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METODO COMBINADO DE EXTRACCION DE ADN GENOMICO A PARTIR DE SEMEN BOVINO

Brignone, SG (1,2); Mena CJ (3,4); Ariel Garro (5,6); Chiappelo LS (3); Ravetti S (5); Palma SD (2).

(1) Instituto Académico Pedagdgico de Ciencias Basicas y Aplicadas. UNVM, 5900-Villa Maria, Cba, Argentina.

(2) Departamento de Ciencias Farmacéuticas, UNITEFA, FCQ, UNC, 5000-Cérdoba, Argentina. (3) Laboratorio de parasitologia y micologia,
CIBICI, FCQ, UNC- CONICET, 5000-Cérdoba, Argentina. (4) Hospital Rawson, 5000-Cérdoba, Argentina. (5) Centro de Investigaciones y
Transferencia de Villa Maria (CIT VM) -Instituto Académico Pedagégico de Ciencias Humanas. UNVM, 5900-Villa Maria, Cba, Argentina.
(6) Centro de Excelencia de Productos y Procesos de la Provincia de Cérdoba (CEPROCOR), 5000-Cérdoba, Argentina.

Tanto los estudios gendmicos como los epigendmicos del ADN espermatico constituyen una herramienta fundamental para
las investigaciones biolégicas, la ingenieria genética y la practica reproductiva clinica.

La extraccion de ADN a partir de semen presenta desafios Unicos (debido a una barrera rica en enlaces disulfuro y una
compactacion de la cromatina del espermatozoide) en comparacidn con la extraccion de ADN de las células somaticas. La
idiosincrasia de estas células haploides hace necesario el uso de métodos no convencionales de extraccion de ADN.

El objetivo de este trabajo radicd en combinar un protocolo especifico de extraccion de ADN de esperma de mamiferos
(protocolo original (PO)- Weyrich, A. (2012)) junto a un protocolo basado en columnas comerciales (DNeasy Blood & Tissue
Kits - QIAGEN), con la intencién de obtener material genético de alta calidad (6ptimo rendimiento, pureza aceptable y
adecuada integridad del ADN).

Para realizar la extraccidn se utilizé pajuelas criopreservadas de semen bovino de la empresa ABS Argentina. Todo el proceso
se realizé bajo esterilidad.

La muestra de semen fue sometida, en primer lugar, a un proceso de centrifugacién, el cual permitié eliminar el fluido
seminal. El pellet de células obtenido se lavé con buffer salino (Phosphate-buffered saline-PBS). Posteriormente, las células
fueron sometidas a un proceso de lisis, en el cual se utilizaron concentraciones mayores de tritdn-X100, ditiotreitol (DTT) y
proteinasa K comparadas con las usadas en el PO. La mezcla fue incubada durante una noche a 50°C. Por ultimo, para la
purificacidn y precipitacion del ADN se utilizd el Kit QIAGEN. La calidad y concentracidn del ADN extraido se determiné
mediante espectrofotometria con luz UV. Por otro lado, la integridad del ADN fue evaluada a partir de geles de agarosa. Se
realizd también reacciones en cadena de la polimerasa (PCR).

En comparacién con el PO, los resultados obtenidos a partir del método combinado fueron mas prometedores. La
concentracion de ADN= (PO):112ng/ulL-no confiable debido a la presencia de compuestos aromaticos; (método
combinado):8,98 ng/uL; relacién 260/280 nm= (PO) <1,6; (método combinado) > 1,6.

En conclusidn, este método combinado de extraccién de ADN puede ser utilizado de forma independiente o como parte de
un flujo de trabajo continuo adaptado, ya que permite obtener material genético de adecuadacalidad.
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DISENO Y FORMULACION DE MEDIO DE CULTIVO QUE SIMULA FLUIDO VAGINAL BOVINO (MSFVB).

ADAPTACION, CRECIMIENTO Y PROPIEDADES DE BACTERIAS LACTICAS AUTOCTONAS BENEFICAS (BLAB).
Miranda Maria, Nader Macias Maria

Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA)-CONICET-hmiranda@cerela.org.ar

La aplicacion de una férmula veterinaria probidtica en vagina establece contacto con el fluido del tracto, ambiente en que las bacterias se
adaptan, permanecen y sobreviven para reestablecer el equilibrio ecoldgico de la mucosa. El disefio de productos probidticos requiere que
las BLAB resistan condiciones in vitro comparables a las del tracto en que se aplicardn, y continlen expresando sus propiedades benéficas
(PB). Para ello se formulé un medio de cultivo similar al fluido vaginal bovino, disefiado con ingredientes de secreciones vaginales, para
evaluar resistencia, viabilidad y propiedades benéficas de BLAB durante las fases foliculares (FF) y luteales (FL) del ciclo reproductivo. El
medio contiene (mg/100ml): fructosa, 0.5; glucosa, 7; albumina, 130; mucina, 6; caseina, 30 (FF) y 20 (FL); NaCl, 500; KCI, 150; KHPO4, 1,5;
CaCl2, 10; Na2HPO4, 170y Tween 80 0,1; pH 7.6 (FF) y 6.5 (FL).

11 BLAB de mucosas bovinas con PB se inocularon al 4% (MRS caldo como control), y se incubaron 32 h a 37°C, determinando nimero de
UFC/ml, pH y propiedades probidticas. En MSFVB FL crecieron todas las BLAB, con mayor crecimiento a las 6 h, e incrementos de 1.00x106
a 1.00x108 ufc/ml hasta las 32 h. CRL1702 incrementd de 3.00x106 a 6.00x108 ufc/ml y se mantuvo hasta el final del ensayo, mientras
CRL1696 fue el que menos crecid. En FF, todas las BLAB crecieron de manera diferente. CRL1702 y CRL1695 de 1.50x106 a 1.00x1010 a las
24 h, mientras las restantes solo incrementaron 2 U.log. CRL1461 y CRL1696 crecieron a menores niveles. Todas las BLAB disminuyeron
el pH en los medios ensayados, y las cepas con mayor descenso de pH fueron CRL1831, CRL1833 y CRL 1421 (pH=3,26; 3,35y 3,46 y 3,40;
3,56 y 3,66 a las 24 h, respectivamente) tanto en MSFVB FLy FF.

Todas las BLAB cultivadas en MSFVB mantuvieron las PB por las que se seleccionaron. CRL1412, CRL1421, CRL1655y CRL1831 mantuvieron
la produccién de H202. La auto-agregacion de CRL1693 en MSFVB FF y FL fue 60% y 85%, respectivamente, mientras CRL 1461 la
incremento (63%) en MSFVB FF, al comparar con la inicial (51%). CRL1693 continud inhibiendo a S. aureus. Las tres cepas EPS+ (CRL1412,
CRL1831 y CRL1833) produjeron exopolisacaridos y 1833 incrementé su hidrofobicidad (91%) en MSFVB.

Los resultados obtenidos muestran que las cepas ensayadas se conservan viables y mantienen las PB en un medio que simula el tracto en
que se aplicaran, y pueden incluirse en el disefio de formulas probidticas veterinarias de aplicacion vaginal.
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