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RESUMEN

La acuicultura provee productos valiosos para la alimentacion humana. Sin
embargo, la industria camaronera se ha visto impactada por distintas infecciones
que afectan el desarrollo de los camarones y por ende el consumo de estos
organismos.

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria que ocasiona la enfermedad de la
necrosis aguda del hepatopancreas (AHPND, por sus siglas en inglés) en los
camarones, debido a una toxina binaria (PirA y PirB) que le confiere la patogenicidad
capaz de provocar mortalidades de hasta un 100%.

La busqueda de nuevas opciones para tratar la AHPND en camarén es
fundamental, en vista de que el tratamiento comunmente utilizado son los
antibioticos y la resistencia a estos se genera por su uso prolongado.

La inmunizacién pasiva proveniente de ADN recombinante se considera una
buena alternativa, puesto que se confirmd que la toxina PirA es segura para los
camarones y podria usarse como un inmunoestimulante para controlar la V.
parahaemolyticus. También, “la proteina de membrana externa k” (Ompk por sus
siglas eninglés), al ser un antigeno compartido por al menos tres especies de Vibrio,
al saber y otorgar proteccion cruzada entre ellas, podria emplearse en la
inmunizacién pasiva.

La primera etapa consiste en colocar los genes objetivo en un plasmido para
convertirlo en un vector de expresion. La segunda etapa consiste en la
transformacion de bacterias con el plasmido modificado para que sean portadoras
del inserto y por consiguiente productoras de la proteina. Esta proteina se formula
para obtener antigenos especificos con los que se inocula el animal para generar
una respuesta inmune. Los anticuerpos elaborados se extraen para incluirlos en los
alimentos que consumen los especimenes de estudio y asi inmunizarlos

pasivamente.
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El objetivo de esta investigacion es el construir vectores de expresion a partir
de los genes PirA 'y Ompk en Vibrio parahaemolyticus como primer paso para el
control de la necrosis hepatopancreatica aguda en camardon (Litopenaeus
vannamei) en Costa Rica.

A partir de los resultados de esta investigacion, se logra estandarizar el
protocolo para la amplificacién del gen de la proteina Ompk mediante PCR (reaccién
en cadena de la polimerasa) convencional. Respecto al gen de la toxina PirA, se
estandariza también la metodologia para crear el vector de expresion y se
transforman exitosamente las bacterias Escherichia coli JIM109 y se confirma la
presencia de este gen mediante la amplificacion y secuenciacién y enzimas de
restriccién. Estas bacterias se convierten en una cepa productora del plasmido
construido, mas no poseen la capacidad de elaborar la toxina PirA por la falta de la
T7 ARN polimerasa. Sin embargo, al contar con un vector de expresion que contiene
la secuencia de interés para producir la proteina PirA en células apropiada, dicho
vector podria utilizarse como material de partida en futuras investigaciones
orientadas al control y diagnostico de la enfermedad de la necrosis aguda del

hepatopancreas.

Palabras clave: AHPND, plasmido modificado, enzimas de restrccion,

transformacion bacteriana, PCR
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1. INTRODUCCION

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La acuicultura satisface aproximadamente la mitad de la demanda de
mariscos a nivel mundial, lo cual demuestra su gran importancia en la seguridad y
nutricion humana (Béné et al., 2015). Especificamente, el Litopenaeus vannamei es
una de las especies de crustdceos mas cultivadas debido a las ventajas que
presenta en comparacion con otras especies, tales como su alta tasa de
crecimiento, mayor resistencia a densidades elevadas de cultivo y mayor tolerancia
de temperatura y salinidad (Briggs et al., 2005).

Sin embargo, la actividad acuicola global se ve afectada con una progresion
rapida de enfermedades que podria intensificarse por el cambio climéatico (Mohan,
2015), ya que se ha demostrado que las altas temperaturas reducen la respuesta
inmune del camardn y aumenta su sensibilidad a cepas patégenas de las bacterias
del género Vibrio (Rivera et al., 2018).

Particularmente, la bacteria Vibrio parahaemolyticus ha ocasionado grandes
pérdidas econémicas en la industria camaronera, debido a que causa la enfermedad
de la necrosis aguda del hepatopancreas (AHPND por sus siglas en inglés) la cual
provoca mortalidades de hasta un 100% en los camarones de cultivo (Varela-Mejias
et al., 2017). Segun Soto-Rodriguez et al. (2015), dicha enfermedad provoco
mortalidad masiva en la industria del camarén en China (2009), Vietnam (2010),
Malasia (2011), Tailandia (2012) y en México (2014).

La capacidad de infeccion de esta bacteria se asocia con la presencia de un
plasmido que contiene una toxina binaria (PirA y PirB), la cual le confiere su
patogenicidad (Xiao et al., 2017). Ademas V. parahaemolyticus posee otra toxina

conocida como toxina termoestable directa (TDH por sus siglas en inglés), que tiene
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actividad hemolitica sobre una variada gama de eritrocitos y altera el flujo i6nico de
las células intestinales (Heitmann et al., 2005). Por tanto, esta bacteria genera
gastroenteritis en seres humanos asociada al consumo de productos marinos
contaminados, crudos o mal cocinados o con una manipulacion y almacenamiento
inadecuado (Rodriguez-Camacho et al., 2014).

Los antibidticos suponen el tratamiento mas utilizado contra enfermedades
bacterianas en acuicultura, pero el uso prolongado puede generar resistencia (FAO,
2002). Por lo tanto, la busqueda de nuevas opciones para tratar la AHPND en
camaron blanco es fundamental para evitar pérdidas grandes de producto y dinero,
tales como el uso de nanoparticulas, probioticos, anticuerpos desplegados en fagos
y productos naturales (Mazon-Suastegui et al., 2018; Pefia-Navarro, 2012;
Sotomayor & Balcazar, 2003; Tello-Olea, 2018; Trujillo-Garcia, 2016).

La inmunizacién pasiva proveniente de ADN recombinante se considera una
buena alternativa, pues se confirmo que el efecto patogénico ocurre solamente en
presencia de ambas toxinas, lo cual significa que la toxina tipo PirA es segura para
los camarones y podria usarse como un inmunoestimulante para controlar la V.
parahaemolyticus (Campa-Coérdova et al., 2017). También, la “proteina de
membrana externa k” (Ompk, por sus siglas en inglés) al ser un antigeno compartido
por al menos tres especies de Vibrio a saber y otorgar proteccion cruzada entre
ellas, podria emplearse en la inmunizacion pasiva (Li et al., 2010).

Para la inmunizacion pasiva, en primer lugar, los genes objetivo se colocan
en el plasmido mediante técnicas estandar; en segundo lugar, se secuencian para
verificar la fidelidad (plasmido modificado) (Shroff et al., 1999); en tercer lugar,
segun los autores ya citados, después se transforman bacterias (por ejemplo,
Escherichia coli) con el plasmido modificado para convertirlas en portadoras del
inserto; en cuarto lugar, se comprueba su aceptacion si expresan la proteina de
interés; en quinto lugar, dichas bacterias se reproducen para producir grandes
cantidades del vector y por consiguiente de la proteina, a la cual se le controla la

calidad y se formula para la administracion en organismos (Shroff et al., 1999); en
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sexto lugar, se inocula el animal con antigenos especificos que inducen respuesta
inmune al producir una gran cantidad de anticuerpos, en sétimo y ultimo lugar,
dichos anticuerpos se extraen y purifican para incluirlos en los alimentos que
consumen los especimenes de estudio para inmunizarlos pasivamente (Romero et
al., 2014).

Debido a la necesidad de contar con diferentes alternativas para el control de
infecciones en el cultivo de camarén (Litopenaeus vannamei) en Costa Rica, el
objetivo de esta investigacion es el construir vectores de expresion a partir de los
genes PirA'y Ompk en Vibrio parahaemolyticus como primer paso para el control de
la necrosis hepatopancreética aguda en camaron (Litopenaeus vannamei) en Costa

Rica.

1.2. ANTECEDENTES

En China, se mostré que la Ompk era un candidato eficaz como vacuna
contra la infeccion por V. alginolyticus, puesto que el andlisis de alineacion indico
gue la Ompk estaba altamente conservada; es decir, podria servir como antigeno
de superficie (Qian, et al., 2008a). Segun Qian et al. (2008b), al momento de probar
la eficiencia de la Ompk se observé que el grupo vacunado de corvina amarilla
grande infectada (Pseudosciaena crocea) tuvo una tasa de supervivencia
significativamente mayor que el grupo no vacunado.

También en China, Ninggiu et al. (2008) clonaron y expresaron
el gen Ompk de V. harveyi para investigar si tiene un efecto antigénico protector en
mero manchado de naranja (Epinephelus coioides). Los resultados indicaron que la
Ompk debe considerarse como un candidato para el desarrollo de la vacuna contra

la infeccién por V. harveyi en E. coioides, ya que la mortalidad del grupo vacunado
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con Ompk (0/30) fue significativamente menor que el grupo control (24/30) (Ningqgiu
et al., 2008).

Por su parte, Li et al., (2010) estudiaron el poliformismo de la Ompk mediante
la clonacion y evaluacion del efecto antigénico en esta misma especie con
los genes Ompk de diecinueve Vibriocepas en comparacion con la cepa
EcGs020802 de V. harveyi que se empled en el trabajo previo de Ninggiu et al.,
(2008). Los resultados mostraron que la Ompk era un antigeno compartido entre las
tres especies de Vibrio probadas (V. harveyi, V. alginolyticus y V.
parahaemolyticus) y que tiene todos los atributos protectores para ser una posible
vacuna comun contra la vibriosis (Li et al., 2010).

En cuanto a la toxina PirA, se caracteriza porque tiene un tamafo de 13 kDa
y una similitud entre 28-35% con las proteinas PirA encontradas en bacterias de
especies tan diversas como Photorhabdus Iuminescens, P. asymbiotica,
Xenorhabdus doucetiae y Yersinia intermedia (Han, Tang, Tran, et al., 2015; Lee et
al., 2015).

Existen reportes que indican que la toxina PirA de V. parahaemolitycus puede
ser utilizada, al igual que la proteina Ompk, como inmunoestimulante. Para ello,
Campa-Cérdova et al. (2017) realizaron un estudio en México que comprendio los
siguientes grupos experimentales con L. vannamei: (i) control no infectado (solo
agua de mar), (ii) administracién similar a PirA por inmersion + desafio de infeccion
por V. parahaemolyticus y (iii) control infectado por V. parahaemolyticus. Los
resultados sefialaron que el control no infectado y los grupos tratados con PirA
obtuvieron una mortalidad promedio de 1,66%, mientras que el grupo no tratado con
PirA pero desafiado con V. parahaemolyticus tuvo una tasa de mortalidad del
48,33%.

Asimismo, Nakamura et al.,, (2019) descubrieron que los anticuerpos
especificos (IgY) de PirA protegieron a los camarones L. vannamei mediante
inmunizacion pasiva, mientras que los de PirB permitieron que la infeccién por

AHPND provocada por V. parahaemolyticus progresara tras 6 dias. Las tasas de
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supervivencia del primer y segundo desafio, que corresponden a los huevos
recolectados tras la primera y segunda inmunizacién respectivamente, fueron de
86% y 87% para anti-PirA-IgY, 14% y 12% para anti-PirB-IgY, y 0% para el control-
gY.

De modo que, en el presente trabajo se utilizara el gen de la toxina PirA y el
gen de la proteina Ompk, pero no el gen de la toxina PirB.

Por otro lado, en Costa Rica no se registran estudios similares en cuanto a la
construccion de vectores de expresidn que transporten genes con potencial
antigénico contra la AHPND en camarones. No obstante, se registran algunas
investigaciones relacionadas al tema de la presencia de V. parahaemolyticus en
camarones y la enfermedad de necrosis hepatopancreatica aguda como se cita a
continuacion.

Pefa-Navarro et al. (2020) realizaron una investigacion para determinar la
presencia de Vibrio spp. en camarones de cultivo en quince fincas localizadas en el
Golfo de Nicoya y la region Pacifico Central entre enero del 2017 y junio del 2018.
Usaron la extraccion de ADN del hepatopancreas y el estbmago, en camarones
juveniles para su posterior analisis mediante la técnica de PCR (Reaccién en
Cadena de la Polimerasa) y secuenciacion (Pefia-Navarro et al., 2020). Los mismos
autores indican la presencia de los genes de las toxinas PirA y PirB pertenecientes
a la Vibrio parahaemolyticus en cinco fincas.

Aunado a ello, Pefia-Navarro & Varela-Mejias (2015) realizaron en Costa
Rica el analisis histopatolégico en Litopenaeus vannamei infectado con V.
parahaemolyticus. Los principales hallazgos a nivel histolégico fueron hemocitos
melanizados, infiltracibn hemocitica, melanosis, esferoides tipo A, B y C,
mionecrosis coagulativa, fagocitosis, picnosis, entre otras. Estas alteraciones en el
tejido, resultan utiles para determinar el estado sanitario de los camarones y en
particular el efecto citopético de V. parahaemolyticus en infecciones (Pefia-Navarro
& Varela-Mejias, 2015).
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También, se estudi6 el efecto estimulador de tres extractos esenciales sobre
el sistema inmunolégico del camaron L. vannamei, desafiado con Vibrio
parahaemolyticus. Estos son manano-oligosacaridos (T1), ajo (T2) y un compuesto
de extractos de plantas (T3). Se realizé dos bioensayos con una duracion de seis y
catorce dias, donde se determiné que los parametros inmunol6gicos no mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos. Sin embargo, los
parametros zootécnicos presentaron diferencias estadisticamente significativas
solo para el bioensayo que se extendio por seis dias, el efecto estimulador de T2
fue el que presentd mejores resultados. Ademas, el andlisis histoldgico demostro
ser el parametro mas adecuado para medir el efecto inmunoestimulante, donde T1
y T2 mostraron los mejores resultados (Pefia-Navarro, 2012).

En conclusion, tanto en Costa Rica como en otros paises se han estudiado
tratamientos alternativos al uso de antibiético contra la vibriosis y se confirma la
importancia de estos al detectar los genes PirA y PirB que causan la enfermedad
en fincas camaroneras. La toxina PirA y la proteina Ompk pueden ser candidatos
para una inmunizacion pasiva contra la AHPND, debido a que se ha demostrado el
efecto inmunoestimulante de ambos genes contra diferentes especies de Vibrio
puesto que los datos evidencian una reduccion de la mortalidad ocasionada por la
infeccion.

Actualmente, en la Sede de Occidente de la Universidad de Costa Rica
(UCR) se esté trabajando en la identificacion molecular de Vibrio parahaemolyticus
y de sus toxinas PirA y PirB en camarones Litopenaeus vannamei provenientes de
fincas de cultivo de la provincia de Guanacaste, mediante la reaccién en cadena de
la polimerasa.

El objetivo de la presente investigacion es la construccion de vectores de
expresion con los genes de la toxina PirA y la proteina Ompk en V.
parahaemolyticus, al ser una parte fundamental para lograr la inmunizacion pasiva
luego de obtener y conocer las secuencias de dichos genes en los cultivos de

camarones.
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1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo General

Construir vectores de expresion a partir de los genes PirA 'y Ompk en Vibrio
parahaemolyticus como primer paso para el control de la necrosis

hepatopancreatica aguda del camarén (Litopenaeus vannamei) en Costa Rica.

1.3.2. Objetivos Especificos

e Estandarizar la metodologia para crear los dos vectores de expresion
con los genes de la toxina PirA y la proteina Ompk de Vibrio
parahaemolyticus.

e Transformar la bacteria Escherichia coli con los pldsmidos construidos
para convertirla en una posible cepa productora de la toxina PirA y la
proteina Ompk.

e Detectar los genes de la toxina PirA y la proteina Ompk en bacterias
E. coli transformadas mediante amplificacion y secuenciacién para

comprobar la presencia de estos genes.
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2. MARCO TEORICO

2.1. ACUICULTURA Y CULTIVO DE CAMARON BLANCO EN COSTA
RICA

Segun INCOPESCA (2020), la acuicultura en Costa Rica ha adquirido un
valor cada vez mayor, tanto por ser una alternativa de produccién de proteina de
origen acuatico como desde el punto de vista empresarial.

Dicha actividad en nuestro pais esta casi totalmente dominada por el cultivo
de peces de agua dulce, especificamente tilapia y trucha (INCOPESCA, 2020). La
misma institucion indica que, en lo referente a cultivos en aguas salobres, es de
importancia el cultivo del camardn blanco del género Litopeneaus sobre todo en las
areas aledaras al Golfo de Nicoya, Pacifico Central y Sur.

De hecho, se logré posicionar en el mercado europeo los camarones
producidos en Costa Rica como un producto organico certificado, lo que ha
contribuido a un aumento gradual de la produccién (Pefia-Navarro & Chacon-
Guzman, 2019).

Sin embargo, la presencia de enfermedades, el bajo nivel de tecnificacion de
los productores, las politicas ambientales, el comercio local y la competencia del
producto nacional en el extranjero ocasioné que la produccién de camarén nacional
disminuyera aproximadamente un 50 % entre 2009 y 2015 (Pefia-Navarro &
Chacdén-Guzman, 2019; Zamora-Ovares, 2005).

Briggs (2009) sefiala que en nuestro pais se emplea el sistema de cultivo
semintensivo; es decir, los estanques tienen un tamafio de 1 a 5 hectareas (ha) y
una profundidad de 1 a 1,2 metros (m) y se utilizan semillas producidas en

incubadoras y densidades de siembra entre 10 y 30 post larvas/m2.
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Ademas, los rendimientos de la produccién varian entre 500 y 2 000
kg/ha/cosecha (Briggs, 2009), segun la cantidad de cosechas (una sola cosecha o
cosechas parciales), la sobrevivencia, volumen de produccion por ciclo, etc
(Zamora-Ovares, 2005).

2.2. GENERALIDADES DEL CAMARON BLANCO (Litopenaeus

vannamei)

El Litopenaeus vannamei posee un aspecto de color blanco translicido o
amarillento y con la cabeza ligeramente mas oscura, posee en el rostro ocho o
nueve dientes en el area dorsal y uno o dos en la region inferior (Organizacion del
Sector Pesquero y Acuicola del Istmo Centroamericano. & Sistema de la integracién
Centroamericana., 2018).

Ademas, las crias se alimentan de plancton y el adulto se alimenta de materia
organica en descomposicion y pequefios organismos entre los que figuran
crustaceos y moluscos (Organizacion del Sector Pesquero y Acuicola del Istmo
Centroamericano. & Sistema de la integracion Centroamericana., 2018).

El camaron blanco es nativo de la costa oriental del Océano Pacifico, desde
Sonora en México hasta Tumbes en Per(, cuyas aguas posean una temperatura
normalmente superior a 20 °C durante todo el afio; se encuentra en hbitats marinos
tropicales, donde los adultos viven y se reproducen en mar abierto mientras que la
poslarva migra a las costas a pasar la etapa juvenil, adolescente y pre adulta en
estuarios, lagunas y manglares (Briggs, 2006).

En cuanto a las caracteristicas reproductivas, el Litopenaeus vannamei
madura sexualmente entre los seis y siete meses y la hembra produce cerca de

250000 huevos que eclosionan unas 16 horas después de la liberacién en aguas
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marinas (Organizacion del Sector Pesquero y Acuicola del Istmo Centroamericano.

& Sistema de la integracién Centroamericana., 2018).

2.3. VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS Y LA AHPND

El género Vibrio se considera oportunista, es decir, si las condiciones del
camardn no son las 6ptimas, estas bacterias aprovechan que el sistema inmune del
hospedador disminuye (Rubio-Limonta & Silveira-Coffigny, 2012). Ademas, el
género Vibrio coexiste normalmente en los animales de cultivo, colonizando
principalmente el tracto digestivo, las branquias y la cuticula, pero el proceso
infeccioso se presenta cuando las bacterias logran acceder al interior del organismo
(Pefia-Navarro & Varela-Mejias, 2015).

Especificamente, Vibrio parahaemolyticus es una bacteria de habitat marino
gue tiene como reservorios: sedimento, particulas suspendidas, plancton, pescados
y mariscos (almejas, ostiones, camarén, calamar y cangrejo) (Zamora-Pantoja &
Qurdz-Santiago, 2005). Ademas, los mismos autores indican que crece en
condiciones de salinidad entre el 3 al 8 %, temperatura entre 10°C — 44°C con una
optima de crecimiento de 35°C — 37°C y el pH varia de 5 a 11 con intervalo 6ptimo
de 7,5 a 8,6.

Esta bacteria fue la primera especie relacionada con la enfermedad AHPND
en camarones, dado que es portadora de un pladsmido que contiene una toxina
binaria que le confiere la patogenicidad (Xiao et al., 2017). Se cree que los genes
que codifican las toxinas PirA y PirB fueron adquiridos posteriormente por el
plasmido, pues tienen un peso molecular de 13 y 50 kDa respectivamente y
presentan un contenido de CG significativamente menor al presente en el resto del
plasmido (Han et al., 2015).
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Particularmente, la AHPND se origina cuando la V. parahaemolyticus
coloniza el estémago de los camarones, lugar desde el cual libera dos toxinas con
capacidad proteolitica llamadas PirA y PirB. Estas toxinas se acumulan y afectan el
hepatopancreas, hecho que genera desprendimientos celulares masivos y agudos,
acompafados de necrosis (Varela-Mejias et al., 2017).

Por otro lado, la bacteria V. parahaemolyticus es la causante de
gastroenteritis en seres humanos asociada al consumo de productos marinos
contaminados, crudos o0 mal cocinados o con una manipulacion y almacenamiento
inadecuado (Rodriguez-Camacho et al., 2014), debido a la toxina termoestable
directa (TDH), la cual tiene actividad hemolitica sobre una variada gama
de eritrocitos y altera el flujo i6nico de las células intestinales (Heitmann et al., 2005).

La bacteria se manifiesta por la presencia de diarrea acuosa, en ocasiones
con sangre, dolor abdominal, nausea, vomito, y en algunos casos fiebre y dolor de
cabeza. También, el periodo de incubacion es de 12 a 24 horas y la duracion de los
sintomas de uno a siete dias. Ademas, no se tiene certeza alguna sobre la dosis
infectante requerida para provocar un cuadro gastroentérico y en consecuencia los
brotes epidémicos tienen frecuencias y caracteristicas que varian ampliamente

segun la regién (Amarales-Osorio, 2006).

2.4. TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS CONTRA LA AHPND

Los crustaceos poseen mecanismos de defensa que los protegen en contra
de invasores, pero carecen de inmunoglobulinas propias de la inmunidad
adaptativa, por lo que su respuesta inmune esta constituida principalmente por la
inmunidad innata que consiste basicamente en barreras fisicas, la cascada de
coagulacion, fagocitosis, encapsulacion y formacién de nddulos (Vazquez et al.,
2009).
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A causa de las pérdidas econdmicas que ocasionan las cepas de Vibrio
parahaemolyticus asociadas a la AHPND en la industria camaronera, y a causa
también del desarrollo de cepas resistentes por el amplio y frecuente uso de
antibioticos para el control de microorganismos patégenos (FAO, 2002), se han
propuesto algunas soluciones para combatirla.

Una de las estrategias para enfrentar esta enfermedad incluye la
administracion de inmunoestimulantes. Propiamente, la nanotecnologia presenta
diversas aplicaciones en este campo, debido a que las nanoparticulas tienen un
gran potencial por las propiedades derivadas de sus dimensiones, que incluyen la
capacidad de activar componentes del sistema inmune (Tello-Olea, 2018).

En México se evalud la capacidad inmunoestimulante e inmunoprotectora de
nanoparticulas de oro (AuNPs) administradas oralmente en camarén frente a una
infeccion  experimental con V. parahaemolyticus. Se observd una
inmunoestimulacion temprana y segura a nivel sistémico y una supervivencia del
80% en los organismos retados con V.parahaemolyticus- AHPND (Tello-Olea,
2018).

También en México, se transformé la cepa E. coli BL21 para expresar y
purificar las toxinas recombinantes PirA y PirB, las cuales sirvieron como blanco
para seleccionar fragmentos de anticuerpos que se unen a la toxina mediante la
técnica de despliegue de fagos (Trujillo-Garcia, 2016). Luego, el mismo autor indica
gue la mortalidad en camarones, retados con V. parahaemolyticus, disminuy6 25%
a las 24h y 56% a las 48h al emplear los fagos-scFv anti-PirA y anti-PirB, que se
eligieron mediante dos rondas de bioseleccién evaluadas segun el ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés). Es decir, se
reduce la mortalidad en el camardn porque los anticuerpos desplegados en fagos
reconocen y neutralizan especificamente a PirA y PirB.

Otra estrategia de control bacterioldgico con resultados prometedores se
enfoca al empleo de bacterias probidticas. Estas bacterias probidticas ocupan

espacios y demandan nutrientes del agua y del fondo del estanque, asi como
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directamente del tracto digestivo de los camarones; ello reduce las posibilidades de
colonizacion y desarrollo de otros microorganismos que sean patégenos o puedan
convertirse en nocivos (Sotomayor & Balcazar, 2003).

En Ecuador, se estudio diferentes mezclas de cepas probiodticas, las cuales
son lli (Vibrio alginolyticus), P62 y P63 (Vibrio sp.) y P64 (Bacillus sp.), al someterlas
a una prueba de inhibicion in vitro con vibrios patégenos (Vibrio harveyi E22, V.
vulnificus S2 y V. parahaemolyticus PA2) para demostrar su efecto antagonico. Los
resultados mostraron que las mezclas P63-lli, P62-P64 y P62-P63-Ili presentaron
porcentajes de inhibicion mayores al 50%, es decir, tienen potencial aplicacién para
el control de vibrios patdégenos en los sistemas acuicolas (Sotomayor & Balcézar,
2003).

A pesar de que la utilizacion de probidticos es una alternativa prometedora,
Noor-Uddin et al. (2015) estudid las propiedades de resistencia a los
antimicrobianos de las bacterias probidticas mediante la evaluacién de siete
probidticos usados en el cultivo de camarones vietnamitas por su contenido de
especies bacterianas, resistencia antimicrobiana fenotipica y genes de resistencia
transferibles asociados.

Los resultados mostraron que solo 6/60 aislamientos fueron resistentes a
mas de cuatro antimicrobianos y la secuenciacion del genoma completo mostré que
contenian cuatro genes de resistencia, pero no se conocen estructuras asociadas
con la transferencia horizontal de genes. Es decir, las cepas bacterianas probidticas
parecen contribuir con tipos y cantidades muy limitadas de genes de resistencia en
comparacion con las especies bacterianas naturales en los ambientes acuicolas
(Noor-Uddin et al., 2015).
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2.4.1. Generalidades de lainmunizacion pasiva

La inmunizacion pasiva se produce cuando se introducen, en un individuo
gque no ha estado previamente en contacto con el patdégeno, los anticuerpos
especificos obtenidos de un donante previamente infectado o inmunizado para
conferir resistencia frente a la enfermedad (Instituto de Acuicultura Torre de la Sal,
2020).

Una de las formas de inmunizacién pasiva es el realizar una vacuna de ADN
recombinante con la que se inmunice al donante. La vacuna usa porciones del
genoma de un patégeno que se clonan, expresan y purifican a partir de bacterias,
levaduras o células de mamifero, las cuales codifican antigénicos estructurales
implicados en la induccion de una respuesta inmune protectora (Zanetti et al., 1987).

Segun Singh & Srivastava (2011), algunas ventajas de este tipo de vacunas
es que permiten la fabricaciébn de grandes cantidades y con alta pureza de la
proteina objetivo, a un costo menor, con mayor estabilidad durante el
almacenamiento, y de facil administracion. Las mismas poseen un entorno bioldgico
relativamente seguro en comparacion con la purificacion de las mismas proteinas
del propio patégeno, sea atenuado o muerto, pues no producen la enfermedad y los
efectos secundarios generados por la vacunacion son minimos (Singh & Srivastava,
2011).

Los pasos para producir vacunas recombinantes son: seleccion de proteinas
inmunogénicas, construccion de vectores de expresion, transformacién bacteriana
y verificacion de la transformacién (Lara, 2011). El mismo autor indica que para la
produccion de proteinas recombinantes es necesario insertar en un vector de
expresion la informacién genética de la proteina que se quiere producir, seleccionar
la cepa que va a producir la proteina de interés y escoger el cultivo adecuado para
alcanzar altas densidades de la cepa seleccionada con el propoésito de lograr una
alta produccion de la proteina de interés, y purificar la proteina recombinante.
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Los plasmidos son ADN extracromosémico de replicacién autbnoma que se
encuentra en la naturaleza, principalmente en bacterias, y portan genes accesorios
mas que indispensables (José. Rodriguez, 2011; Shroff et al., 1999).

De acuerdo con el uso, los plasmidos se pueden clasificar en vectores de
clonacion, cuya finalidad es el almacenamiento de secuencias y la obtencién de
grandes cantidades del ADN insertado o de la molécula recombinante, o en vectores
de expresién, su objetivo es producir un transcrito (ARN) o la proteina producto de
ese ARN (Sandoval et al., 2013).

Por ello, los genes objetivos pueden colocarse en sitios de clonacion en el
esqueleto del plasmido mediante técnicas estandar, secuenciarse para verificar la
fidelidad y expresarse para demostrar la aceptacion de la proteina del inserto del
gen. Una vez que se obtienen niveles satisfactorios de expresion, se pueden
producir grandes cantidades de plasmido, controlar la calidad, formular y administrar
en animales de experimentacion (Shroff et al., 1999).

Entre los animales de experimentacién se encuentran las gallinas, pues al
inocularlas con antigenos especificos se induce una respuesta inmune que produce
una gran cantidad de anticuerpos que se transfieren a la yema del huevo, que a su
vez se extrae y se purifica mediante diferentes técnicas para administrarlos
directamente al animal o incluirlos en los alimentos (Romero et al., 2014).

Los anticuerpos de yema de huevo de gallina suponen la ventaja de ser un
método rentable, de alto rendimiento y conveniente. Por tanto, se pueden emplear

para prevenir y controlar enfermedades (Carlander et al., 2000).


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.sibdi.ucr.ac.cr/topics/immunology-and-microbiology/immunoglobulin-y
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2.4.2. Tecnologias utilizadas para la construccion de proteinas

recombinantes

2.4.2.1. Reaccion en cadena de la polimerasa

Los andlisis moleculares y genéticos necesitan gran cantidad de ADN, por
consiguiente, la amplificacion de segmentos de este mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) es fundamental, puesto que se trata
de una técnica rapida y econdémica que calienta la muestra para la desnaturalizacion
del ADN, es decir, para que la doble cadena de ADN se separe en dos segmentos
de una sola hebra (National Human Genome Research Institute, 2019).

Luego, una enzima llamada polimerasa Taq sintetiza dos nuevas hebras de
ADN utilizando las hebras originales como plantilas en presencia de altas
concentraciones de oligonucledtidos y cloruro de magnesio a temperaturas menores
a las iniciales, o sea, este proceso resulta en la duplicacion del ADN original, donde
cada una de las nuevas moléculas contiene una hebra vieja y una hebra nueva de
ADN (Gonzalez et al., 2014; National Human Genome Research Institute, 2019).

El ciclo anterior se repite de 25 a 35 veces de forma automatica gracias al
termociclador, el cual es un equipo que aplica el efecto peltier, que consiste en
invertir la corriente eléctrica para calentar y enfriar los tubos de reaccion a la
temperatura necesaria para cada etapa de la reaccion (Romero et al., 2010).

Por otro lado, gran parte del éxito de la PCR se debe al aporte en la
simplificacion al identificar y clonar ADN (Pedrosa, 1999; Rodriguez-Lazaro &
Hernandez, 2006).

. De hecho, sus ventajas son la alta especificidad y sensibilidad, mientras que

las limitaciones incluyen el agotamiento de los reactivos, el tiempo de ejecucion de
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los programas Yy los resultados falsos positivos debido a materiales contaminados
(Garrote & Dias, 2020).

La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa o en tiempo real (QPCR
por sus siglas en inglés) viene a solventar algunas deficiencias de métodos
convencionales, al emplear la especificidad y sensibilidad de la PCR combinada con
la deteccion directa y simultanea del producto, dado que la sefial de fluorescencia
se amplifica proporcionalmente al ADN replicado, es decir, la concentracion de ADN
es evaluada en tiempo real (Garrote & Dias, 2020; Shipley, 2007).

Segun Solano-Luna et al. (2018), los protocolos mas usados por gPCR
utilizan dos diferentes métodos de deteccion: 1. Fluoroforos especificos de ADN
bicatenario, como el fluorocromo SYBR Green que se intercala entre las dos bandas
de ADN. 2. Sondas fluorescentes especificas de la secuencia como la sonda
TagMan®, que lleva un fluoroforo ligado a su extremo 5° y a un apagador en su
extremo 3’, de modo que la fluorescencia de la sonda hibridada es apagada en
razén de la proximidad de los dos fluoroforos, pero es detectada después de que la
ADN polimerasa se desplaza e hidroliza la sonda.

Las sondas fluorescentes dan mayor seguridad de alcanzar la especificidad,
sin embargo, el emplear el SYBR Green ofrece también una buena precision.
Ademas, el utilizar dicho fluorocromo presenta la ventaja de que el disefio o ajuste
de los ensayos es directo y los costos de materiales son bajos (Rodriguez &
Rodriguez, 2006).

Por otro lado, las curvas Melting o curvas de disociacion se realiza en los
productos amplificados para asegurar la especificidad de la qPCR, pues al fijar
distintas temperaturas a los amplicones se obtiene una grafica de la cinética de
disociacion donde se determina la temperatura Melting, que es la temperatura en la
cual el 50% de la molécula de ADN esta desnaturalizada y varia segun la
composicion y el tamafo de la molécula. Es decir, resulta caracteristica para cada

secuencia (Mercado-Michel & Vasquez-Michel, 2018).
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Ademas, el ciclo umbral (Ct) es el punto en el cual la fluorescencia de la
reaccion sobrepasa la fluorescencia basal, o sea, es el punto donde la reaccion de
amplificacion da comienzo (De Alba-Aguayo & Rueda, 2013). Dichos autores
indican que el Ct es un valor definido de forma arbitraria por el usuario, aunque es
posible definirlo de forma matematica obteniendo el valor maximo de la segunda

derivada de la curva de amplificacion.

2.4.2.2. Enzimas de restriccidon y ligacion

Las enzimas de restriccion son proteinas que cortan ambas hebras de ADN
en forma especifica: cada enzima reconoce una secuencia particular del ADN
denominada sitio de restriccion (Juri-Ayub et al., 2019).

Dependiendo de las propiedades enzimoldgicas, se pueden distinguir
diferentes tipos. Las endonucleasas de restriccion de tipo 1l son homodimeros que
reconocen secuencias palindromicas cortas de 4-8 pb de longitud, que en presencia
de Mg?*, escinden el ADN dentro o junto al sitio de reconocimiento (Chies et al.,
2006).

Especificamente, la BamHI (Bacillus amyloliquefaciens H) es una
endonucleasa de restriccion de tipo Il que escinde la secuencia de ADN duplex 5'-
GGATCC-3' entre residuos de guanina adyacentes en ambas hebras para generar
una extension 5' de 4 nucleétidos (Jack et al., 1991). Ademas, Hindlll (Haemophilus
influenzae) es una endonucleasa de restriccién de tipo Il que reconoce y escinde la
secuencia palindromica 5’-AAGCTT-3’ en presencia de Mg?* (Tang et al., 2000).

Particularmente, Ncol (Rhodococus ruber) es una endonucleasa que
reconoce y escinde la secuencia 5-CCATGG-3" (Vazques et al., 1996). Mientras
que la Ndel (Neisseria denitrificans) es una endonucleasa que reconoce y escinde

la secuencia 5°-CATATG-3" (Watson et al., 1982). Asimismo, Sacl (Streptomyces


https://es.wikipedia.org/wiki/Haemophilus_influenzae
https://es.wikipedia.org/wiki/Haemophilus_influenzae
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Neisseria_denitrificans&action=edit&redlink=1
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achromogenes) es una endonucleasa de tipo Il que reconoce y escinde la secuencia
5-GAGCTC-3" (Chies et al., 2006).

Luego de que las enzimas de restriccion cortaron tanto el vector como el ADN
diana, se obtendran extremos cohesivos 0 pegajosos que son complementarios,
que permiten la union de los dos fragmentos mediante el restablecimiento de
enlaces covalentes entre el vector y el ADN diana con enzimas de ligacion (Avila et
al., 1995).

2.4.2.3. Transformacion

La transformacién es el proceso por el cual ciertas bacterias llamadas
competentes, son capaces de incorporar ADN exdgeno que esta libre en el medio
proveniente de otras bacterias (Betancor et al., 2008).

En el caso del ADN recombinante, la transformacién es el fenémeno por el
cual las células bacterianas incorporan ADN al introducir un plasmido que posee el
mismo, mediante un choque térmico u otro método (Avila et al., 1995).

El vector de expresion incluye un gen de resistencia a un antibiético junto con
el gen gque se quiere transferir (L6pez-Lopez, 2011), de modo que, sélo aquellas
bacterias que contengan el plasmido formaran colonias en las placas de agar
adicionadas con el antibi6tico adecuado (Avila et al., 1995).

La E.coli es el huésped bacteriano mas utilizado para la expresién de
proteinas recombinante, debido varias ventajas como su conocida informacién
genética, el rapido crecimiento de las células, las altas tasas de produccion de
proteinas, el facil manejo de las mismas en laboratorios estandar y los medios de

cultivo son relativamente econémicos (Singh & Srivastava, 2011)
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3. MARCO METODOLOGICO

3.1. [ESTANDARIZACION DE LA METODOLOGIA PARA CREAR LOS
DOS VECTORES DE EXPRESION CON LOS GENES DE LA
TOXINA PIRA Y LA PROTEINA OMPK DE VIBRIO
PARAHAEMOLYTICUS.

3.1.1. Fuente de ADN

El ADN utilizado en esta investigacion fue aislado de colonias crecidas en
una placa con medio de cultivo TCBS (tiosulfato, citrato, bilis, sacarosa) donada por
la Universidad Técnica Nacional (UTN), sede de Guanacaste. Las bacterias
cultivadas en esta placa fueros aisladas de macerados de camarones moribundos
con signos clinicos caracteristicos de la AHPND y recolectados de una finca
camaronera ubicada en Guanacaste. EI ADN de las colonias se extrajo mediante el
kit de extraccion QIAmp UCP DNA Micro Kit de Quigen (56204) y fueron
identificadas como V. parahaemolyticus mediante PCR y secuenciacion.

La cantidad y calidad del ADN se verific6 a través de la medicién de
absorbancia a 260 nm en un espectrofotdémetro de microvolumen Nanodrop one y
mediante fluorescencia con el fluorimetro Qubit® 4 de Thermo Fisher Scientific-
Invitrogen; los criterios de validez se muestran en el Cuadro 1. La integridad fue
evaluada mediante electroforesis en gel de agarosa, se consideraron muestras

integras aquellas que presentaron una banda estrecha.
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Cuadro 1. Criterios de validez de las relaciones de absorbancias 260/280 y 260/230 para la
evaluacion de la pureza del ADN mediante la técnica de analisis espectrofotometria.

. Criterios de validez
Relacion de
absorbancia
Valor Pureza
>2.1 ADN contaminado con ARN
18-21 Pureza optima
260/280
16-17 Pureza aceptable
<1,6 ADN contaminado con compuestos aromaticos
2-2,2 Pureza optima
>1,8 Pureza aceptable
260/230 ADN contaminado con proteina, sales, fenol,
<1,8 :
hidratos de carbono.
ADN altamente contaminado con proteina, sales,
<1,5 :
fenol, hidratos de carbono.

Fuente: Banco Nacional de ADN Carlos 11l (2020).

Lo anterior fue realizado en el Laboratorio de Biotecnologia de la Sede de
Occidente de la Universidad de Costa Rica por otros investigadores; es decir, la
fuente de ADN se encontraba preparada para su uso en la presente investigacion.

Con la fuente de ADN preparada, se dispuso a realizar copias de las
secuencias de los genes de interés PirA y Ompk a través de la PCR. Una vez se
conté con suficientes copias de los genes, se procedié a la creacion de los

plasmidos de expresion recombinantes y la transformacion de la bacteria E. coli.
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3.1.2. Amplificacion de los genes de latoxina PirA 'y la proteina Ompk de

Vibrio parahaemolyticus.

Se estandarizo el protocolo de PCR convencional tanto para el gen de la
toxina PirA como para el gen de la proteina Ompk.

Los iniciadores utilizados para los dos protocolos de amplificacion (PirA y
Ompk) se detallan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Iniciadores utilizados en la PCR para determinar y amplificar los genes PirA y Ompk de
V. parahaemolyticus.

Longitud del
- Secuencia del iniciador | fragmento a
Gen Iniciador Y o . Fuente
(5'a 3’ amplificar
(pb)
. ATGAGTAACAATATAAA . :
- PirA-Forward ACATGAAAC 13 S||;l:r;zlir|n
PirA-Reverse GTGGTAATAGATTGTA (20 15')
CAGAA
Omok-Forward CGGGATCCGCAGATTA
P CTCTGACGGCGATAT Mao et al.
Ompk 776
ompk-Reverse | CCCAAGCTTTTAGAAC (2007)
P TTGTAAGTTACTGCGA

3.1.3. Electroforesis en gel de agarosa, limpieza y secuenciacion de los
genes de la toxina PirA y la proteina Ompk.

Los productos de PCR de la toxina PirA y la proteina Ompk se corrieron en
geles de agarosa al 2% para confirmar su tamafio mediante el marcador
O’GeneRuler 100pb ADN Ladder (Thermo Scientific) y se utilizé el GelRed® Nucleic

Acid (Biotium) como colorante fluorescente.
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Seguidamente las muestras amplificadas se enviaron a secuenciar al Centro
de Investigacion en Biologia Celular y Molecular (CIBCM). Las secuencias de las
muestras se alinearon con el programa Bio Edit Sequence Alligment Editor®2.2.28
y se compararon mediante el algoritmo BLASTn® 2.2.28 con la base de datos del
NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information).

Después de la confirmacion de las dos secuencias de interés mediante PCR
y secuenciacion, se realizé la limpieza de ambos genes en un gel de agarosa al
0.7%, mediante el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (A9281).

3.1.4. Digestion y ligacion de los genes de la toxina PirA y la proteina

Ompk en vectores plasmidicos de clonacion y expresion.

El producto de amplificacion limpio del gen de la toxina PirA se ligoé al vector
de clonacion pGEM-T easy (PROMEGA) y se transforma la bacteria E. coli IM109,
de acuerdo con el protocolo descrito por el fabricante.

Se consideraron colonias positivas aquellas que crecieron en placas de agar
LB (Sigma Aldrich) con ampicilina, IPTG y X-Gal, y que presentaban un color blanco.
Estas colonias que resultaron positivas se cultivaron en caldo Luria Bertani (LB)
(NEOGEN) con el antibiético ampicilina y se incubaron a 37°C a 250 rpm por una
noche, con el objetivo de extraer luego el ADN plasmidico utilizando el método
descrito en el kit de extraccion GeneJET Plasmid Miniprep Kit (K0502). Cabe
mencionar que se llevaron a cabo dos eluciones por cada extraccion de ADN.

Ademas, se realiz6 un control negativo y un control positivo siguiendo el
mismo protocolo que el cultivo del vector de interés, excepto que en el primero no
se le agregd ningun inserto y en el segundo se afiadié un fragmento de 542 pb del
vector pGEM®-luc como inserto.

Se verifico la cantidad y calidad del ADN a través de la medicion de

absorbancia a 260 nm en un Nanodrop one y mediante fluorescencia con el
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fluorimetro Qubit® 4 de Thermo Fisher Scientific-Invitrogen; los criterios de validez
se pueden ver en el Cuadro 1. Ademas, las muestras se corrieron en geles de
agarosa para confirmar su integridad.

El ADN del plasmido se utilizo para verificar la insercion de la secuencia de
PirA en el pGEM-T easy mediante el uso de las enzimas de restriccion Ndel y Ncol.
Es importante indicar que todas las enzimas de restriccion utilizadas corresponden
a la marca Promega y que se siguio el protocolo del fabricante para su uso.

Una vez se corroboro el inserto de PirA en el plasmido de clonacion pGEM-
T easy (PirA-pGEM-T easy), éste fue digerido con las enzimas de restriccion Sacl y
Ndel. Seguidamente el vector de expresion pET-32a(+) (Novagen) fue digerido con
las mismas enzimas de restriccion y desfosforilado con la enzima fosfatasa alcalina
siguiendo el protocolo descrito por el fabricante del vector.

El producto de ambas digestiones fue ligado con el kit LigaFast™ Rapid DNA
Ligation System de Promega. El resultado de esta ligacién no fue exitoso, por tanto,
se repiti6 pero se utilizo el plasmido pET-28b(+) (Novagen) en lugar del pET-32a(+),
y se desfosforilé el PirA-pGEM-T easy en vez del pET-28b(+).

El producto limpio de amplificacion de la proteina Ompk no fue posible
digerirlo con BamHI y Hindlll ni tampoco ligarlo al vector pET-30a(+) (Novagen),
debido a que la concentracion del producto amplificado luego del proceso de
limpieza fue muy baja para poder realizar la digestion con las enzimas y no se
contaba con mas muestra para repetir el proceso de amplificacion. Por las
limitaciones expuestas, no fue posible continuar con lo planteado para el gen Ompk.

En la Figura 1 se pueden observar los sitios de restriccion y en el Cuadro 3
se pueden ver los tamafos esperados de los fragmentos luego de cortar con las
enzimas de restriccion Ndel, Ncol y Sacl el plasmido de PirA-pGEM-T easy y los
vectores pET-28b(+) y pET-32a(+).
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Cuadro 3. Tamafio esperado de los fragmentos del plasmido de PirA-pGEM T easy y los vectores
pPET-28b(+) y pET-32a(+) luego de cortar los mismos con las enzimas de restricciéon Sacl, Ndel y

Ncol.

Plasmi Enzimas de | Numero de | Tamafo de los
asmido o
restriccion | fragmentos | fragmentos (pb)
392*
PirA insertado en el Ndel'y Neol 2 2956
vector pGEM-T easy 5 12
3336*
47
PET-28b(*) Sacl y Ndel 2 5321
156
5399*

*Contiene el fragmento de interés.
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Figura 1. Sitios de restriccion de las enzimas Sacl, Ndel y Ncol del plasmido de PirA-pGEM T easy
y los vectores pET-28b(+) y pET-32a(+). a) pPGEM-T easy con los sitios de restriccion de Ncol y Ndel.
b) pGEM-T easy con los sitios de restriccion Sacl y Ndel. ¢) pET-28b(+) con los sitios de restriccion
Sacl y Ndel. d) pET-32a(+) con los sitios de restriccion Sacl y Ndel. Modificado de Dotmatics (s/f).

T
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3.2. TRANSFORMACION DE LA BACTERIA ESCHERICHIA COLI CON
EL PLASMIDO PORTADOR DEL GEN DE LA TOXINA PIRA.

Cabe sefialar que no se logré una transformacion efectiva con las células BL21
(células ideales para expresion proteica), razén por la cual se sustituyeron las
mismas por las E. coli IM1009.

Se transformaron las células E. coli IM109 con el plasmido de expresion
construido, segun el protocolo de choque térmico indicado por el fabricante
(P GEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems de Promega). Las células
transformadas se cultivaron en agar Luria Bertani (LB) con el antibiético kanamicina

y los cultivos fueron incubados a 37°C por una noche.

3.3. AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL GEN DE LA TOXINA
PIRA PARA COMPROBAR SU PRESENCIA

3.3.1. Amplificacion y secuenciacion del gen de la toxina PirA de Vibrio

parahaemolyticus

Se emplearon los iniciadores disefiados por Han et al. (2015) para llevar a
cabo una gPCR de las colonias del producto de la transformacion de las bacterias
JM109 con la ligacion fallida entre el producto de digestion del plasmido pET-32a(+)
y el PirA-pGEM-T-easy.

A las colonias positivas en la qPCR se les extrajo el ADN plasmidico con el
Kit GeneJET Plasmid Miniprep Kit (KO502) de Thermo Scientific. Como ambos
plasmidos comparten la resistencia a la ampicilina, se realizé una digestién con las

enzimas Xhol (no produce corte en el PirA- pGEM-T easy s6lo en PirA-pET-32a(+))
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y Ncol para verificar que las colonias positivas para la secuencia de PirA se
encontraban dentro del plasmido de interés (pET-32a(+)) y no dentro del pGEM-T-
easy. En la Figura 2 se pueden observar los sitios de restriccion y en el Cuadro 4
se pueden ver los tamafios esperados de los fragmentos luego de cortar con las
enzimas de restriccion Ncol y Xhol el plasmido de PirA-pGEM-T easy y el vector
PirA-pET-32a(+).

Cuadro 4. Tamafio esperado de los fragmentos del plasmido pET-32a(+) y pGEM-T easy cuando
poseen la secuencia de PirA luego de cortar los mismos con las enzimas de restriccion.

. Enzimas de | Numero de | Tamafo de los
Vector-PirA S
restriccion | fragmentos | fragmentos (pb)
PirA insertado en el Xhol No tiene S'.t,'o No aplica
vector pGEM-T eas de restriccion
P y Ncol 1 3336
PirA insertado en el 2975
vector pET-32a(+) Xhol'y Ncol 2 5760

Figura 2. Sitios de restriccién de las enzimas Xhol y Ncol del plasmido de PirA-pGEM T easy y el
vector PirA-pET-32a(+). a) PirA-pET-32a(+) con los sitios de restriccion Ncol y Xhol. b) PirA-pGEM-
T easy con el sitio de restriccion de Ncol.

a) PirA-pET-32a(+) b) PirA-pGEM-T easy

3336 pb

8735 pb
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Como lo anterior no fue exitoso, se realizo la identificacion de las colonias de
la bacteria E. coli IM109 que poseian el plasmido de expresion de interés alternativo
(PirA- pET-28b(+)). Se llevé a cabo empleando una PCR de colonia y utilizando el
protocolo de amplificacion descrito en el punto 3.1.1.

Para llevar a cabo la PCR de colonia se tomé una unica colonia de la placa
transformada con un asa estéril y se diluyé en 20 ul de agua grado biologia
molecular libre de nucleasas. De esta dilucion se tomo 4 pl para utilizarlos como
plantilla para realizar la PCR de colonia, mientras que el volumen restante de cada
colonia diluida se utilizé para inocular placas de agar LB mas kanamicina. Dichas
placas se utilizaron posteriormente como fuente para inocular caldos de cultivo y
realizar extracciones de ADN del plasmido de interés.

La colonia amplificada con PirA se envio al CIBCM de la Universidad de Costa
Rica con el propadsito de verificar su fidelidad. La secuencia de la muestra se aline6
con el programa Bio Edit Sequence Alligment Editor®2.2.28 y se comparé mediante
el algoritmo BLASTn® 2.2.28 con la base de datos del NCBI.

3.3.2. Extraccién de ADN de bacterias E. coli en caldos de cultivo.

La colonia que resultd positiva para el vector PirA- pET-28b(+) fue inoculada
en caldos LB mas kanamicina, los cuales se incubaron a 37°C y 250 rpm por una
noche para utilizarlos en las extracciones de ADN del pladsmido y para guardar stock
de glicerol a -80°C y conservarlos a largo plazo.

El ADN del plasmido se extrajo utilizando el método descrito en el kit de
extraccion GeneJET Plasmid Miniprep Kit (K0502). Se verificé la cantidad y calidad
del ADN a través de la medicion de absorbancia a 260 nm en un Nanodrop one y
mediante fluorescencia con el fluorimetro Qubit® 4 de Thermo Fisher Scientific-
Invitrogen. Ademas, las muestras se corrieron en geles de agarosa para confirmar

la presencia del plasmido.
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3.3.3. Criopreservacion de la bacteria E.coli JM109 para el
almacenamiento a largo plazo del pldsmido de expresion PirA-
pPET-28b(+).

De los tubos con caldo LB y antibiético kanamicina inoculados con colonias
positivas para PirA- pET-28b(+), se tomo6 920 pL y se agregaron en tubos con tapon
de rosca de 2 mL (crioviales) que contenian 80 uL de glicerol al 100 %. Los crioviales
fueron colocados primero a 4 °C por 3 h, a -20 °C por 24 h y después se congelaron

a -80°C para almacenarlos a largo plazo.
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4. RESULTADOS

4.1. ESTANDARIZACION DE LA METODOLOGIA PARA CREAR LOS
DOS VECTORES DE EXPRESION CON LOS GENES DE LA
TOXINA PIRA Y LA PROTEINA OMPK DE VIBRIO
PARAHAEMOLYTICUS.

4.1.1. Amplificacién de los genes de latoxina PirA y la proteina Ompk de

Vibrio parahaemolyticus.

El protocolo para la amplificacion del gen de la toxina PirA mediante PCR
convencional se muestra en el Cuadro 5, en el cual se especifican los valores de
volumen y concentracion requeridos para cada reactivo.

Las condiciones de la PCR para la amplificacién de PirA fueron las descritas
por Sirikharin et al. (2015) con la modificacion del tiempo de alineacion a40 sy la

utilizaciéon de 40 ciclos.

Cuadro 5. Datos de la estandarizacion del protocolo por PCR convencional para determinar y
amplificar la secuencia del gen PirA de V. parahaemolyticus.

Reactivo Volumen parauna | Concentracién final de
reaccion (pL) la reaccion de PCR
Dream Taq (F;CXF\; Master Mix 125 1.00 X
Primer F (10 ng/uL) 1,0 0,40 ng/uL
Primer R (10 ng/pL) 1,0 0,40 ng/pL
ADN (95 ng/uL) 2,0 7,6 ng/uL
Agua grado biologia 85 | .
molecular ’
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En el Cuadro 6 se presentan los valores de concentracion y volumen
requeridos para cada reactivo en la PCR convencional para el gen de la proteina
Ompk.

Respecto a las condiciones de la PCR para la amplificacion de Ompk, fueron
similares a las utilizadas para la amplificacion de PirA con algunas modificaciones
tomadas de Qian et al. (2008b) y Qian et al. (2008a): 5 min a 94°C, seguido por 35
ciclos de 30 sa 94°C, 30 sa53°Cy 1,5 mina 72°C, y finalmente 10 min a 72°C.

Cuadro 6. Datos de la estandarizacion del protocolo por PCR convencional para determinar y
amplificar la secuencia del gen Ompk de V. parahaemolyticus.

Reactivo Volumen parauna | Concentracién final de
reaccion (L) la reaccién de PCR
Dream Taq (I;CXF\; Master Mix 125 1,00 X
Primer F (10 uM) 1,0 0,40 uM
Primer R (10 uM) 1,0 0,40 uM
ADN (144 ng/pL) 2,0 11,52 ng/uL
Agua grado biologia 85 |
molecular ’

4.1.2. Electroforesis en gel de agarosa, limpieza y secuenciacién de los
genes de la toxina PirA y la proteina Ompk.

En la Figura 3 se observan los productos de la PCR convencional de las
secuencias de los genes de la toxina PirA y la proteina Ompk en la electroforesis en
gel de agarosa, ambos realizados con los protocolos y condiciones estandarizadas
en este estudio.
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Figura 3. Productos de PCR convencional para la secuencia del gen de PirA y Ompk de V.
parahaemolyticus en la electroforesis en gel de agarosa al 2% por 40 min a 90 V. Carril 1: NTC
(control sin plantilla) para PirA. Carril 2: producto Ompk. Carril 3: NTC para Ompk. Carril 4; producto
PirA. Carril 5: Marcador de peso molecular de 100 pb.

El resultado de la secuenciacion de ambos genes al compararlo mediante el
algoritmo BLASTn® 2.2.28 con la base de datos del NCBI se detalla en el Cuadro
7, el cual incluye el gen, nombre del alineamiento y numero de acceso del GenBank,

tamafo del fragmento secuenciado, y el porcentaje de identidad y cobertura.
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Cuadro 7. Resultados de la secuenciacién de ambos genes al compararlos con la base de datos del

NCBI.
= Porcentaje (%)
'I;?;na:rr‘\gn(ilgl Nombre del N° de
Gen secm?enciado alineamiento del | acceso
(pb) Identidad | Cobertura GenBank GenBank
Vibrio
parahaemolyticus
. isolate AHPND- | MN48042
PIrA 219 100 100 PirA-KK-VIET1 7.1
PirA(PirA) gene,
partial cds
Vibrio
parahaemolyticus
strain
Ompk 702 100 100 20151116002-3 CP0314305
chromosome |, '
complete
sequence

La electroforesis realizada se puede ver en la Figura 4, corresponde a los

productos de la PCR convencional del gen de la proteina Ompk utilizando como

plantila ADN cromosomico y un producto de PCR de Ompk purificado, en el

segundo caso se obtuvo un producto inespecifico.
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Figura 4. Productos de PCR convencional para el gen de Ompk de V. parahaemolyticus en
electroforesis en gel de agarosa al 2% por 40 min a 90 V. Carril 1: Marcador de peso molecular de
100 pb. Carril 2: Producto de PCR de Ompk como plantilla. Carril 3: ADN cromosémico como plantilla.

776 pb

Producto inespecifico

Por otro lado, la concentracion obtenida de ADN de ambos genes luego de

realizar la purificacion se detalla en el Cuadro 8, inicialmente siguiendo el protocolo

comercial que indica el fabricante y después con las variaciones en el volumen de

elucién y la cantidad de pocillos y masa del gel de agarosa empleado, que

permitieron aumentar la concentracién de ADN de las secuencias de interés.

Cuadro 8. Datos de la estandarizacion del protocolo de limpieza del producto de PCR convencional
en el gel de agarosa para ambas secuencias de interés, segun el fabricante y el modificado
(variaciones en el volumen de elucion y la cantidad de pocillos).

NUmero de | Masa del Vol C .,
ocillos del gel de 0 “m?,” oncentr_amon
Gen Protocolo P de elucion obtenida
gel de agarosa (L) (ng/uL)
agarosa (mg)
PirA Comercial 1 2224 50 1,55
Modificado 2 230,9 25 6,83
Omok Comercial 1 233,5 50 1,38
P MModificado 3 128,6 25 15,8
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4.1.3. Digestion y ligacion de los genes de la toxina PirA en vectores

plasmidicos de clonacion y expresion.

Se logré estandarizar el protocolo de ligacion del producto de PCR PirA con

el vector de clonacién pGEM-T easy, los datos se especifican en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Datos de la estandarizacién del protocolo de ligacion del producto de PCR convencional
PirA con el plasmido de clonacion pGEM-T easy.

. Relaleon 31
inserto:vector
Cantidad de vector
50
(ng)

La transformacion de las bacterias E.coli JM109 para la verificacion de la
insercion del producto de PCR purificado de la secuencia del gen PirA en el

plasmido pGEM-T easy fue exitosa como se puede ver la Figura 5.
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Figura 5. Resultados de la transformacion de las bacterias E. coli JM109 con el plasmido PirA-
pPGEM-T easy. a) Cultivo que contiene el plasmido PirA-pGEM-T-easy, réplica 1. b) Cultivo que
contiene PirA-pGEM-T-easy, réplica 2. c) Control positivo (Fragmento de 542 pb del vector P GEM®-
luc). d) Control negativo (sin inserto).

Los resultados del Cuadro 10 corresponden a la verificacion de la cantidad y
calidad del ADN extraido de caldos de cultivo con colonias JM109 PirA-pGEM-T
easy, el cual incluye las relaciones de pureza y la concentracion medida en

fluorimetro y espectrofotometro.
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Cuadro 10. Resultados de la verificacién de la cantidad y calidad del ADN extraido del caldo LB mas
ampicilina e inoculado con las colonias de las bacterias E. coli IM109 transformadas con el vector
PirA-pGEM-T easy, se realizan dos eluciones por cada extraccion.

Extraccién

Eluciéon

Concentracién (ng/pL)

Relaciones de
pureza (nm)

Fluorometria | Espectrofotometria [ a260/ | A260/

A280 | A230

1 1 58,2 68,5 1,84 2,08
2 4,94 10,3 1,79 1,72

5 1 70,1 93,5 1,84 2,13
2 4,56 7,7 1,93 1,55

3 1 55,5 93,4 1,87 2,20
2 5,72 10,1 1,92 1,88

4 1 62,2 83,6 1,85 2,11
2 2,61 8,9 1,92 1,56

Asimismo, los resultados de la electroforesis en gel de agarosa para

confirmar la integridad de las extracciones de las colonias que contienen el plasmido

PirA-pGEM-T easy, se pueden ver en la Figura 6.

Figura 6. Extracciones de las colonias E. coli JM109 transformada con el vector PirA-pGEM-T easy
gue contiene la secuencia de PirA, en la electroforesis en gel de agarosa al 2% por 40 min a 90 V.
Carril 1: Extraccion 1, elucién 1. Carril 2: Extraccion 2, elucion 1. Carril 3: Extracciéon 3, elucion 1.
Carril 4: Extraccion 4, elucién 1. Carril 5: Extraccion 1, elucion 2. Carril 6: Extraccion 2, elucion 2.
Carril 7: Extraccién 3, elucién 2. Carril 8: Extraccién 4, elucién 2. Carril 9: Marcador de peso molecular

Hind 111.
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Los resultados de la digestion del plasmido PirA-pGEM-T easy con las
enzimas de restriccion se muestran en la electroforesis en gel de agarosa de la
Figura 7, tanto para confirmar la presencia del inserto a) como para confirmar la

digestion del vector para su posterior ligacion b).

Figura 7. Productos de digestién del vector PirA-pGEM-T easy en la electroforesis en gel de agarosa
al 0,7% por 60 min a 60 V a) Digestién con las enzimas Ncol y Ndel. Carril 1: Marcador de peso
molecular Hind IIl. Carril 2: Producto digerido. Carril 3: Producto sin digerir. b) Digestién con las
enzimas Ndel y Sacl. Carril 1: Marcador de peso molecular Hind IIl. Carril 2 y 3: Producto digerido.
Carril 4: Producto sin digerir.

Se logré la digestion del vector pET-32a(+) y del vector pET-28b(+) con las

enzimas Ndel y Sacl como se puede ver en la Figura 8.
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Figura 8. Productos de digestion del vector pET-32a(+) y pET-28b(+) con las enzimas Sacl y Ndel
en la electroforesis en gel de agarosa al 0,7% por 60 min a 60 V a) pET-32a(+)Carril 1: Marcador de
peso molecular Hind Ill. Carril 2, 3 y 4: Producto digerido. b) pET-28b(+) Carril 1: Marcador de peso
molecular. Carril 2: Producto digerido.

23130 pb
23130 p bCirculo mellado

Se logré estandarizar el protocolo de ligacion de PirA-pGEM-t easy con el
vector de expresion pET-32a(+) y pET-28b(+), los datos se plasman en el Cuadro
11.

Cuadro 11. Datos de la estandarizacién del protocolo de ligacién del producto de PirA-pGEM-T easy
con los plasmidos de expresion pET-28b(+) y pET-32a(+).

. Rela_cnon 31
inserto:vector
Cantidad de vector
75
(ng)
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4.2. TRANSFORMACION DE LA BACTERIA E. COLI CON EL PLASMIDO
DE EXPRESION PIRA- PET-28B(+)

En la Figura 9 se muestran los resultados de la transformacion de las
bacterias E.coli JM109 con el plasmido PirA-pET-28b(+), cuyo medio es agar LB
con kanamicina.

Figura 9. Resultados de la transformacién de las bacterias E. coli IM109 con el plasmido PirA-pET-
28b(+) en agar LB mas kanamicina.

4.3. AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL GEN DE LA TOXINA
PIRA PARA COMPROBAR SU PRESENCIA

4.3.1. Amplificacion y secuenciacion del gen de la toxina PirA de Vibrio

parahaemolyticus.

Los resultados de la digestion con las enzimas Xhol y Ncol de las colonias 3
y 5 que se creia que poseen el plasmido PirA-pET-32a(+) se muestran en la
electroforesis en gel de agarosa de la Figura 10. Se logra confirmar que las colonias
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3y 5 solamente tenian el plasmido pGEM-T easy que contenia la secuencia del gen
PirA.

Figura 10. Productos de digestién del vector que se creia era pET-32a(+) que contiene la secuencia
de PirA con las enzimas Xhol y Ncol en la electroforesis en gel de agarosa al 0,7% por 60 min a 60
V Carril 1: Marcador de peso molecular Hind Ill. Carril 2: Producto digerido colonia 3. Carril 3:
Producto digerido colonia 5.

23130 p
9416 p
6557 pb
4361 pb—
3348 pb

2322 pb
2027 pb

564 pb—

La electroforesis en gel de agarosa que se puede ver en la Figura 11,
corresponde a los productos de la PCR convencional de 20 colonias analizadas de
la placa de E.coli JM109 transformada con el pldsmido de expresién PirA-pET-
28b(+). Se observa una unica colonia positiva (colonia 9). Cabe mencionar que en
total se analizaron 50 colonias con PCR convencional para PirA de la placa de E.coli

JM109 transformada con el plasmido de expresion PirA-pET-28b(+).
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Figura 11. Productos de PCR convencional para el escaneo de 20 colonias de la placa con E. coli
JM109 transformada con el plasmido de expresién PirA-pET-28b(+) en una electroforesis en gel de
agarosa al 2% por 40 min a 90 V. Carril 1 y 17: Marcador de peso molecular de 100 pb. Carril 16 y
24: Control positivo. Carril 2-15 y18-23: Colonias escaneadas en busqueda del plasmido de interés.

Carriles

Carriles

Los resultados de la secuenciacion del producto de PCR de la colonia que
resulté positiva (colonia 9) para el plasmido de expresion PirA-pET-28b(+) (Figura
11) fueron comparados con la base de datos del NCBI, los resultados se detallan
en el Cuadro 12 que incluye el gen, nombre del alineamiento y nimero de acceso
del GenBank, tamafio del fragmento secuenciado, y el porcentaje de identidad y

cobertura.
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Cuadro 12. Resultados de la secuenciacion del gen PirA de la colonia 9 de las bacterias JM109
transformadas con el plasmidoPirA-pET-28b(+) comparados con la base de datos del NCBI.

'I;?;n?rr‘]gn(zgl Porcentaje (%) Nombre del N° de
Gen seCL?enciado alineamiento del acceso
(pb) Identidad | Cobertura GenBank GenBank
Vibrio
parahaemolyticus
) isolate AHPND- | MN48042
PIrA 281 99,63 96 PirA-KK-VIET1 7.1
PirA(PirA) gene,
partial cds

4.3.2. Extraccion de ADN de bacterias E. coli en caldo de cultivo LB méas

kanamicina

En la Figura 12 se puede observar el cultivo, en agar LB con kanamicina, de
las 20 colonias analizadas, correspondientes a bacterias JM109 transformadas con
el plasmido PirA-pET-28b(+), dentro de las cuales se encuentra la colonia 9 que
resultd positiva para la secuencia del gen PirA mediante PCR convencional (Figura
11).



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN480427.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=MEZ4D9D5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN480427.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=MEZ4D9D5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN480427.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=MEZ4D9D5013
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Figura 12. Cultivo de las 20 colonias analizadas E. coli JIM109 transformadas con el vector PirA-
PET-28b(+), dentro de las cuales se encuentra la colonia 9 que resultd positiva mediante PCR

convencional.

Al ADN extraido del caldo de cultivo con la colonia 9 se le verificé la cantidad

y calidad. Los resultados se muestran en el Cuadro 13, donde se incluye las

relaciones de purezay la concentracidon medida en fluorimetro y espectrofotémetro.

Cuadro 13. Resultados de la verificacién de la cantidad y calidad del ADN extraido del caldo LB més
kanamicina e inoculado con la colonia 9 de las bacterias E. coli IM109 transformadas con el vector

PirA-pET-28b(+).

Concentracién (ng/uL)

Relaciones de
pureza (nm)

Extraccion | £1yorometria Espectrofotometria [ a260/ | A260/
A280 | A230

1 54,5 79,9 1,81 1,78

2 51,3 99,5 1,78 1,55

3 40,2 61,7 1,81 1,77

4 47,5 94,2 1,81 1,77
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Asimismo, los resultados de la electroforesis en gel de agarosa para
confirmar la presencia del plasmido de expresion PirA-pET-28b en las extracciones
de la colonia 9 se pueden ver en la Figura 13.

Figura 13. Extracciones de la colonia 9 E. coli IM109 transformada con el vector PirA-pET-28b(+),
en la electroforesis en gel de agarosa al 2% por 40 min a 90 V. Carril 1; Extraccion 1. Carril 2;
Extraccién 2. Carril 3: Extraccion 3. Carril 4: Extraccion 4. Carril 5: Marcador de peso molecular Hind
Il
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5. DISCUSION

5.1. ESTANDARIZACION DE LA METODOLOGIA PARA CREAR LOS
DOS VECTORES DE EXPRESION CON LOS GENES DE LA
TOXINA PIRA Y LA PROTEINA OMPK DE VIBRIO
PARAHAEMOLYTICUS.

Se confirma que los protocolos de PCR fueron optimizados, al observarse en
la electroforesis los productos de PCR con los tamafios esperados, 333 pb para PirA
y 776 pb para Ompk (Cuadro 5y 6). Ademas, esto se corrobora al secuenciar estos
productos y obtenerse un porcentaje de identidad y cobertura del 100% (Cuadro 7).

En el gel de agarosa de los productos de PCR para la amplificacion del gen
de la proteina Ompk se observan dimeros de cebadores, los cuales se definen como
pequefios amplicones posiblemente generados por la polimerasa al existir
complementariedad en el extremo 3’ de los cebadores, que induce a que ambos se
traslapen y sirvan de templados e iniciadores (Figura 3) (Bolivar et al., 2014). Estos
dimeros de cebadores podrian interferir en los analisis posteriores.

Sin embargo, al momento de purificar los productos de PCR del gel se elimina
esta interferencia, pues al cortar el gel de agarosa se toma solamente el ADN de
interés y los productos de PCR purificados quedan libre de posibles inhibidores,
primers o desoxinucleoétidos trifosfatos (ANTPs por sus siglas en inglés) lo cual
ayuda también a la calidad de la reaccion de secuenciacion (Genomica Médica,
2015).

Otro aspecto que se debe de tomar en cuenta en el momento de realizar la
limpieza de los productos de PCR del gel de agarosa es la concentracion final
obtenida, puesto que se necesita al menos 70 ng/puL de ADN aproximadamente para

llevar a cabo el corte con enzimas de restriccion. La concentracion de ADN obtenida
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va a depender fundamentalmente del proceso de corte, se debe agregar la mayor
cantidad de pocillos, pero se elimina el exceso de gel de agarosa, de modo que, se
tome la mayor cantidad de bandas, pero sin incrementar en demasia la masa final.

En el caso del protocolo de la PCR para la secuencia del gen de la proteina
Ompk, se obtuvieron resultados de PCR insatisfactorios pues no se lograba obtener
la concentracibn adecuada del producto de PCR limpio con las muestras
disponibles. Este resultado pudo deberse a los cebadores para la secuencia del gen
de la proteina Ompk que poseen los sitios de restriccion de las enzimas BamHI y
Hindlll, lo cual permite la digestion directa del producto de la PCR y se evita una
transformacién previa. Aun asi, un numero sustancial de nucleétidos en el extremo
de la hebra del cebador no coincide con la secuencia diana y forma un saliente que
dificulta la union entre el primer y la plantilla de ADN (Hou, 2002).

Otra posible razon por la cual no se pudo alcanzar la concentracion adecuada
podria ser por el tamafio del producto (776 pb). Si el ADN plantilla presenta
degradacion, el propio ADN molde esta compuesto Unicamente por fragmentos
pequefios al estar degradado y por tanto es mas dificil la amplificacion de productos
de PCR de alto peso molecular (Golenberg et al., 1996).

Como ultima medida, se prob6 el utilizar un producto de PCR como plantilla
en lugar de ADN gendmico, pero ocasiono la formacién de productos inespecificos
(Figura 4), es decir, no se logro amplificar adecuadamente la secuencia del gen de
la proteina Ompk y por ende no se contaba con suficiente material para continuar
con la etapa siguiente.

Por otra parte, en el proceso de insercién de la secuencia de interés en el
plasmido de clonacién (pGem-T-easy), se empled el cribado azul-blanco por ser
simple y visual (Sadeghi et al., 2017). Este fendmeno ocurre gracias al operon lac
gue esta compuesto por tres genes estructurales: a) El gen lacZ que codifica la
enzima [B-galactosidasa que hidroliza la lactosa en glucosa y galactosa. b) El gen
lacY que codifica la B-galactosido permeasa involucrada en el transporte de la
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lactosa. c) El gen lacA que codifica B-galactosido acetilasa cuya funcion es
desconocida (Méndez, 1978).

Segun la literatura, el hospedador debe ser una cepa de E. coli a la que le
faltan aminoacidos en el extremo amino de la B-galactosidasa, la cual es la enzima
responsable de la formacion de un color azul ante la presencia del sustrato X-gal
(Sadeghi et al., 2017). Especificamente la B-galactosidasa cataliza la hidrélisis del
sustrato sintético X-gal, esta reaccion produce galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-
hidroxiindol que sufre dimerizaciébn y oxidacion espontaneas para formar un
pigmento de color azul (Julin, 2018).

El gen de interés se inserta en un sitio de clonacion multiple que se encuentra
dentro de la secuencia codificante del péptido a, que corresponde a los amino&cidos
faltantes del extremo amino de la (B-galactosidasa; por tanto, el péptido a se
interrumpe y resulta en colonias blancas (Sadeghi et al., 2017; Sherwood, 2003). Es
decir, el crecimiento de la bacteria en el medio que contiene el X-gal da como
resultado colonias azules que indican el transporte del vector solo, como es el caso
del control negativo, o colonias blancas que sefialan la aceptacion del vector con
ADN insertado, como el control positivo y las réplicas 1 y 2 (Figura 5) (Chaffin &
Rubens, 1998).

Ademas, el isopropiltiogalactésido conocido como IPTG se utilizé en el medio
para realizar la transformacion bacteriana porque es un analogo de galactosa que
se une a la proteina represora lac, lo cual altera su conformaciéon para que sea
incapaz de unirse al operador lac e induce asi la transcripcion del operdon lac (Green
& Sambrook, 2019).

Respecto a la cantidad y calidad del ADN extraido de las bacterias
transformadas con el plasmido PirA-pGEM-T easy, se obtuvo que las
concentraciones de las eluciones dos son muy bajas en comparacién con las
eluciones uno. También las relaciones A260/A280 y A260/A230 muestran que las

eluciones uno poseen una pureza optima mientras que las eluciones dos tienen
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presencia de contaminantes (Cuadro 10). Por ende, se recomienda realizar una sola
elucién en futuras extracciones.

Respecto a la comprobacién de la insercién del gen PirA (333 pb) en el
plasmido de clonacion pGEM-T easy (3015 pb), se logré confirmar que el plasmido
PirA-pGem-T easy tenia un tamafo aproximado de 3348 pb al obtenerse un
fragmento de 392 pb aproximadamente que contiene el producto de PCR de interés,
y otro fragmento de 2956 pb aproximadamente que seria el cuerpo del plasmido
(Figura 7.a).

Por otro lado, la reaccion de digestion realizada para liberar el inserto de
interés del plasmido de clonacion fue exitosa al encontrarse diferencias entre el
producto no digerido y el producto digerido. Ademas, los productos digeridos poseen
el tamafio de 3336 pb, aproximadamente, producto del plasmido pGEM-T easy mas
la secuencia del gen PirA (Figura 7.b)

Por ultimo, el resultado de la digestién del vector pET-28b(+),se encuentra
dentro del tamafio esperado (5321pb) y el segundo fragmento al ser tan pequefio
(47 pb) en comparacion con el anterior no se observa en el gel. También, se nota la
presencia de un ADN no esperado que puede ser ADN de circulo mellado (Figura
8), la forma de migracién mas lenta de un plasmido en un gel de agarosa y que se
forma cuando se corta una hebra de la hélice del ADN y relajan la tension
superhelicoidal (Tirabassi, 2021).

Se logro crear el vector de expresion pET-28b(+) que contiene la secuencia
de PirA, lo cual significa que se puede utilizar este para la etapa posterior que

corresponde a la transformacién bacteriana.
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5.2. TRANSFORMACION DE LA BACTERIA ESCHERICHIA COLI CON
LOS PLASMIDOS DE EXPRESION PORTADORES DEL GEN DE LA
TOXINA PIRA

La seleccion de las bacterias E. coli transformadas con el plasmido de
expresion PirA-pET-28b(+) se realizé mediante el crecimiento en placas de agar con
el antibidtico kanamicina, pues el vector presenta el gen kanr que les otorga
resistencia a este antibi6tico.

En esta investigacion se propuso inicialmente transformar E. coli BL21(DE3)
con el plasmido de expresion construido. La literatura indica que las cepas
BL21(DE3) quimicamente competentes contienen el gen de la ARN polimerasa del
fago T7 unido al promotor inducible por IPTG y que es posible utilizarlo con cualquier
plasmido de expresion que contenga el promotor T7 (Sigma-Aldrich, 2022).

El pldsmido pET-28b(+) y el pET-32a(+) son plasmidos utilizado para la
expresion proteica y necesita que se les proporcione la fuente de polimerasa de
ARN T7 por parte de la célula huésped (Novagen, 1999), la cual es una enzima
monomerica que no requiere factores de transcripcion auxiliares para su actividad
(Arnaud-Barbe et al., 1998). Ademas, posee una especificidad extremadamente alta
para sus secuencias promotoras afines, de modo que, sélo el ADN de T7 o el ADN
clonado aguas abajo de un promotor de T7 puede servir como molde para la sintesis
de ARN (Promega, 2022).

Otro beneficio de la ARN polimerasa T7 es su selectividad y actividad, debido
a que casi todos los recursos de la célula se convierten en la expresion del gen
objetivo, propiamente el producto deseado y puede comprender mas del 50% de la
proteina celular total unas pocas horas después de la induccién (Novagen, 1999).

Las células BL21(DE3) se escogieron para esta investigacion por las
caracteristicas ya mencionadas, sin embargo, no fue posible transformarlas

probablemente porque perdieron su competencia.
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Para corroborar esta posibilidad se realizaron varias pruebas, primero las
células BL21(DE3) se sometieron al proceso de transformacion utilizando el
plasmido PirA-pGem-T easy y no fue posible. Adicionalmente, dos controles
positivos fueron empleados. En el primer control se transformaron las cepas E. coli
JM109 con el plasmido PirA-pGem-T easy Yy se obtuvieron resultados satisfactorios;
es decir, un abundante crecimiento bacteriano (Anexo 1). Para el segundo control
se trasformaron las mismas células BL21 (DE3) con un control positivo (pUC19), un
plasmido superenrrollado provisto por el kit y se siguieron todas las indicaciones del
fabricante, pero no se obtuvo crecimiento en las placas lo que sefiala que las
bacterias no aceptaron el plasmido (Anexo 1).

Ilgualmente, se realizd un control negativo; o sea, se sometieron las células
BL21 (DE3) a todo el proceso de transformacion, incluyendo la adicion del plasmido,
pero se inocularon en placas de agar LB sin ampicilina y se observd un gran
crecimiento (Anexo 1).

Lo anterior puede deberse a que las células bacterianas perdieran la
competencia: en otras palabras, no pueden absorber ADN extrafio porque la
membrana celular y la pared celular son impermeables (Kroemer, 2022).

La competencia se ve influida por el estado de crecimiento, la concentracion
de ADN y la composicion del medio (Chaves & Ordofiez, 2016). Se considera que
la concentracion de ADN y la composicion del medio es el correcto al crecer las
bacterias BL21(DE3) del control negativo y al crecer las E. coli IM109 (Anexo 1).

El estado de crecimiento es el factor que podria estar afectando la
transformacioén bacteriana; es decir, puede ser que las células no se encontraran en
la fase exponencial del ciclo de vida, la cual se considera la mejor etapa para la
preparacion de E. coli quimicamente competentes (Serrano-Rivero et al., 2013) vy,
por ende, no adquirieron los vectores.

El fabricante de las células BL21(DE3) Sigma-Aldrich garantiza la
competencia de las células hasta un aflo después de haber sido adquiridas, sin

embargo, debido a los atrasos generados en el proyecto por la limitacion en el uso
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del laboratorio, causados por la pandemia del COVID-19, las células cumplieron el
periodo de garantia y no se pudieron utilizar previo.

A pesar de estos resultados, la literatura recomienda que se debe realizar
una transformacion inicial en cepas que carezcan del gen de la ARN polimerasa T7,
como las cepas JM109, esto permite recuperar el plasmido con una alta cantidad y
estabilidad para analisis de su secuencia o0 como una fuente estable del plasmido si
en pasos posteriores se presentara algun inconveniente (Novagen, 1999). Por lo
tanto, transformar en las células JM109 con el plasmido de expresion construido
PirA-pET-28b(+) fue la mejor opcidn, pues para las investigaciones que se quieren
llevar a cabo en futuros proyectos se requerird una fuente de células que sea estable
y que puede producir eficientemente el plasmido de interés, caracteristicas que no
poseen las células BL21 (DE3).

5.3. AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL GEN DE LA TOXINA PIR
A PARA COMPROBAR SU PRESENCIA.

La PCR de colonia tiene como objetivo determinar si las colonias bacterianas
transformadas portan el gen de interés (AMGEN FOUNDATION, 2019). Cuando se
realizo la primera PCR de colonia producto de la transformacién del plasmido pET-
32a(+) con la posible secuencia del gen PirA, se obtuvo como resultado dos colonias
positivas (colonia 3 y 5) para la secuencia del gen PirA (Anexo 3), pero al utilizar
cebadores que sélo flanquean el inserto, dicho inserto no brinda informacion de si
se encuentra dentro del plasmido de clonacién (pGem-T-easy) o dentro del plasmido
de expresion (pET-32a(+)), en razén de que ambos comparten el mismo gen de
resistencia a la ampicilina.

Por ende, se procedio a digerir el ADN de ambas colonias. Sin embargo, se
determind que el plasmido que poseian era el pGEM-T easy con el inserto de PirA,
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porque es el tamafio que coincidié con los resultados obtenidos (3348 pb), es decir,
no se observaron los fragmentos esperados de 5399 pb y 345 pb del vector pET-
32a(+) con la secuencia de PirA (Figura 10).

Para poder corroborar que el inserto realmente se encuentra en el vector de
interés se recomienda realizar una PCR que contenga un cebador que flanquee un
sitio del plasmido y otro cebador que se una al inserto, de esta forma se confirma el
tamafio y la orientacion del inserto (Abi-Ghanem, 2017).

En la segunda ligacion realizada se seleccion6 un vector que tuviera el gen
de resistencia a un antibiético diferente a la ampicilina (el pET-28b(+)) para evitar
este tipo de confusiones, pues si la bacteria transformada crece en un medio con
kanamicina y es positiva para la secuencia del gen PirA, hay una alta probabilidad
que ese gen se encuentre en el vector de interés. Sin embargo, se recomienda para
futuros analisis corroborar la presencia del inserto de interés en el vector pET-28b(+)
utilizando un primer del plasmido y uno del inserto, proceso permitiria también
determinar la direccion del inserto como se mencioné previamente, necesario para
la correcta produccion del polipéptido maduro de la proteina PirA.

Un proceso que se recomienda es la desfosforilacion del vector parental,
dado que, al eliminarse un grupo fosfato de un extremo, el vector no puede ligarse
a si mismo, pero puede ligarse a un inserto con un grupo fosfato (Kaisermann et al.,
2020). En otras palabras, disminuye la frecuencia de vector recircularizado (Briones-
Martin del Campo, 2008).

En la primera ligacion que se realizé sin éxito (PirA-pET-32a(+)), se
desfosforil6 el vector parental como se recomienda pero no se tomé en cuenta que
los sitios de corte de las enzimas de restriccion en el plasmido PirA-pGEM-T easy,
estaban muy cercanos entre si (12 pb). Ademas, la purificacion de los productos de
digestién se realiz6 directamente del tubo que lo contenia y no del gel de agarosa
(con la meta de obtener una concentracion mayor luego de su limpieza). Estos dos

hechos pueden ser la razon por la cual el plasmido se volvié a unir entre si.
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Como solucion se desfosforild el plasmido PirA-pGEM-T easy en lugar del
vector pET-28b(+), el cual sustituyd al vector pET-32a(+) por otorgar resistencia a
la kanamicina. De modo que las bacterias que crecieron en el medio LB con
kanamicina eran so6lo aquellas capaces de poseer el plasmido pET-28b(+) (Figura
12). De ellas, solamente las colonias que resultaran positivas en la PCR para el gen
de PirA contenian el inserto de interés; tal fue el caso de la colonia 9 (Figura 11).

Ademas, se debi6 escanear un gran nimero de colonias para obtener una
Unica colonia con PirA- pET-28b(+), debido al ruido de fondo generado por colonias
sin el inserto de interés. La purificacion de los productos de digestién directamente
del tubo y no del gel pudo generar productos de ligacibn no deseados que
produjeron un gran namero de colonias transformadas sin el inserto pero que
contenian genes de resistencia y muy pocas colonias con el inserto de interés
(Checa-Rojas, 2018).

También, se debe tomar en cuenta los problemas de contaminacion en el
laboratorio ocasionados por inconvenientes en la infraestructura del mismo,
especificamente la caida de material sucio a través del cielo raso que se encuentra
en malas condiciones. Esto posiblemente afecto la concentracion obtenida del ADN
purificado al limpiar los productos en el gel, por consiguiente, es un aspecto
prioritario a mejorar o solucionar para futuras investigaciones.

Otra de las mejoras implementadas para PirA, fue enviar a secuenciar
productos de una PCR convencional en lugar de una PCR en tiempo real. Aunque
en esta prueba se ahorra mas tiempo, se recomienda utilizar fragmentos grandes
de al menos 150 pb porgue los mas pequefios, que se producen por lo general en
la técnica de qPCR, se pueden comportar como cebadores y son dificiles de
purificar con buen rendimiento (Laboratorio Secuenciacion IdiPAZ, 2017).

Se confirma que el plasmido pET-28b(+) contiene el gen PirA, al ser el
porcentaje de identidad de un 99,63 % y el de cobertura de la secuencia de interés
de un 96 % para la secuencia del gen PirA de la bacteria V. parahaemolyticus.
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Desde otra perspectiva, los acidos nucleicos absorben eficientemente luz
ultravioleta debido a la presencia de las bases aromaticas nitrogenadas o
nucledtidos. Por tanto, la espectrofotometria proporciona una estimacion simple y
precisa de la concentracion de ADN cuando se encuentra relativamente puro, es
decir, sin contaminacion significativa de proteinas o solventes organicos que
absorban a longitudes de onda similares (Villareal-Gomez et al., 2019).

Las concentraciones de las extracciones de ADN de las bacterias JM109 con
el pldsmido PirA- pET-28b(+) fueron mayores a 50 ng/uL que es el valor minimo
para que tengan validez las relaciones de absorbancias 260/280 y 260/230
empleadas para evaluar la pureza del ADN (Banco Nacional de ADN Carlos i,
2020).

Segun los criterios de validez de las relaciones de absorbancias 260/280 y
260/230, se consideran las extracciones de ADN un material adecuado para otros
trabajos en biologia molecular, al poseer en general una pureza aceptable para
A260/A280, aunque se indica la presencia de contaminantes para la A260/A230.

A pesar de que la concentracion del ADN también fue medida a través del
uso de un espectrofotometro de microvolumen, se recomienda utilizarlo sélo para
verificar la calidad del ADN, mediante la determinacion de las relaciones A260/A280
y A260/A230, en razén de que se conoce que la fluorometria es mucho mas sensible
y especifica que la espectrofotometria, al medir el haz de excitacion y el nivel de luz
fluorescente que emite la muestra cuando los fluoréforos se intercalan en los acidos
nucleicos del ADN. Por consiguiente, las proteinas y otros componentes celulares
no interfieren con la lectura (Murillo-Carrasco, 2017; Villareal-Gémez et al., 2019).

Ademas, se visualizo el plasmido en las extracciones de ADN de las bacterias
JM109 mediante la electroforesis en gel de agarosa, lo que confirma la presencia
del vector de interés PirA- pET-28b(+) en las mismas (Figura 13).

Las bacterias E. coli IM109 de la colonia 9 transformadas con el vector PirA-
pET-28b(+) fueron criopreservadas al ser trascendentales para futuras

investigaciones para desarrollar la vacuna de interés.
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La técnica de criopreservacion consiste en congelar células suspendidas en
un agente crioprotector a temperaturas de -80 °C (ultra-congelacion) para reducir el
metabolismo celular hasta el punto de practicamente anularlo. Esta técnica presenta
las ventajas reducir el riesgo de contaminacion, la posibilidad de ser aplicada a la
mayoria de los géneros microbianos y permite la mantencion de los
microorganismos a largo plazo (Ocares & Castro, 2020).

Cabe mencionar que los crioviales se colocaron a 4 °C por 3 h, a -20 °C por
24 h y después se congelaron a -80°C para almacenarlos a largo plazo, debido a
gue se recomienda dejar la suspension microbiana en contacto con el crioprotector
permeable durante un tiempo. para equilibrar los solutos intracelulares antes de la
congelacion (Hubalek, 2003).

El presente trabajo permitioé construir un vector de expresion con el gen de la
toxina PirA de Vibrio parahaemolyticus, que transformado en una cepa bacteriana
adecuada podria producir el polipéptido maduro de la proteina PirA, producto que
podria ser identificado, aislado y purificado para utilizarse como material de partida
en futuras investigaciones. Como por ejemplo para inmunizar una especie
adecuada capaz de generar anticuerpos que puedan emplearse para contrarrestar
la enfermedad AHPND (Lazarte et al., 2021) o anticuerpos que puedan ser utilizados
en la elaboracién de una técnica diagnostica de la enfermedad, alternativa a la PCR,
ya que las cepas bacterianas que contienen los genes de PirA y PirB no siempre

expresan la toxina binaria (Mai et al., 2020).
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CONCLUSIONES

e Se estandariz6 la metodologia para crear el vector de expresion con el gen
de la toxina PirA de Vibrio parahaemolyticus, desde la amplificacion de su
secuencia hasta la digestion y ligacion de la misma con el plasmido pET-28b(+).
e Respecto al gen de la proteina Ompk, se estandarizo el protocolo para la
amplificacion del mismo mediante PCR convencional, aunque no se logro la
purificacion del producto de PCR debido a las dificultades para lograr obtener
una concentracion adecuada que permitiera continuar con los andlisis.

e Se transformaron exitosamente las bacterias Escherichia coli JIM109 en una
cepa productora del vector construido, mas no poseen la capacidad de elaborar
la toxina PirA por la falta de la T7 ARN polimerasa.

e Se detecto la presencia de la secuencia del gen de la toxina PirA a través de
la amplificacion,secuenciacion y digestion con enzimas de restriccion esto
confirma que las células de Escherichia coli IM109 adquirieron el plasmido
construido.

e Se cuenta con un plasmido de expresion que contiene la secuencia de interés
para producir el polipéptido maduro de la proteina PirA en células apropiadas.
El polipéptido maduro de la proteina PirA podria utilizarse como material de
partida en futuras investigaciones orientadas al control y diagnostico de la
enfermedad AHPND.
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RECOMENDACIONES

e Purificar los productos de las digestiones con enzimas de restriccion
utilizando el procedimiento para limpieza en el gel de agarosa y no el
procedimiento para limpieza en el tubo directamente, con el fin de eliminar el
ruido de fondo de colonias sin el inserto de interés.

e Realizar controles negativos y positivos en las transformaciones, puesto que
brindan claridad sobre los problemas que pueden ocurrir en el proceso.

e Realizar la PCR con cebadores que flanqueen tanto secuencias del plasmido
como del inserto de interés en los procesos en los cuales se empleen dos
plasmidos que otorguen resistencia a un mismo antibiético. Otra opcion es
digerir el ADN de las colonias positivas en PCR, mediante el uso de enzimas
de restriccion, para confirmar con el tamafio de los productos de digestion
que poseen el pldsmido con el inserto de interés.

e Usar vectores que otorguen resistencia a antibioticos diferentes, de modo
que, si crecen las bacterias en el medio y si la PCR es positiva es muy
probable que se tenga el inserto dentro de plasmido de interés.

e Para reducir los problemas en la amplificacion de la Ompk, es recomendable
utilizar primers que no posean los sitios de restriccion de las enzimas, de
forma que la secuencia de nucleétidos coincida en su totalidad con el ADN
plantilla.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Resultados de la transformacion de las bacterias E. coli BL21 con el plasmido que se creia
era PirA-pET-32a(+) pero en realidad era pGEM-T easy que contiene la secuencia del gen PirA. a)
Cultivo que contiene el gen PirA. b) Control negativo (LB sin ampicilina) ¢) Control positivo (pucl19).
d) Control positivo (bacterias E. coli JIM109 que contienen el gen PirA).
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Anexo 2. Reacciones quimicas para la formacion del color azul con el sustrato X-Gal y la B-
galactosidasa. Tomado de Julin (2018).
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Anexo 3. Graficos de amplificacion de las colonias positivas para la secuencia de PirA mediante
gPCR de las bacterias E. coli IM109 transformadas supuestamente con el plasmido pET-32a(+).(+)
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