VIII. ANEXOS.

VIIL.1. Anexo 1. Extraccién de dcidos nucléicos.
VIILL1. Anexo la. Extraccion de dcido desoxirribonucleico t4DN).

1. Homogenizado de la muestra. Se tomé por cada muestra. una alicuota de 300 pul de
hemolinfa. que se colocd en tubos eppendorf de 1.5 ml. se le agregaron 400 pl de
amortiguador de extraccion (ver Anexo 3a), 40 pl de proteinasa K y 40 ul de SDS al
10%. Se incubé a 36°C durante 60 minutos con agitaciones cada 135 minutos.

2. Separacion del ADN. Se agregaron 400 ul de fenol equilibrado (F.E.). se agito
vigorosamente (hasta formar una emulsion), se incubd 10 minutos v se centrifugé a
12,000 x g, 15 minutos.

3. Precipitacion del ADN. Se extrajo la fase acuosa. la cual contiene al ADN vy se
depositd en tubos que contenian 200 ul de F.E. y 200 ul de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1). se agito y se centrifugd a 12,000 x g. 10 minutos. Posteriormente, se
transfiri0 el sobrenadante a tubos que contenian 400 ul de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1), se centrifugd a 12,000 x g. 3 minutos. Se recupero el sobrenadante v
se repitio el paso anterior. Finalmente se transfirio ¢l sobrenadante a tubos que
contenian 50 pl de NaOAc (0.3 M, pH 4.8) a los cuales se les agrezd | volumen de
etanol al 100% (a —70°C) y se centrifugd a 12.000 x g. 10 minutos. A partir de este
momento fue visible el pellet de ADN.

4. Lavado del Pellet. Se eliminé el sobrenadante del paso anterior cuidando de no perder
el pellet; se agregaron 500 pl de etanol al 70%, se agit6 y se centrifugé a 12.000 x g.
5 minutos.

5. Resuspension del ADN. Se eliminé por completo el etanol v el pellet se resuspendié en

200 pul de TE pH 8.0 a 37°C durante una hora. para luego almacenarse a -70°C.,

VIIIL.1.2. Anexo 1b. Extraccion de dcido ribonucleico (ARN),
1. Homogenizado de la muestra. Por cada 250 ul de hemolinfa o 100 mg de tejido
(pledpodos) se agregaron 750 ul del reactivo TRIzo LS Reagent de GIBCO-BRL.
2. Separacion del ARN. Se adicionaron 200 ul de cloroformo: se incubd durante 10

minutos con agitaciones periddicas y luego se centrifugd a 12,000 x g, 15 minutos.
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3. Precipitacion del ARN. Se extrajo la fase acuosa. la cual contiene al ARN. se depositd
€n un nuevo tubo. se le agregd un volumen (aproximadamente 500 ul) de alcohol
isopropilico (a -70°C). se incubé 10 minutos y se centrifugd a 12.000 x g, 10 minutos.
A partir de este momento se observo el pellet de ARN en el fondo del tubo.
4. Lavado del Peller. Se eliminé el sobrenadante cuidando no perder el pellet; se
agregaron 1,000 ul de etanol al 75% y se centrifugé a 5,000 x 2. 3 minutos.
5. Resuspension del ADN. Se eliminé el etanol, se dejo secar por completo, finalmente se
le agregd TE pH 8.0 (entre 20 y 50 ul. dependiendo del tamaiio de pellet), se incub6

a 37°C. 30 minutos y se almacend a -70°C.
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VIIL.2. Anexo 2. Reacciin en cadena de la polimerasa (PCR) y trasncripcion reversa
en PCR (RT-PCR).

Todas las reacciones de PCR (para WSSV) y RT-PCR (para TSV v YHV) fueron
preparadas en tubos para PCR de 200 pl dentro de una campana de flujo laminar
previamente tratada con luz UV maximizando los procedimientos y las condiciones de
limpieza para de ésta manera disminuir los riesgos de contaminacién. Otro de los cuidados
que se tuvo principalmente con las muestras para RT-PCR. fue tratar tanto el material como
el agua con la que fueron preparadas las muestras con 0.1% de dietil-pirocarbonato (DEPC)
para eliminar la presencia de ARNasas.

Todas las reacciones fueron preparadas en un volumen final de 25 Hl al cual se le
agrego 25 pl de aceite mineral estéril. Esto con la finalidad de evitar evaporacion por las

altas temperaturas a las que se exponen las muestras en el termociclador.

VIIL2.1. Anexo 2a. PCR para la deteccion de WSSV’

Componentes de la reaccion: adicionados en el siguiente orden:

Componente Volumen
Agua esteril 18.25 ul
Amortiguador para PCR (10X) 2.50 ul
Mezcla de dNTP's, 10 mM 0.30 pul
ClMg?, 25 mM 0.75 pl
Cebador | WSPV28F, 20 uM 0.50 pl
Cebador 2 WSPV28R. 20 uM 0.50 pl
Tag ADN Polimerasa 1.00 pl
Templete 1.00 ul
Volumen de la reaccion = 25.00 pl

Condiciones de la PCR.

Proceso Temperatura Tiempo No. de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 5 minutos ]
Desnaturalizacion u5°C 50 segundos
Alineacion 50°C I minuto 30
Extension 72°C | minuto
Extension final 72°C 7 minutos

4°C Indefinido
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La PCR se realizo en un termociclador GENIUS Modelo: FGENOSTP. con un tiempo

aproximado de 3 horas.

VIIL.2.2. Anexo 2b. WSSV Dual Aqua Vir IHHNV.

El WSSV Dual Aqua Vir IHHNV es un juego comercial de reactivos que de manera
facil y rapida permite evaluar simultineamente mediante una reaccion de PCR
concentraciones muy bajas de WSSV e IHHNV. las cuales son reveladas mediante una
técnica especializada de hibridacion dor-blot que sustituye de manera muy eficiente el uso
de la electroforesis ya que presumiblemente es 100 veces mas sensible que esta técnica y

10,000 veces mas sensible que una técnica tradicional de hibridacion dor-blor.

Componentes del kit.

- 2 Microplatos con 24 discos
- 30 Filtros listos para usar
- 50 Tubos para PCR

- Solucién de amplificacion 1 (A1) 2x 1 ml Tapaamarilla

- Solucion de amplificacion 2 (A2) 60 pul Tapa roja

- Solucion de lavado 1 (W1) 80 ml Tapa negra

- Solucion de lavado 2 (W2) 80 ml Tapa gris

- Anticuerpos (AntiDIG-AP) (100X) 250 pl Tapaazul

- Amortiguador para dilucién de Anticuerpos 30 ml

- Sustrato TMB 25 ml

- Agua estéril 50 ml Tapa blanca
Pinzas

- Instrucciones de uso

A) Preparacion de las muestras.

1. De cada muestra, se depositaron 150 pl de hemolinfa en un tubo eppendorf de 2.0
ml; se centrifugé a 10,000 x g 10 minutos, para eliminar impurezas.

2. Se recupero el sobrenadante, el cual se deposité en un nuevo tubo. se calenté a 100°C,
10 minutos, para posteriormente centrifugarlo a 10,000 x g. durante 10 minutos.

3. Se recupero el sobrenadante el cual para analizarlo se realizaron las siguientes
diluciones 1/25 y 1/250 agregando 20 pl de la muestra en 480 pl de agua destilada
y esterilizada para preparar la primera, y de ésta, se tomaron 10 ul y se agregaron a

90 pl de agua destilada y esterilizada para preparar la segunda.
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B) Pruebas de PCR.

1. En cada prueba de PCR se consideré el niimero de muestras a analizar (n) mds el
control (n+1), siendo éste el total de muestras en el andlisis.

2. Se prepar6 una mezcla madre (MM), agregando por cada muestra 40 pl de la solucién
Al (40 (n+1)) mas 2 ml de la solucion A2 (2 (n+1)).

3. Se agregaron 10 pl de la muestra (ya diluida) en un tubo para PCR (proporcionados en
el kit) el contenia 38 ul de la MM, dando un volumen final de la reaccion de 48 uly
finalmente se agregaron 25 ml de aceite mineral estéril.

4. Se realizaron las pruebas de PCR en un termociclador GENIUS Modelo: FGENOSTP.
con un tiempo aproximado de 1 hora 15 minutos, con el siguiente programa:

Proceso Temperatura Tiempo No. de ciclos
Desnaturalizacion inicial 05°C 3 minutos 1
Desnaturalizacion 95%C 30 segundos
Alineacion 62°C 30 segundos 40
Extension 72°C | minuto
Extension final 72°C 3 minutos

4°C Indefinido

C) Pruebas de hibridacion dot-blot.

Hibridacion,

Primeramente, usando las pinzas. se colocaron los filtros en los microplatos cuidando
que la leyenda amarilla quedara hacia abajo y el punto azul hacia arriba. Para la
identificacion de las muestras. se us6 una tabla que contiene 6 columnas enumeradas
de izquierda a derecha del 1 al 6 y 4 filas identificadas de arriba hacia abajo con las
letrasde la A alaD.

Se tomaron los productos de PCR para desnaturalizar el ADN colocandolos a 100° C
durante 10 minutos ¢ inmediatamente después colocarlos en hielos por otros 10 minutos.
Se depositaron los productos de PCR en los filtros correspondientes vy se dejaron en
reposo por 20 minutos a temperatura ambiente (TA). Mientras tanto se coloc6 la solucién

W1 en el homo de hibridacion a una temperatura de 70° C.
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Deteccion colorimétrica.

En algunos de los pasos siguientes se uso un agitador orbital Lab-Line de 4 x 100 RPM

el cual fue ajustado en cada paso a las necesidades del mismo, de la siguiente manera:

(0): Sin agitacion.

(+): Agitacion leve (a 80 RPM sin rotacién o movimientos fuertes de los filtros dentro
de los microplatos).

(++): Agitacion fuerte (para este se incremento la velocidad de rotacion a 200 RPM
hasta observar una rotacion de los filtros dentro de los microplatos).

Se colocaron los microplastos en el agitador orbital.

Se lavaron 3 veces por 2 minutos con 500 ml de la solucion W1 calentada a 70°C (++).

Esta operacion se realizé sin excederse del limite de tiempo y considerando como un

lavado efectivo en el momento que el punto azul desaparece.

Se prepard la solucion anticuerpos (SA) diluyendo 100 veces el AntiDIG-AP (tapa azul) en

el amortiguador para dilucion de anticuerpos. Para esto se agregaron por cada reaccion 3 ul

de AntiDIG-AP en 500 pl del amortiguador. Esta solucién debe prepararse justamente antes

de usarla ya que su estabilidad esta limitada a unos cuantos minutos a 4° C ).

Se agregd a cada filtro 450 pl de la SA v se incubaron por 30 minutos a TA (H).

Se lavo tres veces por 2 minutos con la solucion W2 (++) sin excederse del tiempo

especificado.

Se agregaron 500 pl del sustrato TMB, y se incubaron durante 15 minutos a TA (0).

Finalmente se lavaron los filtros con 500 pl de agua destilada durante 5 minutos ()

Validacion e interpretacion de resultados.

La prueba fue considerada como vélida cuando aparecieran los controles positivos

correspondientes a las pruebas de PCR e hibridacion dor-blor, mismos que dan la

orientacion del filtro para la interpretacion de los resultados, considerando lo siguiente:

Manchas especificas de WSSV — @ @ @
Controles positivos de las pruebas de PCR e hibridacion dot-blor —» @ @
Manchas especificasde [HHNV __, o o ®
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Interpretacion de los resultados del DAV,

La prueba esta validada por los controles,
o e pero no hay presencia de ninguno de los dos
virus.

® ® @ Lamuestraestainfectada por WSSV,

e
® @ @ [amuestraestainfectada por ambos virus.
LN
L N
La muestra esta infectada por [IHHNV,
e e
00

La muestra estd inhibida, regularmente se
requiere hacer una dilucion may or.

VIIL.2.3. Anexo 2c. RT-PCR para la deteccion de TSV

Componentes de la reaccion: adicionados en el siguiente orden:

Componente Volumen
Agua estéril y libre de ARNasas 15.75 ul
Amortiguador para RT-PCR (5X) 3.00 pl
Mezcla de dNTP’s, 10 mM 0.50 ul
Solucion DTT 100 mM 1.25 pl
Mezcla de enzimas (del TOT) 0.30 ul
Cebador 1 (TS1185F), 20 uM 0.30 ul
Cebador 2 (TS1185R). 20 uM 0.50 ul
Templete 1.00 ul
Volumen de la reaccion = 25.00 ul

Los primers TS1185F (5-'TCA ATG AGA GCT TGG TCC-3") v TS1185R (5°-AAG
TAG ACA GCC GCG CTT-3"), estan disefiados para amplificar un fragmento de 231 pb.
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Condiciones de la RT-PCR.

Proceso Temperatura Tiempo No. de ciclos
Trascripcion reversa (RT) 60°C 30 minutos 1
Desnaturalizacién inicial - 94°C 2 minutos 1
Desnaturalizacion 94°C 45 segundos 40
Alineacién v extension 60°C 45 segundos
Extension final 60°C 7 minutos !
4°C Indefinido

La RT-PCR se realizé en un termociclador Perkin Elmer DNA Termal Cycler, Modelo:

480 en un tiempo aproximado de 2 horas 45 minutos.

VIIL.2.4. Anexo 2d. RT-PCR para la deteccicn de YHYV,

Componentes de la reaccion: adicionados en el siguiente orden:

Componente Volumen
Agua estéril y libre de ARNasas 15.75 pl
Amortiguador para RT-PCR (5X) 5.00 pl
Mezcla de dNTP's, 10 mM 0.50 ul
Solucion DTT 100 mM 1.25 ul
Mezcla de enzimas (del TOT) 0.50 ul
Cebador 1 (YHV273F), 20 uM 0.50 ul
Cebador 2 (YHV273R), 20 uM 0.50 pl
Templete  __  _ loop
Volumen de la reaccion = 25.00 pl

Los primers YHV273F (5°'-CAA GAT CTC ACG GCA ACT CA-3) y YHV273R
(5'-CCG ACG AGA GTG TTA GGA GG-3"), estan disefiados para amplificar un

fragmento de 273 pb.



Condiciones de la RT-PCR.

Proceso Temperatura Tiempo No. de ciclos
Transcrpcién reversa (RT) 55°C 30 minutos |
Desnaturalizacion inicial 94°C 2 minutos
Desnaturalizacién 94°C 30 segundos
Alineacion 60°C 30 segundos 10
Extension 68°C | minuto
Desnaturalizacion 94°C 30 segundos
Alineacion 60°C 30 segundos e

= 1 minuto + 5 segundos de =
Extensién o autoextension
Extension final 68°C 7 minutos 1
4°C Indefinido

La RT-PCR se realizé en un termociclador Perkin Elmer DNA Termal Cycler, Modelo:

480 en un tiempo aproximado de 3 horas 45 minutos,



VIIL3. Anexo 3. Obtencion y cuantificacion de las sondas moleculares.

VIIL3.1. Anexo 3a. Obtencion de las sondas de TSV y YHV.

Estas sondas fueron sintetizadas empleando el juego comercial de reactivos DIG-High
Prime (No. de Cat: 1 585 606) de Boehringer Mannheim. empleando como templete
productos de RT-PCR. El DIG Hihg Prime (DHP) es una mezcla de 160 ! de amortiguador
de reaccion y glycerol 50% (v/v) en cuyo contenido se incluyen 1 U/ul de enzima de Klenow,
cebadores al azar y una premezcla de nucledtidos en las siguientes concentraciones: 1 mM
dATP, I mM dCTP, 1 mM dGTP, 0.65 mM dTTP, ademas de 0.35 mM DIG-11-dUTP. La
proporcion molar de estos dos Gltimos (1.857:1.0) est ajustada para que al haber un molde
de ADN disponible, los cebadores al azar mediante la enzima de Klenow inicien la
polimerizacién de nucledtidos en una nueva cadena de ADN en la que se incorpora un
DIG-11-dUTP el cual tomard la posicion del dTTP aproximadamente cada 20 o 25

nucleétidos.

Procedimiento:

1. Se agregé un volumen cuyo contenido fuera de 1 ug de molde (ADNe de los productos
de RT-PCR) y se ajusté el volumen a 16 pl.

2. Se desnaturalizé el templete por calentamiento a 100°C y rapidamente se enfrié en
hielo. 10 minutos en cada proceso.
Se agregaron 4 pl de DIG High Prime, se mezcld y centrifugé rapidamente.

4. Seincubo la reaccién a 37°C durante toda la noche (aproximadamente 20 horas).
Finalmente se par6 la reaccién calentandola a 65°C durante 10 minutos y se almacend

a -20°C hasta el momento de su cuantificacion.

VIIL.3.2. Anexo 3b. Cuantificacién de las sondas de TSV y YHV,
La cuantificacion de las sondas se realizé utilizando los Jjuegos comerciales de
reactivos DIG Quantification Teststrips y DIG Control Teststrips (No. de Cat: 1 669 958 y
1 669 966, respectivamente) ambos de Boehringer Mannheim.
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Procedimiento:
1. Se preparé una serie de diluciones de la sonda (ADN marcado con digoxigenina) en
agua libre de ARNasas: Primeramente se deposité 1 ul de la sonda en 39 plde aguay a

partir de esta se prepararon las siguientes diluciones:

5 ADN marcado Factor de dilucion
Dilucion Sonda / Agua enel DCT del DOT
A. 1333 10 ulen 23 pl 300 pe-ul? 132
B. 1:10 5ulends ul 100 pg-ul” 400
C.  Adiluida 1:10 Spul(A)en 45 pl 30 pgul’ 1,320
D. Bdiluida 1:10 5 ul(B)en 45 pul 10 pgepl? 4,000
E. Cdiluida 1:10 S ul(C)en 45 ul 3 pe-ul’ 13,200

2. Para cada procedimiento de cuantificacion se prepararon y se etiquetaron cinco viales
con 2.5 ml de los siguientes compuestos:
Vila 1: 2.5 ml de amortiguador 2 (ver Anexo 5a).
Vial 2: 2.5 ml de solucién anticuerpos (1:2.000 de Anti-DIG-AP en amortiguador 2),
Vial 3: 2.5 ml de amortiguador 1 (ver Anexo 3a).
Vial 4: 2.5 ml de amortiguador 3 (ver Anexo 3a).
Vial 5: 2.5 ml de la solucién de deteccion (por cada 2 ml de amortiguador 3 se
agregaron 9 pl de NBT s y 7 ul de BCIPs).
3. Sedeposité 1 ul de cada dilucion en cada una de las cuadriculas del DQT. se dejo secar
aproximadamente 2 minutos.
4. Para llevar a cabo la cuantificacion se colocaron el DCT y el DQT (el cual contiene las
diferentes diluciones de la muestra) de tal manera que las membranas no se tocaran

entre si, y se mantuvieron en las siguientes condiciones:

Vial No. Accion Tiempo
1 Bloqueo 2 minutos
2 Anticuerpos 3 minutos
1 Bloqueo | minutos
3 Lavado | minutos
R} Cambio de pH 1 minutos
5 Deteccion 5 a 30 minutos
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5. Se detuvo la reaccion con un bafio de agua (destilada es suficiente) en cuanto se puedo
detectar con claridad las reacciones colorimétricas en el DCT. cuidando evitar asi la
formacion de color de fondo.

6. Por tltimo se realiz la comparacién colorimétrica del DQT y el DCT para determinar
la concentracién de ADN marcado por cada ul de sonda. Para esto se observé
cuidadosamente cudles cuadriculas de ambos teststrips (DQT y DCT) coincidieron
en la intensidad colorimétrica, posteriormente se multiplicé la concentracién de
ADN marcado que le correspondié al DCT por el factor de dilucion que le

correspondid al DQT, el resultado es en pg-ul™.
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VIIL4. Anexo 4. Hibridacién dot-blot para la deteccion de TSV y YHV,

1. Preparacion de las muestras.

Homogeneizado: Se homogenizaron 40 mg de tejido (pledpodos) en 200 ul de H,0
libre de ARNasas, luego se agregaron 200 ul de amortiguador de
desnaturalizacion (ver Anexo 5a). Se eliminé el debris centri fugando
a 13,500 x g, 30 minutos y se recuperd el sobrenadante,

Extracto de ARN: Ver Anexo 1b.

Productos de RT-PCR: Ver Anexos 2by 2e.

2. Fijacién. Se deposito | ul de muestra sobre una membrana de nylon cargada
positivamente ( Boehringer Mannheim), se secé a 60°C, durante 60 minutos.
Posteriormente se fijaron los nuclestidos con luz ultravioleta durante 3
minutos en el crosslinker.

3. Prehibridacién. Se realizé en el amortiguador High SDS durante 4 horas en tubos de
hibridacién (Boehringer Mannheim) en un horno con rotacion a una
temperatura de 42°C,

4. Hibridacién. Se cambio el amortiguador High SDS por Ia solucién de hibridacién
(amortiguador High SDS + 30 ng de sonda especifica). La hibridacién se
realizé durante 16 horas en las condiciones anteriormente mencionadas.

5. Lavados. Se realizaron una serie de lavados de la siguiente manera:
®  Dos veces en SSC (2 X) +0.1% de SDS, 20 minutos a temperatura ambiente (TA),

Dos veces en SSC (0.5 X) +0.1% de SDS, 20 minutos a 68°C,

Una vez en amortiguador de lavado (ver Anexo 5a). 10 minutos a TA.

Una vezen el amortiguador 2, 60 minutos a TA.

Una vez en solucién anticuerpos [diluir el Anti-DIG-AP (cuya concentracion
es de 750 U-m]") 1:2,000 en amortiguador 2, para obtener una
concentracion final de 375 mU-mI™"], 60 minutos a TA.

Una vez en amortiguador de lavado,10 minutos a TA.

*  Una vez en ¢l amortiguador 3, 10 minutos a TA.

6. Deteccion. Se realizo en la solucion de deteccion (Por cada 2 m] de amortiguador 3 se
agregaron 9 pl de NBT's y 7 ul de BCIP's). Esta reaccién se efectud en
completa oscuridad en un tiempo entre 5 minutos ¥y toda la noche.
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