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Fijacion del material

Las herramientas de biologia molecular son de una
enorme utilidad en Ciencia. Tienen muchisimas
aplicaciones, entre las que se encuentran la
identificacion de especies y genotipos.

e Para obtener unos resultados dptimos, es
imprescindible que la fijacion del material de
estudio se realice en vivo.

e Lafijacion se puede hacer de diferentes maneras.
Entre las mas comunes estan la congelaciéon a -209C,
-802C, vy la fijacion en productos como el etanol
absoluto.
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Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se puede realizar de diferentes maneras. En la
actualidad hay una gran variedad de kits, que son comodos y rapidos,
aunque este método es en general menos econémico.

En el caso de tejidos o material dificiles de extraer el ADN, donde es
necesario romper estructuras duras, como es el caso de quistes de
protozoos, es necesario aplicar técnicas, como el choque térmico, o se
puede hacer uso de equipos disenados para ello, como los disruptores
celulares.




Cuantificacion del ADN

e La cuantificacion del ADN obtenido se puede hacer mediante
electroforesis en geles de agarosa, o con espectrofotometros, como el
NanoDrop, donde se puede cuantificar con sélo 1 pl.




PCR (Polymerase Chain Reaction)

e La amplificacion por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) del
genoma es una de las herramientas mas utilizadas

 El resultado es |la obtencion de un gran numero de copias de un
fragmento de ADN.

Componentes:

e Buffer: mantiene el pH

e Cl,Mg: cofactores de la polimerasa

e dNTP: desoxirribonucleodtidos-trifosfato
e cebadores

e DNA molde

e Agua

* Polimerasa




Gel de agarosa

Los amplicones se pueden visualizar en geles de agarosa

El gel se puede utilizar a diferentes concentraciones de agarosa
(0.7%-2%) en funcién del tamafio del fragmento

Para visualizar el ADN se puede utilizar, por ejemplo, bromuro de
etidio y con luz UV.




Clonacion

En casos necesarios, se puede proceder a métodos como la
clonacion para ampliar el numero de copias.

Para realizar la clonacidn hay que seguir diferentes pasos.

El producto amplificado se puede primero ligar en vectores de
clonacion, y posteriormente incluir en células competentes
mediante transformacion. Las células se pueden incubar en
medios de cultivo para su crecimiento. Posteriormente, se
extraen los plasmidos para la secuenciacion nucleotidica.



Secuenciacion de ADN

Finalmente se obtiene la secuencia nucleotidica del fragmento amplificado
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APLICACIONES DE LA BIOLOGIA
MOLECULAR

— |Identificacion de especies
Ejemplos:

Taenia spp.: 18S rDNA microsatellites for
molecular systematic diagnosis.

Journal of Helminthology, 2005
Foronda, P., Casanova, J. C., , Martinez, E., Valladares, B. & Feliu, C.

Las especies de Taenia son parasitos de mamiferos de gran interés médico y
veterinario. En este trabajo, se detectd por primera vez para Taenia, una region
de microsatélites que diferencia entre especies.




Se disefaron unos cebadores que flanquean la zona del
microsatélite, en base a una region conservada en
Cestodos (Programa Gene-Runner). Los tamaiios de los
amplificados diferenciaban perfectamente las dos especies
de Taenia estudiadas.

Ademas, se identificd una enzima de restriccion, Sphl
endonucleasa (2 U, en buffer, a 372C 4 h), que cortaba el
fragmento de manera diferente en funcion de la especie.

T. pisiformis T. parva




APLICACIONES DE LA BIOLOGIA

MOLECULAR

— |dentificacion de especies en
estadios larvarios

Ejemplos:

First larval record of Mesocestoides in
carnivora of Tenerife (Canary Islands).

99

a2 Mesocestoides sp. (AF115705)

Mesavastidas sp. (AF1159891) 1‘1
Mesoveswides sp. (AF115852)
Mesocestoides sp. (AF1158583)
Mesocestoides sp. (AF119635)
Mesavestoides sp. (AF115859)
Mesovestoides sp. (AF115700)
Mesoveswides sp. (AF115704)

Mesavestoides sp. (AF1159701)
Mesovestoides sp. (AF115702)
Mesocestoides sp. (AF119703)

Journal of Parasitology, 2007

Foronda, P., Pérez Rivero, A., Santana Morales, M.A.,
Kabdur, A., Gonzalez, A.C., Quispe Ricalde, M.A., Feliu, C.,
& Valladares, B.

En este estudio se confirmd la identificacidon de
estadios larvarios de parasitos presentes en
carnivoros, como Mesocestoides.
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Mesocestoides sp. (AF11F0&) _';I
Mesavestoides sp. (AF11588T)
M. voene [ AF]1 19654)
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M. vogze (AF] 196025

M. vogae [ AF] 19658)
Mesocestoides sp. (AF119707)
Mesacestridss sp. (AF11970) }
M. Hinerapss 1| DOG1 2837 red foer
M. Irterans2 (DO315098) red fox
Mesocestoides sp. (DOE1EE95) cat

——— Masavestoidas sp. (DG 1539) cat
—— Mesocestrides sp. (DOGS158ET) dog

Mesavastidas sp. (DG 18289 dog

—— Mesoceswides sp. (DOG1589) dog
——— Mesovestrides sp. (D0E12891) dog
—— Mesaceswides sp. (DOG1885Y) dog
— Mesecestides sp. (DOG18299) dog
M Mesovestrides sp. (D0E18858) dog
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APLICACIONES DE LA BIOLOGIA
MOLECULAR

-Esclarecer posiciones sistematicas y relaciones de
filogenia
Ejemplos:

Systematic relationships of Mosgovoyia Spasskii, 1951 (Cestoda:
Anoplocephalidae) and related genera inferred from mitochondrial and
nuclear sequence data.

Systematic Parasitology, 2010

Voitto Haukisalmi, Lotta M. Hardman, Pilar Foronda, Carlos Feliu & Heikki Henttonen

En este trabajo se utilizd secuencias nucleotidicas del gen 285 rDNA y NaD1,
para el estudio sistematico de especies del género Mosgovoyia y géneros
relacionados.




74 Syst Parasitol (2010) 77:71-79

’7 Paranoplocephala etholeni (1)

{Paranop.'ocephala jarrelli (1)

Paranoplocephala macrocephala (1)

Los analisis filogenéticos Bayesianos fueron de U pianctya composia 2
utilidad para confirmar:

e el cambio de género de la especie M. ctenoides

11— Anoplocephaloides dentata (1)

Anoplocephaloides kontrimavichusi (1)

* lavalidez del género Neoctenotaenia Microcephaloides sp. A (1)
e gue Mosgovoyia sensu Beveridge (1978) no es . B8L_ Microcephaloides krebsi (1)
un grupo monofilético — Neandhya cuniculi (1)
1 99 Andrya rhopalocephala (1)

Equinia mamillana (1)

q l— Anoplocephala magna (1)

.80

I— Anoplocephala perfoliata (1)
4 [ Mosgovoyia pectinata (2)

! 1 ‘[ Mosgovoyia pectinata (2)

Schizorchis caballeroi (1)

1 [ Mosgovoyia ctenoides (2)

Mosgovoyia ctenoides (2)

0.03

Fig. 1 Bayesian inference tree of phylogenetic relationships of Mosgovoyia spp. and other anoplocephaline cestodes of mammals
based on sequences of partial 28S ribosomal RNA. Raillietina sonini and Dilepis undula were used as outgroups. Posterior
probabilities (when >80%) indicated at nodes. Number of genitalia per proglottid (one or two) in parentheses after the species names




Syst Parasitol (2uil) £7-44=02

6
Los analisis fiologenéticos confirman las
divergencias morfoldgicas detectadas ;
entre M. pectinata y N. ctenoides )
\
Utero : —
— M. pectinata no supera los canales ventrales ”
— N. ctenoides si sobrepasa / st | va Ci
Bolsa del cirro: g T T
— M. pectinata larga y atraviesa los canales \--\M_ L : e ’
ventrales. Se abre anterior a la mitad del margen vi \ vioc %
de la progldtide B dioc

— N. ctenoides corto, oval se abre posterior a la
mitad del margen de la proglétide 0

Este ultimo caracter es de interés a nivel
genérico en los Anoplofalidos sensu

Rausch, 1946 Vu 21
C _ i A vloc

! ] ] ia clenoides N. vari is (C). C redrawn
Fig. 3 Poral part of mature proglottids in Mosgovoyia pectinata (A). Neoctenotaenia ctenoides (B) and N, variabilis (C) (_. redra
" i i ia i 1 receptacle:; v aging eris; agles; ¢s. Cirrus-sac;
from Beveridge (1978). Abbreviations: o, ovary: vi, vitellarium: sr, seminal receptacle: va, vagina; u, uterus; l.) l:;lu c
vloc. ventral Tlongitudinal osmoregulatory canal; dloc. dorsal longitudinal osmoregulatory canal. Scale-bars: .30 mm



APLICACIONES DE LA BIOLOGIA
MOLECULAR

-Esclarecer posiciones sistematicas y relaciones de
filogenia
Ejemplos:

Systematic relationships of hymenolepidid cestodes of rodents and
shrews inferred from sequences of 28S ribosomal RNA.
Zoologica Scripta, 2010

Voitto Haukisalmi, Lotta M. Hardman, Pilar Foronda, Carlos Feliu, J Laakkonen, J Niemimaa, J T. Lehtonen &
Heikki Henttonen

En este trabajo se utilizd secuencias nucleotidicas del gen 28S rDNA para el
estudio sistematico y fiologenético de especies de la familia
Hymenolepididae. Estos helmintos son parasitan de mamiferos y aves.




El género Hymenolepis habia sufrido muchas
modificaciones. Hymenolepis y
Rodentolepis son los géneros con mas
especies de los roedores.

* Laespecies tipo H. diminuta y otras del
género se caracterizan por tener
rostelo/saco rostelar rudimentario o
inerme. Sin embargo, Rodentolepis tiene
rostelo armado

* Rodentolepis: engloba casi todos los
hymelepididos de roedores, armados; pero
también de marsupiales, murciélagos y
primates.




Con este trabajo se consiguid elucidar
relaciones sistematicas de cestodes
hymenolepididos de roedores,
musarafnas y murciélagos.

Se observo que ni los hymenolepis de
musaranas ni los de roedores son
monofiléticos. Ademas que el género
Rodentolepis no es monofilético

Y finalmente, que los roedores murinos
y arvicolinos han sido colonizados por
hymenolepidids al menos dos ocasiones
independientes

ic relationships of hymenolepidid cestodes » V. Haukisalmi et al.

Neoskrjabinolepis schaldybini (Sorex) Ra

Lineolepis scutigera (Sorex) Ra
Staphylocystoides stefanskii (Sorex) Ra

Arostrilepis sp. (Microtus) A Arostrilepis
Arostrilepis sp. (Myodes) A clade (C)

Arostrilepis sp. (Lemmus) A

Soricinia infirma (Sorex) A
Pseudobotrialepis globosoides (Sorex) A

Hymenolepididae sp. C (Neomys) A
Vigisolepis spil (Sorex) Ra

1 Hymenolepis sp. (Apodemus) Ru
_{_—Hymenorepis diminuta (Rattus) Ru

Hymenolepis
clade (B)

do Hymenolepis weldensis (Geomys) Ru
Rodentolepis asymmetrica (Microtus) Ra
;*_I{‘Rodentolepls asymmetrica (Chionomys) Ra
Rodentolepis asymmetrica (Dinaromys) Ra

_|:_—— ‘Hymenolepis’ muris-sylvatici (Apodemus) Ra
Rodentolepis evaginata (Ondatra) Ra

0

Urocystis prolifer (Sorex) Ra

Paraoligorchis sp. (Nesomys) Ru

9 Ditestolepis diaphana (Sorex) Ru
_{—E— Ditestolepis sp. (Sorex) Ru
| i Spasskylepis ovaluteri (Sorex) Ru
Ditestolepis tripartita (Sorex) Ru

1 Rodentolepis fraterna (Mus) Ra
l ERodan tolepis sp. (Cricetuius) Ra
Rodentolepis cf. fraterna (Micromys) Ra

Hymenolepididae sp. A (Glis) A
Hymenolepididae sp. B (Glis) R(a)
1—Staphylocystis furcata (Sorex) Ra

Ditestolepis
clade (A)

1 1 Rodentolepis

clade (D)

o5 Rodentolepis straminea (Apodemus) Ra
Rodentolepis microstoma (Mus) Ra
Vampirolepis sp. (Eptesicus, Chiroptera) Ra

0.06

ayesian inference tree ()f phylugcncuc relationships among hymenolepidid cestodes of rodents, shrews and ba
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V. Haukisalmi et al. » Systematic relationships of hymenolepidid cestodes

is diminuta ’
/

Rodentolepis cf. fraterna (Micromys)

! Re is fraterna rMus)/ , 20-30
T P 222

Staphylocystis furcata (Sorex) ’ 19-36

Hymenolepididae sp. A (Glis) = HOOW

Hymenolepididae sp. B (Glis) — ROSTELLUM ABSENT

Ap— P~
f is mik (Mus)—~.___\_
oo ’ 23-30

Fig. 2 Bayesian inference tree of phylogenetic relationships within the ‘Rodentolepis clade’ of hymenolepidid cestodes. Typical shape of
rostellar hooks and their number (when known) indicated for each armed species with normal (functional) hooks. The hook of Rodentolepis
fraterna has been redrawn from Baer & Tenora (1970); other illustrations are original. Labels as in Fig. 1.

El analisis del clado de Rodentolepis mostrd una divisidon principal entre el
divergente subclado de R. fraterna-like cestodos vy el resto de las especies.



tomships of hymenolepidid cestodes + V. Haukisabmi et sl

Rostellum absent |

Los resultados moleculares coinciden con
caracteres morfoldgicos, como por ejemplo:
-El clado C: con rostelo ausente =
-El clado A: con escdlex no armado, o rostelo p N

rudimentario A |

Rodentolepis straminea Staphylocystis furcata

Rudimentary

 Sin embargo, los otros clados mostraron
combinacion de caracteres escolex armados y !
no armados (con o sin rostelo). -

Hymenolepididae sp. A

1 types of scolex and rostellum in hymenolepidid cestodes of rodents and shrews. Scale-bars 0,

e Las especies basales sin clara conexién [ ——
incluyen escélex armados y no armados.

 Estoindica 3 inequivocas pérdidas de rostelos

Ra
p. (Nasomys) Ru
1 Ditestolepls diaphana (Sorex) Ru
1j stolepis
Ditestol . (Sarex) Au
1 iepis sp. (Sorex) ., oclade

L testotopis rparn soren hu
1 [ fodento




APLICACIONES DE LA BIOLOGIA

MOLECULAR
- Genotipado

Ejemplo:

Identification of genotypes of Giardia intestinalis
of human isolates in Egypt.

Parasitology Research, 2010
Foronda P., Bargues M. D., Abreu-Acosta N., Periago M. V., Valero M. A.,
Valladares B., Mas-Coma S.
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En este trabajo se genotipd el protozoo Giardia

2]

intestinalis, demostrando la presencia del
genotipo tipico de ganado en muestras
humanas, por primera vez.
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