-DC 2, H,O-DC 3=Muestras 1,

2 y 3 de agua de mar procesadas por el método de Doble Cadena, H,O-SIL 1, H,O-SIL 2,
H,O-SIL 3=Muestras 1, 2 'y 3 de agua de mar procesadas por el método de Silica.
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Tabla 4
Presencia de DNA bacteriano en agua de mar del SAV
Muestra Método Doble Cadena Método Silica PE
H,01 ++ + 1,4
H,02 ++ + 2,5
H,03 ++ + 3,6
Control Positivo + + 7
Control Negativo - - 8
+ = Presencia de DNA bacteriano. ++ = Presencia abundante de DNA bacteriano. - = Ausencia de DNA

bacteriano. PE= Posicién de la muestra en la electroforesis de la Figura 12.

El analisis electroforético del DNA bacteriano obtenido por ambos métodos para las
muestras de agua de mar, presentaron resultados positivos (Tabla 4), lo que indica la
presencia de bacterias en todas las muestras; sin embargo, se aprecia una mayor
concentracion de DNA en las muestras de agua procesadas por el método de Doble Cadena
que en las procesadas por el método de Silica. La Figura 12 muestra la electroforésis para la

deteccion de bacterias.
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H,O-DC 1
H,O-DC 2
H,O-DC 3
H,O-SIL 1
H,O-SIL 2
H,O-SIL 3
Control (+)

1
Control (-) 600pb
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa de producto de PCR donde se aprecian
fragmentos amplificados 16S de muestras de agua para identificar la presencia de bacterias.
E1KbP=Escalera 1 Kilo base Plus. H,O-DC 1, H,O-DC 2, H,O-DC 3=Muestras 1, 2 y 3 de
agua de mar procesadas por el método de Doble Cadena, H,O-SIL 1, H,O-SIL 2, H,O-SIL
3=Muestras 1, 2'y 3 de agua de mar procesadas por el método de Silica.
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Analisis de secuencias

En el electroferograma (Figura 13) se aprecia que los resultados de las secuencias para la
determinacion de los microorganismos asociados a la EMN, presentaron varios picos de
diferentes bases, lo cual quiere decir que existe un gran nimero de secuencias superpuestas,
esto es conocido como ruido y aunque suponemos que se trata de un hongo existen diversas
regiones amplificadas, es decir una combinacion de secuencias diferentes, lo que conlleva a
gue ninguna de ellas se establezca como dominante y consecuentemente, se hace imposible

determinar la especie de la cual deriva con precision.

¥ Chromas - 1-L6P107_[TS-4

File Edit Options Help
File: 1-LEP107_ITS-4_2010-06-15 E0 Sequence Mame: 1-LAP107_IT3-4  Fun ended: Jun 15, 2010
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Figura 13.- Electroferograma de la secuencia indeterminada de una muestra de coral
afectado por la EMN. Azll=Citocina, Rojo=Timina, Verde=Adenina, Negro=Guanina. Las
letras “N” en color rosa, indican que las bases nitrogenadas del DNA no pudieron ser
identificadas por el secuenciador.
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DISCUSION

El material genético de bacterias obtenido de corales enfermos fue menor que en corales
aparentemente saludables lo cual sugiere que las bacterias estan presentes en diferentes
cantidades cuando la enfermedad esta afectdndolos. Tomando en cuenta que las bacterias se
consideran los principales organismos probidticos en los corales (Correa et al. 2009), es
indispensable su presencia en organismos saludables ya que actGan como un sistema de

inmunidad (Borneman 2001, Rosenberg et al. 2007).

Por otra parte, el material genético de hongos presenta una mayor concentracion en corales
enfermos que en corales saludables, lo cual sugiere que éstos microorganismos podrian ser
los causantes de la EMN vy coincidiendo con el trabajo de Brandt (2009) en dénde los
estudios sugieren que la EMN en el Caribe es el resultado de la invasion del tejido coralino
por hongos endoliticos. De manera similar, estudios histoldgicos realizados por Galloway
(2007) muestran que en la interfase entre los canales vasculares profundos y el esqueleto se
muestran acumulaciones multifocales densas de bulbos pleomorficos en partes gruesas no
septadas de paredes irregulares, lo que parece ser hongos. Sin embargo, no se puede afirmar

categéricamente que los hongos sean los causantes.

Las muestras de agua de mar procesadas por ambos métodos, no presentaron DNA fungico,
sin embargo las bandas de DNA bacteriano fueron notablemente mas densas para las
muestras procesadas por el método de extraccidbn de RNA Doble Cadena que para el

método de extraccion de acidos nucléicos con silica. Esto es una posible indicacién de que
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la evidencia de la presencia de bacterias en corales es la misma que en agua, quizas se trate

de los mismos grupos de bacterias.

Algunos autores afirman, que ciertos factores como carga y descarga de barcos, cambios en
las corrientes oceanicas, acuacultura o descarga de drenaje pueden causar que los
microorganismos se dispersen con gran facilidad en el medio marino (Raymundo, et al.
2008). En el SAV se realizan estas y otras actividades lo cual favorece la presencia de
hongos, bacterias y virus en los arrecifes y por consiguiente en los corales, pudiendo causar
alguna enfermedad incluso si estos microorganismos solo son oportunistas y se asocian a

otros organismos de la zona (Rosenberg et al., 2004).

Las pruebas realizadas muestran que el método de extraccion de acidos nucleicos con silica
arrojan mejores resultados en la obtencion del material genético que el método de
extraccion de RNA doble cadena al menos para la obtencion del fragmento 18S
correspondiente a hongos. Por el contrario el método de extraccion de RNA doble cadena
mostrd mejores resultados para la obtencion del material genético que el método de
extraccion de é&cidos nucleicos con silica para la obtenciébn del fragmento 16S

correspondiente a bacterias.

Debido a que este estudio es uno de los primeros para tratar de identificar los
microorganismos asociados a la EMN, estos resultados son importantes para el seguimiento
de las pruebas de identificacion ya que proporcionan un punto de partida para las
investigaciones futuras. Los resultados obtenidos en este trabajo se comparan con algunos

otros trabajos y posibles agentes causantes de diferentes enfermedades en la Tabla 4.
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Cabe mencionar, que el método de colecta utilizado en este trabajo se ajustd a las
posibilidades y permisiones del Parque Marino Nacional SAV y no es recomendable para
trabajos posteriores, debido a que presenta inconvenientes tales como la falta del organismo
completo para su analisis por medio de microscopia, ademas, la identificacion de los
mcroorganismos asociados a la EMN y la comparacién de los microorganismos de las
muestras de corales y agua de mar no pudo ser realizada debido a la falta de material
genético y a la degradacion prematura del mismo, posiblemente la toma de muestra fue un

factor determinante para su conservacion.

Analisis de secuencias

La identificacion de un organismo puede realizarse de diferentes formas incluyendo
métodos morfoldgicos, bioquimicos y moleculares, dentro de éstos Ultimos se encuentran
los analisis de secuencias, las cuales se obtienen a partir de una region conservada del
genoma, lo que vendria siendo equivalente a un caracter que ayuda a reconocer al

organismo en cuestién (Rodriguez et al. 2004).

Para el caso de hongos, éstas regiones conservadas pueden obtenerse con ayuda de
secuencias cortas de DNA que flanquean estas regiones (oligonucleotidos). Existe una gran
variedad de oligonucledtidos para encontrar estas secuencias que pueden ser de cualquier
hongo de los grupos basidiomicetes, ascomicetos y levaduras. En el presente trabajo se
utilizd solo un par de estos oligonucleétidos los cuales fueron ITS4/ITS5 para la obtencion
del fragmento 18S debido a que es una region conservada altamente variable, es decir que

estos oligonucledtidos identifican la presencia de DNA de cualquier hongo de los grupos
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mencionados anteriormente, sin embargo y a pesar de que se obtuvo DNA flngico, el
electroferograma muestra que se amplificaron varios fragmentos, lo cual revela que los
oligonucledtidos utilizados en éste trabajo probablemente no son los mas adecuados, ya que
pudieron hibridar en varias regiones en donde se producen varias secuencias, lo anterior se

aprecia en la Figura 11.
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Referencia

Borneman, 2001; Priess, 2000.

Borneman, 2001

Borneman, 2001

Borneman, 2001

Tabla 4
Enfermedades de corales y sus posibles agentes causantes
Enfermedad o Posible agente causante
Sindrome
Aspergilosis Honga Aspergillus sydowii
Banda Amarilla/ Linea ND
Amarilla
Banda Blanca Bacteria Vibrio sp. (TI)
Bacteria Vibrio charcharii
(TID).
Banda Cafe Cianobacterias
Banda Negra Cianobacteria

Phormidium corallyticum,

Bacteria Desulfovibrio sp.

Banda Roja Cianobacterias
Schyzothrix sp. Y
Oscillatoria sp.

Plaga Blanca TII Bacteria Sphingomonas.
Bacteria Aurantimonas
coralicida
Blanqueamiento Bacteria Vibrio ilio.
Mancha Amarilla Bacteria Vibrio

alginolyticus y otras
especies de Vibrio

Mancha/Anillos/Puntos ND
Rosas/Morados
Mancha Negra Hongos

Borneman, 2001; Conney, 2002.

Borneman, 2001

Borneman, 2001; Denner et al,
2003.

Borneman, 2001; Kushmaro et
al, 1997; Kushumaro et al,
2001; Banin, 2000.

Rosenberg, 2007.

Borneman, 2001

En este trabajo

ND= No determinado
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CONCLUSIONES

Las pruebas realizadas indican que los hongos estan asociados a los corales enfermos, sin

embargo aun, no se les puede considerar como agentes causantes de la enfermedad.

En base a los resultados obtenidos se considera que la cantidad de microorganismos es

diferente en corales aparentemente saludables y en corales afectados por la EMN.

Los corales afectados por la EMN presentan mayor cantidad de DNA de hongos que los

corales aparentemente saludables.

En base a este trabajo, se considera que el método de extraccion de acidos nucleicos con
silica permite obtener una concentracion mayor de DNA fungico, mientras que el método

de extraccion de RNA Doble Cadena permite una mayor obtencion de DNA bacteriano.
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RECOMENDACIONES

Cabe mencionar que los métodos de extraccion y toma de muestra utilizados en este trabajo
fueron ajustados para fines del mismo debido a que se evitd en la medida de lo posible
dafiar a los corales, respetando las permisiones del Parque, sin embargo, se sugiere lo

siguiente:

Este trabajo es uno de los primeros intentos para conocer a los microorganismos asociados
a una de las enfermedades en corales que existen y no se sabe cual es el mejor método para
la obtencién del material genético por lo que se utilizaron los descritos en este trabajo, sin
embargo, basandonos en los resultados se sugiere que en futuros estudios el método de
extraccion de RNA Doble Cadena sea utilizado para la obtencion de DNA bacteriano y
RNA viral mientras que el método de extraccion de acidos nucleicos con silica sea utilizado

para la obtencion de DNA fungico.

Se recomienda que las muestras obtenidas para trabajos posteriores sean colonias

completas, para la realizacion de pruebas de microscopia.
Si se tiene la oportunidad, se sugiere que se realicen cultivos de los microorganismos
asociados a los corales, para la realizacion de pruebas bioquimicas que ayuden a la

identificacion vy la aplicacion de los Postulados de Koch.

Es recomendable realizar un PCR tiempo real, con el cual se puede determinar

cuantitativamente el material genético obtenido.
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Anexo
Tabla 1A
Secuencias de los oligonucle6tidos utilizados
Nombre del Secuencia Tamafio
oligonucle6tido

ITS4 5-TCC TCC GCT TAT TGA 20 bases
TAT GC-3

ITS5 5-GGA AGT AAA AGT 22 bases

CGT AAC AAG G-3

FD1 Eubac 5-AGA GTT TGA TCC TGG 20 bases
CTC AG-3

RD1 Eubac 5-AAG GAG GTG ATC 17 bases
CAG CC-3’

e SOLUCION STE 1X
10 ml de STE 1X

1 ml de SDS al 10%
500ul de bentonita al 2 %
9 ml de fenol-STE 1X

e REGULADOR DE EXTRACCION STE 1X
1 ml de STE 10X

9 ml de H,O

e REGULADOR DE EXTRACCION STE 10X
800 ml de agua destilada desionizada.

61g de tris base pH 8
589 de NaCl
3.7g de Na,EDTA<2H,0
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Llevar a un volumen de 1000 ml y ajustar a un pH de 6.8 con HCI concentrado.

Para STE 1X se realiza una dilucion: 1ml STE 10Xy 9ml de H,O

e SDS 10%
100 ml de H,O Millipore con 10 gr de SDS 10%.

e BENTONITA AL 2%
100 ml de H,O Millipore con 2 gr de bentonita

e FENOL-STE 1X
2/3 partes de &cido fénico y se le agrega buffer STE 1% hasta el borde, dejar separar las
fases, la fase que se usa es la de abajo.
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