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~ ¢ Qué entendemos por “Biotecnologia™?

plio de
se utilizan
5ea organismos
, para generar

Sistente a enfermedades causadas por

Juccion de proteinas recombinante.

- utilizacion de ciertas especies de bacterias con
ades “probioticas” para el mejoramiento de los cultivos
ontrol, bioremediacion ...).
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¢, Qué esla biotecnologia? 2

Desde un punto de vista amplio, la Biotecnologia
? corresponde a «

».

gicos Y
2acion o
pecificos”.

La naturaleza de la Biotecnologia ha cambiado con el
desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante.
La ingenieria genética facilitdo los medios para crear o al menos
aislar, cepas de alto rendimiento productivo. Los micro-
organismos Yy células eucariotas pueden ser utilizadas como
« industrias biologicas ».



La Bioteenologia Molecular

é La union de la
. ha resultado en un campo
altamente competitivo de estudio, que hoy conocemac
como la

Biologia Micro- = Inmunoloqia Ingenieria Biologia
Molecular biologia g Genética Celular
Biotecnologia
Molecular
Sector Produccion Medio
Agropecuario Alimentos Ambiente

Conservacion
Biodiversidad



¢ Qué es la Biotecnologia Molecular?

e

—

La Biotecnologia Molecular se basa en Ila habilidad de los
investigadores para  aislar, manipular, transferir unidades de
informacion genética de un organismo a otro, utilizando las técnicas
de la ingenieria genética y con el objetivo de producir un producto util
0 proceso comercial.

70 se creo la capacidad de manipular el material genético
oratorio de forma tal de unir segmentos provenientes de distintos
teniéndose moléculas recombinantes.



= R — -~
— e —— s — - S
— = — - — -

=Organismos procariotas-y eucariotas utilizados en

-procesos biotecnolégicos: -

k|

Bacterias Levaduras

Acremonium chrysogenum Saccharomyces cerevisiae
Bacillus brevis, B. sublilis, B. | F. pastoris

thuringiensis Hansenula polymorpha

Corynebacterium glutamicum | S. pombe arinos
Erwinia herbicola arinos
Escherichia coli

Lactobacillus sp. Clasificacién de los microorganismos
N’,” obacter spp. segln su temperatura de proliferacion
Nitrosomonas spp.

Pseudomonas spp. PSYCF‘éf”OS -5a 20 °C

Rhizobium spp. Psycrotrofos  -5a35°C

Strepfomyces spp.

Tricoderma reese/ Mesofilos 10 a 47 °C

Xanthomonas campestris

i Termofilos 45 a >90°C
Zymomonas mobilis
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Campade desarrollo de la blotecnologla marina

—

O Alimentacion batir la desnutricion.
U Productos industriales

*
‘ papel, remover téxicos de
l O Alimentos
f QO Tratamientos médicos
curar desordenes neuroldgicos

5 terapeuticas....

U Tratamientos de desechos

U Industria farmaceldtica
utilizados como anti-infalmatorios o contra el cancer

U Industria cosmética

U Produccién acuicola

or hibridacion o manipulacién genética
2cimiento, resistencia a enfermedades)

Q Agricultura

a de genes de resistencia a ambientes salinos

contra enfermedades y plagas
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La Bibig_cnologl'a y la Acuacultura

d La “Acuacultura” iISmos acuaticos en

Q 2l mar combinada con una
colas, llevo a los cientificos y
- la Biotecnologia Marina pueda
productos del mar para la

-, incluyendo la tecnologia molecular y
los cientificos de la acuacultura estudiar

0 de los organismos acuaticos,
edades o0 a condiciones ambientales adversas,

as de diagnostico moleculares,

2vos aditivos alimenticios empleados en la actividad acuicola,
acunas,

2 agentes terapeuticos



;l__a Bioteenologia y la Acuacultura

*
Introduccion de animales infectados en Ioa laboratorios y/o piscinas de cultivo
i . \
_ Enfermedades
f — (epidemias, endemias)

al

Camarones no adaptados a las condiciones de cultivo
Stress —— Inmunodeficiencia

Residuos deantibioticos
(fenomeno de resistencia)

Sobreexplotacion de larvas
y reproductores de camarén
Destruccion de larvas de peces

PREVENCION Y ERRADICACION DE VIROSIS PARA LA SUSTENTABILIDAD
ECONOMICA Y ECOLOGICA DEL CULTIVO DE CAMARON

Repoblacion .
= DOMESTICACION  [Probisticos/
Diagnéstico

del stock
CERTIFICACION iy i ENFERIEDADES

natural

PROGRAMA DE SELECCION Y MEJORAMIENTO GENETICO
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Salud y prevencion de enfermedades

.. DIAGNOSTICO

‘ a cultores es
| produccion y

lares, los vuelven
nicas de diagnaéstico




Salud ggprevenmon de enfermedades
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Principales agentes patdgenos virales de

v
|
|

PARVOVIRIDAE BACULOVIRIDAE

06 @ Tamafio (virién): 300 nm- BP (Baculovirus penei)

Poliedro Genoma: 120 Kbp ) ;

9& ADNss ——ﬁ@ MBYV (Monodon BaculoVirus)
@ o

IHHNV ucleocapside

(Infectious Hypodermal and
Hematopoietic Necrosis Virus)

Tamafio: 22 nmGenoma: 4.1 Kbp, &= * ‘ > e
""""""""""""" " { J‘
. L {

HPV '

(Hepatopancreatic Parvo-like Virus)
Tamafio: 22 nmGenoma: 5 Kbp

Envoltura  INO CLASIFICADO
o WSSV  (White Spot

Syndrome Virus)

Tamafio (virion):
ADNds 350 x 144 nm

Genoma: 292 Kbp

YHV

é Yellow Head Virus PICORNAVIRIDAE

&2 RHABDOVIRIDAE | TSV
\ Ny~ (Taura Syndrome Virus)
) g g
Tamario: 150x50 nm Genoma: 9 Kbp
Genoma: 22 Kbp ARNsS Tamaio: 30 nm

AN
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‘. Diagnostico de Virus Ventajas e inconvenientes

=

(-): Sensibilidad
(-): Especificidad
(-): Costo del equipo

S¢S
Ss Sustrato de

5
Anticuerpo ( la enzima

conjugado
a una enzima
(fosfatasa alcalina)
Cambio
de color Y Y Y

-): Fosfatasa endogena
-): Especificidad

Corte histologico
(-): Sensibilidad
(-): Especificidad
(-): Tiempo

— —

Histologia

Hibridacion in situ Inmunoensayo

-

- (++): Sensibilidad
- (++): Egpecificidad
- (++): Rapidez

(+): Sensibilidad
(+): Especificidad

--_---------1._--------

Sonda nucleica PCR




Salud y prevencion de enferm
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*.* Dot-Blot

—

Extraccion | | -,
de ADN A
2. ADN de camaron
en presencia de
1. Deposito sobre u la sonda

membrana onda

s = e e e Y
e 4 marcada

/ <> / n'fc}li:i(c{o

(ADN)
4. El anticuerpo anti-dig
3. Hibridacion de la sonda se une al hibrido
con el ADN de WSSV Anticuerpo

x anti-dig marcado
con una enzima

. —

5. La enzima unida al anticuerpo produce una
mancha de color que permite identificar la
presencia de WSSV

> | Sustrato de la enzima
<

==
~—

edades

Resultado

Intermedio
Negativo

Positivo

= Alto nivel
de WSSV
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—— i

v Hibridacion
' In situ

aminado con WSSV
dacion /n situ
997 ).



Eél_ud Yy prevencion de enfermedades
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Foto de microscopia
electronica de un ovocito
iInfectado con WSSV

(Tomado de Lo ef al, 1997)




= o e ————————— —_—— ——

‘Salud y prevencion de enfermedades
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*.» Reaccion en Cadena de la Polimerasa : PCR 1 -

Polymerase Chain Reaction: PCR F B
e Tl
Primers i e : E
DNA e —
- Repeat cycles... G
3 ¥ e e —
Separate Target —
DNA Strands ~ Target ~ S2duence —
{DENATURE) Sequence —
—=
Cyele 1 g
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Salud;gprevenmon de enfermedades
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. Reaccion en Cadena de la Polimerasa : PCR

: K Reaccion ciclica de amplificacion
. | ADN a amplificar |

m Iniciador

’J Nucleodtidos

z polimerasa E Desnaturahzan

Separacion de Ias
dos cadenas de ADN

A % - Nuevo Cih %t
LR | »
» o’ Y [
» * 4 ",
o o , ™. ‘7
phy: y
i ibridacion
ﬂ - ~—~"Fijacion de ﬂ
Sintesis de un ' . un par de
cadena complementari : iniciadores

\ por la Taq polimerasa §..




Salud_ y prevencion de enfermedades
e = - — - = "

.

~ ~
L ™ — P i 3
g SBI2II YN / Reattivos para
- (3411 \-\'} la reaccion de 4 *
estra Técnica de nested-PCR
) :Esllééti o (Polymerase Chain Reaction)
Extraccién - Iniciadores (Reaccion en cadena de la polimerasa)
de acidos nucleicos - Taq polimerasa
Reaccidn (DN ARy
de PCR ~
21 “\‘ - Desnaturalizacion del ADN RS extemos I
4 ciclo { - Hibridacion de los iniciadores ¢ | ADN (muestra)
- v - Polimerizacion \
. L ) ) == I %
Termociclador (A) i
..... 5
",v “\ ‘/ X w I ¢
3 b 20 “! . 3 1 leros ciclosy I
A partir de e = 1.000.000 de copias ‘ 17 | . .
1 molécula de ADN ‘Q_‘.IC[O?,‘ ~ del fragmento amplificado “oemee?’ i g —:
- = i E : :
i: S ; v ; i
Observacion del analisis en un gel de electroforesis Primers internos I | :
6 : I ' Producto de amplificacion1 &
r— | i '
e L ;
B 3 1
e | iy ==
.." Ciclos‘ [ Tk a
_ *iguienteg-’ | ! -
123 e -~ I ] |}
| i 1
| : :
MPM: Marcador de Peso Molecular 1kpb [ Producto de amplificacion2

C-:Control negativo =
Linea 1: Producto amplificado en la

1 reaccion de |a Nested-PCR
Linea 2: Producto amplificado en la
2" reaccion de la Nested-PCR




Salud y prevencion de enfermedades

o L

Clasificacion y Certificacion de reproductores

Litopenaeus vannamei

\ 4

\ A

I 5 \ é vanni'nei 9
SSV IHHNV Anélisis de hemi; linfa
Clasificaciéon de reproductores
l i WSSV IHHNV
EZ S

i »lﬁj Cruces Q X d
Nauplios (-) Nauplios (+) i

(N2<N5)
i Analisis por { Nauplios

Post-Larvas (+/-) Post-Larvas (+++) § Nested-PCR | - Post-Larvas 3

y
@(j
)




Salud y prevencién de enfermedades
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Reproductores Nauplios

P\ e~ ':_“"\"‘\:J .
T WSSV
f‘l‘ I. (' ’ L)

TranSfision
veytical

Post-Larvas

Tra ion WSSV | WSSV
horigbntal (-) (+-)
intrag8p@cifica

Tratamiento de
agua, mallas ~~ Transmision horizontal

interespecifica (+-)




| Salud ;Lprevenmon de enfermedades

R

? Bacterias extracelulares
l

Bacterlas patogenas

* % \ S o Bicterias oportunistas
@"0/
® =

(@2 _) ) =
4 @9 D)

*' @9

) %R

Células de camaron Celula
muerta ,

Septicemia
hemolinfa
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Factores: toxmos de bacterlas patogenas de camaron

v
!

Bacteria patégena
(Célula procariote)

Cromasoma bacteriana

‘ Iu 5" ¥ W iGen de

| BAR toxina

Huden-_.__l_l-_; ‘ ﬁ

Célula animal
{Célula eucarjote)

Toxina

. Nutrientes

Ho

TNAL

- . Septicemia

jhem nfa]

.
i
l.‘

oli
‘- '*d ~D

rﬂg

Linea celular de carpa d

No hay efecto

Cultivo primario de camaron

Demostracion de efectos patolégicos

Al P~
Septicemia e
(hemolinfa)

Introduccion
del

patogeno




cterias patdgenas?
L

¢Céma luchar contra ba

Diagndstico:

.‘ ¢;,Cuando realizar el diagnostico?

;' A los nauplios provenientes de la naupliera
A la postlarva proveniente del laboratorio
En la larviculturtura durante la fase de cultivo en alga,
artemia, reservorio
., Como? En la camaronera, reservorio

Histologia:
Aislamiento: - En especial para las

-"TCBS" medio muy selectivo Rickettsias pues éstas no se
- Agar marino pueden cultivar
- Medios con extractos de - Lesiones en los tejidos y
camaron septicemias
. . ADN bacteriano
|dentificacién bioquimica; = rerfilgenetico: (RAPD)
MmpMm A B C D T — = ’_ _
O OO0 O | |
Bacteria B _
- E E S
- @@
-
p . Bacteria C 7
- =

I—I
Gel de electroforesis ‘



Salud_y prevencion de enfermedades

Técnica de PCR

" e
= Reaccién en cadena de la polimerasa
& . .
r (Polymerase Chain Reaction)
Bacterias
' B\
]

Reactivos para
la reaccion de
PCR

- MgCl,
Muestra .4 ] - Nucleotidos
i i - Iniciadores
1 " (Animal infectado) E ié )
Bacterias intracelulares RS e -Tag polimerasa
(ADN)

Bacterias intracelulares  vacuola con 4 Pasosdela  gpr | e
@ % @(@ \@ bacterias reaccion de / ™ Desnaturalizacion delADN ‘~‘
G PCR : :. ® Hibridacién de los 1n1c1ad0res

@ @é “““““ - 2 Polimerizacion

A partir de —% 1.000.000 de copias

% % % @ %% @ 1 molécula de ADN QC[OE del fragmento amplificado
Células de camaron CElUla : ] 5 Obsei'vac'i(')n de[ anal'|s'|-5" ADN de bacteria intracelular
muerta _» p (muestra) ¥
| 4 i en un gel de electroforesis !

Septicemia B =2

hemolinfa ! Iniciadores
especificos
—
- H
: i'* —

Gel de electrofores:s Producto de amplificacion
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Salu-d ;;pre\}ehcién de enfermedades

—

p—

, por antagonistas de la senal intracelula

|
aﬂ
9

+_« Inhibicion de la luminiscencia y virulenciz

e C )

o Q) Antagonista (Delisea pulcra)
’:i @L-homoserine lactone

' r .
e P
\ il 3o . P
3 - Las células del camardn
Yendket p Destruccion de las no son alteradas
B células del camardn No hay produccion

de toxinas

% No hay produccion

de bioluminiscencia

' T Produccién de

bioluminiscencia

L8
-
- - . . . O o . ﬂ‘- L
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PROBIOTICOS

.}

Salud;gprevenmon de enfermedade

Q El uso de agentes microbianos *

—_— —— =

cel“ ” por
desplazamiento de
microbios patoégenos
en los sistemas de

cultivo,

*la”

por descontaminacion
de toxicos presentes
en el agua o suelos de
los sistemas de cultivo.

S
L
" permite:
J
i & BIOREMEDIACION
Antagonistas de los patogenos N
1 ]
Mejorami'pnto

4
¢

"{
Calidad del agua

e®*®ss e
e g
- -'

E ‘!.r'} :d" %
' : . .
' Transitorios o residentes

“el tracto dlgestw@'

BIOCONTROL PROBIOTICOS

= tratamiento antagonista
del patogeno

\
)
1
1
I

l
1
1
1
1
1
1
I
1
1
1
I
I
I

L;?]l!ﬁf)§\
i l




Salud y prevencion de enfermedades
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y

Antagonistas
de los patogenos

Probioético

H202 Péptidos

‘t‘a _ :
Substancias .. b

Antlblﬁticc ihhibidaras microbianos

microbiano LT

L ]
Bacteria i

patégena
SR o

- Competencia por nutrientes
- Inhibicion del crecimiento
- Lisis y muerte de la bacteria

Qatégena

Colonizacion

:ﬂ ]

Ban aa& 15-7!'9‘

-

en el tracto digestivo
- Competencia de colonizacion

EESEEENEEEEEEEE

1.Evaluacion de la persistencia
del probiotico en el intestino

Célula del
‘/tracto

- Probidticos transitorios o residentes

2.Pruebas de adhesion al mucus
intestinal + pruebas in vitro

patégena

Probidtico

Adhesina

In: The use of probiotics in aquaculture.- Aquaculture.-180:147-165.- Gatesoupe F.-1., (1999).

Incremento de

la resistencia
del huésped

Probioticos

Patogenos

Infeccion experimental
= Confrontacion patégeno
-probiotico en el huésped

Con
probidticos

s/ Sin
prabidticos
(= cantrol)

Animalesh

>

Sobrevivencia
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Saludg;prevencmn de enfermedades

a

Microorganismos utiles para la acuicultura

ot

Bacterias del
suelo

Nitrosomonas ; :
. N Bacterias beneficas

Amoniaco de la flora intestinal | boboticos
monoxigenasa - Bacterias que ayudan
Hidroxilamina a la digestion del
Nitrobacter oxireductasa alimento

Mineralizacién
NH, — NO, —» NO,
Hitrito Amonio — Nitrito —— Nitrato
oxidasa Mitrosomaonas Mitrobacter
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Sa-_lu_c-:_lsgprevenci(’)n de énfermedajés_

—

.+ Control de calidad microbiologico del agua

Muestra

- RFLP-PCR
- SSCP:
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Salud y prevencion de enfermedades
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=" NUTRICION

a
elementos indispensables a alimentacion de los

Inmunoestimulantes o



_Salud ;Lprevenc:lon de enfermedades

i Nutricion

* Aditivos
producidos por
' biotecnologia.

acteriana

" Ej.: bacterias L] ADN
productoras de Qa3 ) Cromosoémico
en2|mas

Plasmido expresando
una secuencia de

iy E —_'-li-..l ; kg
_-_._:‘_-..- . .._:l__-.n ; }‘ L
4 ".'.I I-.:1-.1.: v 3 s J’

- L e .
] ey - e N o 4
B 5 : e
b Sa e ) S
- 7‘" | 'ﬂ
o I il | .E'

—» moléculas antivirales



 —

2 __"_______"'—"-—_-;::' —

Salud;;prevenmon de enfermedades
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+ + Las Ievaduras como probidticos

v

|

Competidores metabdlicos con las ;
bacterias 4

Fuentes nutritivas e inmunoestimulantes

-
gia (biologia molecular e

genética) es indispensable
aracterizacion, produccion y el

miento de las levaduras



Control.de calidad de productos de' exportacion

ELISA

or. |Inmunoensayo| | Deteccion de

.‘ (Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay) reSid UOS de
f _%9& postive cloranfenicol

Cloranfenicol conjugado l € ¢ £ ‘ ‘ < E
a una enzima r TP & f 29
Anticuerpo especificj( Y \:( Yyi Y YYY \;(

del cloranfenicol

s S
Sustrato Ss
de la ad ¥

N Deteccion de

g WLXCY residuos de
= § ¥ \iii |59 .
itivi Negativo itivo fu raZOI I d O n a

ass .Spectla - SulfMSMS.d
+ MS_ 181 Smin [H63-H68H
2¢.0

3070
0N ? 1442 2211
o L L -,

196 9 + M52(285 0], 1.8-2 Ornin [#64-8#63)

...................

I
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CbntroLde calidad de productos de eXportacic’)n

DETECCION DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS
Método microbiolégico (4 cepas)

Muestra
(pez o camaroén)
(2Zmm)

— -
—

Siembra de bacterias sensibles

a las sustancias de actividad

antibacteriana ~\ ( :
, o @ ) v Zona de inhibicion

Mem@:’ ‘ 2 Muestra Incubacion W
—— Papel filtro impregnado de —

@ la solucion a probar (50 ul) Resultado

Cultivo (cepax) \A -
- Las sustancias eventualmente
v* presentes inhiben el crecimiento

Control de los microorganismos probados
Ventajas
Bacillus subtilis —» Quinolonas (Flumequina) @ Método acreditado por la Unién Europa

Bacillus cereus — Tetraciclinas (oxitetraciclina) @ Aplicable a los productos de la acuacultura
Escherichia coli  — Nitrofuranos (Furazolidona) @ Detecta la presencia de residuos antimicrobianos.
Micrococcus luteus—» Sulfamidos (Sulfadiazina) Desventaja

® No permite determinar la identidad de la
ancia Cveldlld



ﬂ. —— e calidad dé:pr"()_dtos gie/--fe"xﬁortacién
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Ingrﬂmgato de la productlwdad =

o

SELECCION GENETICA

‘ d de animales en base a caracteres fenotipicos
| de interés (crecimiento, resistencia a enfermedades, adaptacion a
: condiciones ambientales, etc...), asistido por marcadores

moleculares.

Fire swirch 655,
(¢ s) e pregsure gauge




-
=

- Alta salinidad
- Baja Salinidad

Fecundidad
Ecosistemas-

] ]

Criterios de seleccion

L

. .

(virus/bacteria)

EEEEESEEEEE SIS SIS SIS, --1

Sobrevivencia/resistencia

Crecimiento

L

SELEGCION GENETICA



Marcadores Moleculares

. . Microsatélites
' Definicion de "microsatélites”
y formas alélicas

f = Secuencias repetidas localizadas a lo largo

de un genoma
Las repeticiones varian de tamano de un sitio a otro.

GGCGGLGGLGGLGGLGGLGGLGH

., -
. o
..........

Camaron A .
Secuencia

concervad

Camardn B . 14 X (CGG) ™
Reaccion de PCR
5° -
: —
]
3 :—) -

ACGATATCGGACCAATCGATCGGACCAATCGATCGGACCAATCGTAGG |
4

ACGATATCGGACCAATCGATCGGACCAATCGTAGG

+

Reaccion de PCR

Reactivos para la
reaccion de PCR

| |
- MgCI2
@ @ - Nucleotidos
- Iniciadores = =

- Tag polimerasa

" Hibridacidn de los iniciadores

» Desnaturalizacion del ADN
» Polimerizacion

Termociclador

'.---~*
{20
A partir de — 1.000.000 de copias
1 moléculade ADN ~ %C ]ClO'S',* del fragmento amplificado

Perfil del producto MPM (A) (B)

de amplificacion

—

MPM: Marcadores de peso molecular
A: Producto de amplificacién.

Gel de electroforesis



Inmunizacion-melecular

—

‘ Liposomas Microinyeccion 7 =<y o7~
v (Globulos lipidicos del ADN en el %,TL”}”%

l que facilitan la entrada embrion B AN

; del ADN en la célula (50 - 200 ug/plL) -"’i‘.”-"i':l

4 Extraccion de acidos nucleicos

de camaron y de ADN
microinyectado

Gel de electroforesis



Virus de camaron

Genoma viral

tralizacion del genoma viral
1a secuencia antisentido

Secuencia antisentido

Transgen
% (= Fragmento del

Célula de camaron o genoma viral)
Extraccion de ‘oo,
@ ADN viral s
D1gest1on ‘e,
= ! 3 —) {'_.,‘ » — Introduccion
en camaron

- La seleccion genética no conduce
a la mono-resistencia

e

- Los antibiéticos no pueden ser utilizados ol
- Inmunizacién permanente

contra virus
- La prevencion es posible mediante el
diagnéstico

Transfeccion
Expresion
- Integracion

- Multi-resistencia




Preparacion de
nucleos de células
somaticas

(2n)

£ i1 ] 1y /

MLLLY Obtencion :
+ Wikl 9e células N
I‘ somaticas I N o
{2”} 'r.II_H 7 ||

e

f
o
—

\

-

Obtencion de |
embriones

unicelulares :
&

b

L

#

Eliminacion de

/ nucleos de

embriones
Microinyeccion de los
nucleos de las células
somaticas en los embriones

Desarrollo embrionario de cada clon




fici inistrativo, 2do. Piso alto.
20 electrd ico: emotte@easy.pacifictel.net

e —

UNIVERSIDAD DE GUAYAQUIL .

-

GRACIAS POR SU /

oncepto Azul

BIOTECNOLOGIA APLICADA AL DESARROLLO SUSTENTABLE

D.Box: 09-02-142-A.\
09-423806) - (09-516186)
-mail: concepto@gye.satnet.net )



mailto:Concepto@gye.satnet.net
mailto:Concepto@gye.satnet.net

