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. DISENO Y CONSTRUCCION DE UNA CEPADEBacillus subtilis

GENETICAMENTE MODIFICADA PARA DESPLEGAR SOBRE SU ESPORA
MOLECULASBIOACTIVAS.

Resumen aprobado por:

DR J OLMOWSOTO

B. subtilis ha sido usada exitosamente como huésped para la produccién y secrecién de
proteinas recombinantes. Con base en los ya reportados sistemas de despliegue en la
superficie de esporas de B. subtilis destacados por suresistencia, estabilidad, simple y
econémica produccién, rapido crecimiento, sencillos requerimientos nutricionales y
secrecién eficiente de grandes cantidades de proteinas, se ha elegido para usarla como

plataforma de expresién de proteinas de la envoltura externa del Virus de la Mancha
Blanca.

El Virus de la Mancha Blanca (WSSV)es un patdgeno viral que causa hasta el 100 % de
mortalidad en camarones de cultivo resultando en grandes pérdidas econdmicas en la
industria camaronicola por lo que hace deseable el desarrollo de vacunas en contra de este

virus. Se ha reportado estimulacién y protecién en camarones contra WSSV sugiriendo que
pudiera existir una respuesta inmune adaptativa en estos organismos.

En este trabajo se integré en el genoma de Bacillus subtilis el gene fusidn cvp26 para

expresar una proteina de fusidn sobre la superficie de la espora de Bacillus subtilis usando

comoproteina portadora a CotC propia de la capa externade la espora bacteriana fusionada
con VP26, que es una de las proteinas estructurales mas abundantes de la envoltura del
Virus de la Mancha Blanca.

Palabras Clave: B. subtilis, Proteinas de la espora, WSSV,Proteinas de la envoltura.
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ABSTRACTofthe thesis presented by Abigail Valdez Castillo as a partial requirement to obtain

the MASTER OF SCIENCEdegree with orientation in MARINE BIOTECHNOLOGY.Ensenada,
Baja California, México. August 2008.

DESIGN AND CONSTRUCTION OF GENETICALLY MODIFIED Bacillus subtilis

STRAIN TO DISPLAY BIOACTIVE MOLECULES ONITS SPORE COAT.

B. subtilis has been successfully used like host of recombinant proteins production and
secretion. In base in the spore surface display sistems already reported stand out for the
stability, resistance, simple and economic production, fast growth rates, simple nutricional

requirements and efficient proteins secretion has been choosen to use it like a surface
exposed WSSV mayorvirion envelope proteins, genetically fused to spore coat proteins.

White Spot Syndrome Virus (WSSV)is a viral pathogen that cause over 100% mortality
rates in shrimp farming resulting in heavy economic losses to the shrimp aquaculture
industry so the development of vaccines against WSSV would be desirable.

Immunostimulation and vaccination of shrimp have been reported suggesting that some sort
of adaptative immuneresponse couldexist in shrimp.

Tn this work we integrated a fusion gene, vp26, in the B. subtilis genome to express a fusion
protein on the B. subtilis spore coat surface using CotC as a fusion partner and as a
passenger protein VP26that is one of the mayorstructural proteins expressed in the virion

envelope (WSSY).

Keywords:B. subtilis, Spore coat proteins, WSSV, Envelopeproteins.
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I. INTRODUCCION

 

La presentacién de proteinas heterdlogas en una forma activa es una tarea

importante con potenciales aplicaciones en una variedad de campos como hasido el

desarrollo de vacunas eficientes para el tratamiento de infecciones microbianas,

desarrollandose sistemas de despliegue expresando polipéptidos heterdlogos sobre la

superficie celular.

En bacterias Gram (-) varias proteinas de superficie han sido usadas como fusiones

para la expresién de antigenos bacteriales y virales e inducir respuesta de anticuerpos

especificos en animales inmunizadoscon la bacteria recombinante. Varias bacterias Gram

(+) han sido usadas para la expresién de proteinas heterdlogas, principalmente

determinantes antigénicos para la inducciédn de respuesta de anticuerpos en animales

(Isticato, 2001).

Entre las especies de Bacillus, Bacillus subtilis ha llamadola atencion no solamente

por su seguridad al ser considerada un organismo GRAS, Generally Recognized as Safe,

(Westers, et al, 2004), sino también porque existe amplia disponibilidad de herramientas y

datos gendmicos, sus sistemas de expresién estan bien establecidos y se tiene un detallado

conocimiento de la estructura de su espora (Olmos, 2003).

B. subtilis ha sido usada como huésped para la produccién de proteinas heterdlogas

(Lam, 1998), y la secrecién de proteinas recombinantes ha sido desarrollada y usada

exitosamente (Pero, 1993). Se han reportado sistemas de despliegue en superficie basados

en el uso de esporasbacterianas de B. subtilis (Isticato, 2001).

La espora es un atractivo vector de moléculas biolégicamente activas al presentar

ventajas potenciales, como su alta resistencia y estabilidad, su simple y econdmica



producci6én, rapido crecimiento y una secrecidn eficiente de grandes cantidades de proteinas

(Driks, 1999; Henriques, 2000).

Es usada como aditivo alimenticio y tratamiento de desordenes gastrointestinales

(Green, 1999; Hoa, 2000).

El Virus de la Mancha Blanca (WSSV)es un patégeno viral que causa hasta el 100 %

de mortalidad en camarones de cultivo resultando en grandes pérdidas econémicas en la

industria camaronicola (Lightner, 1996).

Se ha reportado estimulacién y proteccién en camarones contra WSSV (Venegas,

2000; Wu, 2002) sugiriendo que pudiera existir una respuesta inmune adaptativa en estos

organismos (Kurtz, 2003; Witteveldt, 2004), por lo que hace deseable el desarrollo de

vacunas en contra de este virus.

Eneste trabajo se espera construir una cepa de Bacillus subtilis que pueda expresar

una proteina de fusién sobre la superficie de su espora, usando como proteina portadora a

CotC y como proteina pasajero a VP26, que es una de las proteinas estructurales mas

abundantes expresadas en la envoltura del Virus de la Mancha Blanca (Xuhua, 2007).



Ul. ANTECEDENTES

 

Il.1 Bacillus subtilis.

Algunas especies de Bacillus, particularmente cepas de B. subtilis, han sido

empleadas en la produccion de antigenos heterdlogos debido a la disponibilidad de varios

sistemas de expresién bien establecidos y a la habilidad para secretar proteinas

recombinantes en el medio de cultivo. A pesar de estas caracteristicas atractivas sdlo un

numero pequefio de grupos de investigacién han trabajado consistentemente con cepas

recombinantes de B. subtilis como hiesped para la expresién de antigenos con aplicaciones

potenciales como vacunas(Ferreira, 2005).

 

Figura 1. (a,b) Bacillus subtilis, bacteria Gram (+) en formade baston. (c) Esporulacién en

B. subtilis.
Fuente: http://espanol.istockphoto.com.

Bacillus subtilis es la mejor caracterizada de las bacterias Gram (+), su genoma

consta de 4, 214,810 pb (Kunst, et al., 1997). Es aerobia con forma de baston (fig. 1 a, b) y

en condiciones adversas esporula (fig. 1c), comtinmente se encuentra en el suelo, agua y en

asociacion con plantas. Es una fuente importante de enzimas industriales como amilasas y

proteasas. Hasido usada para estudios de secrecién de proteinas y para el desarrollo, como

hospedero, de produccién de proteinas heterdlogas (Isticato, 2001).



Bajo condiciones de inanicién B. subtilis cesa su crecimiento e inicia reacciones de

restauracién modificando su metabolismo. Esta respuesta incluye la induccién de motilidad

y quimiotaxis, asi como la produccién de hidrolasas (proteasas y carbohidrasas) y

antibidticos. Si esta respuesta fracasa en restablecer el crecimiento las células son inducidas

a formar endosporasresistentes a quimicos, irradiacién y desecacién (Nicholson, 2000).

La primera indicacién morfolégica de esporulacién involucra una perturbacién del

ciclo celular normal, se divide la célula en una pequefia espora y una larga célula madre

cada una con una copia entera del cromosoma. Posteriormente se presenta la muerte

programada (apoptosis) de la célula madre y liberacién de la espora madura (Kunst, et al,

1997).

II.2 Estructura de la Espora.

La estructura de la espora es mucho mas compleja que la de la célula vegetativa al

poseer multiples capas. La capa mas externa es el exosporium, una fina y delicada cubierta

de naturaleza proteica. Por dentro de esta se localizan las cubiertas de la espora que se

componen de capas de proteina. Bajo la cubierta de la espora se encuentra el cértex

(corteza) que no es mas que una capa de peptidoglicano con uniones laxas, y por dentro del

cértex esta el nucleo o protoplasto de la espora(fig. 2).

ee Capa Externa

  

  

Capa Interna

Corteza

» Protoplasto

Figura 2. Espora de B. subtilis

formada de una_ estructura
protéica organizada en capa

externa e interna, una corteza
y protoplasto (Driks, 1999).



II.3 Formacién de la endospora.

Durante la formacién de la endospora, una célula vegetativa se convierte en una

estructura termorresistente. La esporulacién implica una serie muy compleja de eventos en

la diferenciacion celular. La esporulacién bacteriana no se produce durante el crecimiento

exponencial de las células, sino tnicamente al cesar el crecimiento como consecuencia del

gasto de los nutrientes esenciales. De ahi que las células de Bacillus, cesen su crecimiento

vegetativo y empiecen a esporular cuando se limita la disponibilidad de un nutriente

esencial como el carbono o el nitrégeno. El paso del crecimiento vegetativo a la

esporulacién se basa en muchos cambios en la expresién de los genes de la célula. En la

figura 3 se muestran los cambiosestructurales que acontecenen las células de Bacillus que

esporulan.

 

 
Figura 3. Fases del proceso de esporulacién en B.
subtilis.
Fuente: es.geocities.com/joakinicu/apartado31.htm

En Bacillus subtilis se ha estudiado en detalle la esporulacion, un proceso que dura de

5-8h. Los estudios genéticos de mutantes de Bacillus, cada uno de los cuales presenta un

bloqueo en unade las fases de la esporulacion, han puesto de manifiesto la implicacién de

200 genes en el proceso de esporulacion. La esporulacion requiere el cese de la sintesis de

algunas proteinas implicadas en funciones vegetativas de la célula y la fabricacién de

proteinas especificas de la espora. Esto se lleva a cabo mediante la activacién de distintos

genes especificos de esporas incluyendo spo, ssp (Driks, 1999) y muchos otros genes en



respuesta a estimulos del entorno para el inicio de la esporulacién. Las proteinas

codificadas por estos genes catalizan la serie de eventos que transforman a una célula

vegetativa hidratada y metabdlicamente activa en una endospora deshidratada y

metabdlicamente inerte, aunque muyresistente.

IL.4 Morfologia de la Espora de Bacillus.

Las esporas son formas de vida inactivas que pueden sobrevivir indefinidamente en

estado de desecacién y permanecer intactas por millones de afios. Pueden resistir

temperaturas tan altas como 90 °C asi como a la exposicién de quimicos nocivos

(Nicholson, 2000). La mayoria de las bacterias que forman esporas pertenecen a dos

géneros principales Bacillus y Clostridium, éste ultimo a diferencia de Bacillus sdlo se

presenta bajo condiciones anaerdbicas, siendo Bacillus el género mas favorable para

estudio.

Las especies de Bacillus producen una espora o endospora dentro de la célula

bacteriana por un proceso de diferenciacién requiriendo la accién coordinada de cientos de

genes en desarrollo. Las esporas maduras tienen una longitud de 0.8 — 1.2 tum con forma

esférica o eliptica. El cromosomabacterial se condensa en el centro de la espora conocido

como nucleo rodeado de capas de membranaslipidicas y peptidoglucanos modificados,

pero la estructura mas importante es la envoltura de la espora, flexible y con capacidad de

expanderse y contraerse otorgandoa la esporaresistencia a solventes organicosy lisozima

(Venkata, 2003),fig. 4.



 

Figura 4. Espora de Bacillus subtilis. Formas de vida inactiva que

permiten la sobrevivencia en ambientes desfavorables, altamente
resistentes a la desecacion, radiacion y calor, manteniendo un estado

metabdlico basal. OC, Capa externa; IC, Capa interna; Cx, Cértex

(Driks, 1999).

IL.5 Proteinas de la Envoltura de la Espora deB. subtilis.

La envoltura de las esporas de B. subtilis estan cubiertas de un grupo heterogéneo

de mas de 25 polipéptidos arreglados en tres capas estructurales: una envoltura interna

difusa, una capa laminada interna y una envoltura externa gruesa electro-densa, esta ultima

presenta 5 proteinas principales CotA (65kDa), CotB (59 kDa), CotG (24kDa), CotC

(11kDa) y CotF (8kDa), Driks, 1999.

Varios genes estructurales de las proteinas cot han sido identificados. La expresién

de todos los genes cot esta gobernada por una cascada de cuatro factores de transcripcion,

actuando especificamente en el compartimento de la célula madre del esporangio,fig. 5,

(Driks, 1999; Isticato, ef al., 2004).

Experimentos de mapeo genético demostraron que cotA, cotB, cotC y cotD estaban

localizados a 52, 290, 168 y 200 grados, respectivamente en el cromosoma de B. subtilis

(Donovan etal., 1987).



Zheng y colaboradores en 1990 reportaron quela transcripcién de genes cotB, cotC

y cotD esta gobernada por un unico promotor y que la transcripcién del gen cotE esta

gobernada por una cadena de promotores designados como P1 y P2. Asi mismo que los

genes designados como cotB al cotE codifican para polipéptidos de 59, 12, 11 y 24 kDa,

respectivamente.
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cote cole cota cotB
spolVA cotD cotC
spoViD cotF cotG
cotd cotH cotS

cotM cotV
cotT cotw
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Figura 5. Factores de transcripcién que dirigen la

expresion genética de la célula madre, se muestran
en el interior del compartimento celular. Debajo de

cada célula estan los genes que se activan para la
expresion de proteinas de la envoltura (Driks, 1999).

II.6 Sistema de Despliegue de Proteinas Recombinantes.

Algunas proteinas con alta actividad antigénica o farmacoldgica, expresadas en un

huésped apropiado, han sido usadas para el desarrollo de nuevas vacunas y drogas. Estas

proteinas recombinantes sobre la superficie celular se obtienen partir de fusiones de genes

usando secuencias de dominios de anclaje de membrana de proteinas superficiales (Lee,

2003).

Cada sistema de despliegue en superficie involucra por lo menos dos componentes:

una proteina portadora anclada sobre la superficie celular y una proteina pasajero expuesta

por fuera de la célula (Fig. 6). Varias caracteristicas de las proteinas portadoras pueden

afectar la eficiencia del despliegue en superficie y tienen diferentes efectos en la estabilidad

e integridad de la célula huésped. Una proteina portadora debe poseer un péptido sefial



eficiente para permitir que la proteina fusién vaya por la membrana interna, un motivo de

anclaje fuerte para evitar que se desprenda de la superficie y ser resistente a proteasas

presentes en el medio extracelular o en el espacio periplasmico (Ricca y Cutting, 2003).

Proteina Portadora Proteina Pasajero
CotB 26

Protoplasto o Niicleo

 

Figura 6. Despliegue en superficie de espora usando proteinas de

la envoltura. La espora de B. subtilis esta compuesta de un
protoplasto interno (blanco) rodeado por una corteza peptidoglucano

(rojo) y una envoltura proteindcea subdividida en parte interna
(verde) y externa (verde). La proteina de fusi6n, compuesta de una
portadora (roja) y pasajero (azul), esta expuesta en la superficie de la
espora. Modificado de Ricca, 2003.

La localizacién de insercién, o fusion, de la proteina heterdloga en la proteina

portadora es otro factor importante, ya que puede influenciar en la estabilidad, la actividad

y modificaciones post-traduccionales de la proteina fusién. Por lo tanto, fusiones en N-

terminal, C-terminal o en el interior de la proteina portadora son en algunos casos
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construidas con el mismo pasajero para obtener un despliegue eficiente (Ricca y Cutting,

2003; Isticato, 1997).

Algunas caracteristicas de la proteina pasajero pueden afectar procesos de

translocacién y despliegue de superficie final como la estructura de plegamiento de la

proteina pasajero asi como la formacidn de enlaces disulfuro en el lado del periplasma de la

membrana externa (Maurer J., 1997) o la presencia de algunos residuos cargados o

hidrofébicos (Nguyen, 1995).

Un sistema de despliegue basado en esporas proporciona varias ventajas con

respecto a sistemas basados en el uso de células bacterianas, esto incluye la robustez de la

espora bacteriana permitiendo almacenarse en forma deshidratada, su producciénes facil y

segura y cuenta con una plataforma tecnoldgica adecuada para su manipulcion genética

(Isticato, 2001).

La expresién de proteinas heterdlogas sobre la superficie de la espora de B. subtilis

se ha enfocado en dos componentes de la envoltura (Isticato, 2001) indispensables para la

germinacion y formacion de una espora (Ricca y Cutting, 2003). La proteina CotB al ser de

las primeras en ser utilizadas como portadoras y CotC que en compracién con otras

proteinas de la envoltura, presenta una alta abundancia relativa (Mauriello, 2004).

IL.7 CotB como proteina portadora.

CotB ha sido asociada a la envoltura de la capa externa de la espora sobre

evidencias genéticas (Zheng, 1990). Anélisis inmunocitofluorimétricos realizados sobre

esporas intactas han mostrado que CotB es accessible a anticuerpos especificos y por lo

tanto existe una mayor probabilidad de exposicién sobre la superficie de la espora(Isticato,

2001).
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El gen estructural cotB esta bajo el control transcripcional de o* y la proteina de

union al ADN,GerE (Ricca y Cutting, 2003), Fig.5. Como consecuencia, cotB, es transcrito

s6lo en el compartimento de esporulacién de la célula madre (Henriques, 2000). Una vez

sintetizado enel citoplasma de la célula madre, CotB se ensambla alrededor de la espora en

formacién de una manera dependiente con CotE, CotG y CotH.

CotB tiene un extremo C terminal hidrofilico formado por un grupo de 27

aminodcidos, repetidos 3 veces, ricos en serina, lisina y glutamina. Mas del 50% son

residuos de serina en el extremo C terminal de CotB,fig. 7 (Henriques, 2000).

 

 

1 MSKRRMKYHSNNEISYYNFLHSMKDKIVTVYRGGPESKKGKLTAVKSDYIALQAERKIIYYQLEHVKSITEDTNNSTTTI 80

81 ETEEMLDADDFHSLIGHLINQSVQFNQGGPESKKGRLVWLGDDYAALNTNEDGVVYFNIHHIKSISKHEPDLKIEEQTPV 160

161 GVLEADDLSEVFKSLTHKWV SINRGGPEAIEGILVDNADGHYTIVKNQEVLRIYPFHIKSISLGPKGSYKKEDQKNEQNQ240

Y
241 EDNNDKDSNSFI SSKSYSSSKSSKRSLKSSDDQSSKSGR SSRSKSSSKSSKRSLKSSDYQSSKSGR SSRSKSSSKSSKRS 320

* * *

321 LKSSDYOSSK SSK RSPRSSDYQSSRSPGYSSSIKSS GKQKEDYSYETIVRTIDYHWKRKF 380

 

Figura 7. Grupo de 27 aminodcidos repetidos 3 veces (subrayados). (*)indica el inicio de
cada grupo de aminodcidos. La flecha indica el ultimo residuo de CotB, en la posicidn 275,
usadoen la fusi6n conla proteina pasajero en este trabajo.
http://www.expasy.org/uniprot/P07789.

La proteina CotB tiene una masa molecular deducida de 46 kDa pero migra con la

técnica de SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) a 59

kDa. Recientemente la discrepancia entre el peso molecular deducido y medido ha sido

explicado mostrando que CotB es inicialmente sintetizada como 46 kDa y se convierte en

un homodimero de 59 kDa queretiene los extremos N y C terminales (Zilhao, 2004).

IL8 CotC comoproteina portadora.

El gen cotC de B. subtilis codifica a un polipéptido de 66 aminodcidos, CotC

teniendo una masa molecular deducida de 8.8 kDa pero migrando, con la técnica SDS-
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PAGE,a un polipéptido de 12 kDa (Donovan 1987). CotC, esta asociada a la capa externa

de la envoltura de la espora de B. subtilis (Zheng, 1990). Inicialmente fue considerada

como proteina portadora por su abundancia relativa en la envoltura. Junto con CotG y

CotD, CotC representa cerca del 50 % del total de las proteinas solubles de la envoltura

(Isticato, 2004), permitiendo el ensamblaje de un numero significativo de quimeras CotC

sobre la envoltura, asegurando un eficiente despliegue heterdlogo (Ricca y Cutting, 2003).

La expresion del gen cotC esta bajo el control de la célula madre especifica o* y

reguladores transcripcionales GerE y SpoIIID. Como en el caso de CotB, CotC también se

transcribe en la célula madre y su ensamblaje sobre la envoltura no requiere translocacién

de la membrana (Ricca y Cutting, 2003). El primer producto del gen cotC es un polipéptido

de 66 aminoacidos extremadamente ricos en tirosina (30.3% del total de los residuos) y

lisina (28.8%), fig. 8 (Donovan, 1987). Sin embargo, recientemente se ha mostrado que

CotC se ensambla en al menos 4 distintas formas protéicas, variando en tamafio entre 12 y

30 kDa (lsticato, 2004). Dos de estas, tienen masas moleculares de 12 y 21 kDa

correspondiendo a formas monomérica y homodimérica respectivamente, son ensambladas

en la espora en formacion después desu sintesis 8 horas después del inicio de esporulacién,

su ensamblaje es inmediatamente después de su sintesis en el compartimento de la célula

madre. Las otras dos formas, 12.5 y 30 kDa, aparecen dos horas después, estas son

generadas sobre la envoltura de la espora ya que no se encuentran en la célula madre, son

probablemente los productos de modificaciones post-traduccionales de las dos previas

formas ensambladas, ocurriendo directamente en la superficie de la envoltura durante la

maduracioén de la espora (Isticato, 2004). El ensamblaje de estos cuatro polipéptidos

dependientes de CotC en la envoltura de la espora, estrictamente requieren de la expresion

de los genes cotE y cotH, y en adicién, el ensamblaje del polipéptido de 30 kDa es

parcialmente dependiente de la expresion del gen cotB (Isticato, 2004).
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10 20 30 40
MGYYKKYKEE YYTVKKTYYK KYYEYDKKDY DCDYDKKYDD

50 60
YDKKYYDHDK KDYDYVVEYK KHKKHY   
 

Figura 8. Secuencia de 66 aminoacidos de CotC.
Fuente: http://www.expasy.org/uniprot/COTC_BACSU

IL.9 B. subtilis como portadores superficiales de antigenos.

El uso de B. subtilis genéticamente modificado ha confiado en su habilidad de

formar endosporas. Las esporas de B. subtilis tienen aplicaciones terapéuticas como

probidticos tanto en humanos como en animales (Mazza, 1994).

B. subtilis ha sido recientemente reportado como portador vivo de vacunas

antigénicas. Tal es el caso del antigeno de proteccién (PA) proteina altamente patégena

producida por B. anthracis, que se encuentra disponible en la vacuna contra el anthrax. La

purificacién de PA y su expresién por cepas recombinantes de B. subtilis representan una

segura opcion para la produccién de vacunas anti-anthrax. Los cultivos de B.subtilis

probaron ser completamente inmunogenéticos y confirieron proteccién a ratones y cerdos

de Guinea inyectados con dosis letales de esporas de B. anthracis (Ivins y Welkos, 1986;

McBride, et al, 1998).

Se han reportado esporas recombinantes de B. subtilis como portadoras en

superficie de antigenos e inductoras de respuesta de anticuerpos especificos en ratones, por

lo que han sido recibidas como alternativas nuevas y prometedoras para el desarrollo de

vacunasorales (Duc y Cutting, 2003; Oggioni,et al. 2003; Ricca y Cutting, 2003).

Dos proteinas de la envoltura de la espora, CotB y CotC, han sido usadas para

desplegar el fragmento C de la toxina de tetano (TTFC) de Clostridium tetani y la

subunidad B de la toxina (LTB) producida por algunas cepas enterotoxigénicas de £. coli

(ETEC) comoproteinas de fusidn expresadas sobre la superficie de esporas de B. subtilis
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(Isticato, et al. 2001; Duc, et al. 2003a; Mauriello, et al, 2004). Ambos antigenos fueron

expresados como fusiones C-terminales con proteinas Cot, que estan ancladas a la capa

externa de la envoltura de la espora con un nimero aproximado de 1,000 moléculas/espora

(Isticato, et al, 2001; Duc, et al, 2003a).

Las esporas de B. subtilis han sido empleadas eficientemente como portadores vivos

de vacunas antigénicas en ratones (Duc, 2003a). Mauriello, 2004 sugiere que la

inmunizacion oral en ratones con esporas recombinantes de B. subtilis requiere de altas

cargas de antigeno(porarriba de 10'° esporas/ml) e inmunizacionesrepetidas.

Se han usado esporas expresando CotBAj9s -TTFCpara inmunizar a ratones por via

oral. Después de 33 dias de dosificacion, los ratones estimulados con una dosis de 10 DLs0,

con la toxina del tetano estuvieron protegidos. De ocho ratones estimulados con una dosis

de 20 DLs», sobrevivieron siete. Este estudio muestra que las esporas expresando antigenos

heterdlogos pueden ser usadas para inmunizacion (Duc, 2003).

Comosustrato o vehiculo de entrega de biomoléculas, la envoltura protectora de la

espora bacterial ha demostrado proporcionar una superficie apta para el despliegue de

antigenos heterdlogos, incluso dos antigenos diferentes pueden desplegarse

simultaneamente usando a CotB y CotC comoproteinas presentadoras (Mauriello, 2004).

Como vacuna, las esporas tienen un numero de ventajas por encima de otros

sistemas. Sin embargo, el mismo sistema portador, CotB y CotC, puede ser usado incluso

para la produccion de proteinas importantes para la industria o drogas (Ricca y Cutting,

2003).
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IL10 VIRUS DE LA MANCHA BLANCA(WSSV, White Spot Syndrome Virus).

En México existen 402 granjas (45 mil Ha) destinadas al cultivo de camarén,

ubicadas en Sonora, Sinaloa y Nayarit. Pero aunque el area sujeta a explotacién ha

mostrado un incremento superior a 90% en los tltimos tres afios, las epizootias por

enfermedadesvirales han sido masseveras, y frecuentemente causan elevadas mortalidades

y pérdida de las cosechas, ocasionando serios estragos en la industria. Entre las patologias

de mayor importancia en la acuacultura mundial del camarén sobresalen las ocasionadas

por el virus del Sindrome de la Mancha Blanca por su capacidad de dispersién, amplio

rango de hospederos y dafios econédmicos (Molina, 2007).

El virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV)es una infeccion viral de los

camarones peneidos. La enfermedad es altamente mortal y contagiosa, matando a los

organismos rapidamente. El primer reporte epidemioldégico fue en 1992 en Taiwan (Chou,

1995), en 1993 en China donde se reporté un colapso en la industria camaronera debido a

este virus, en el mismo afio se presentd en Japén y Korea; en 1994 en Tailandia, India y

Malasia y para 1996 ya estaba afectada severamenteel este y sur de Asia. A finales de 1995

se reporté en USA,en 1998 en centro y sur de América, para 1999 en México y en el 2000

en las Filipinas. Actualmente es bien conocida su presencia en todas las regiones de

crecimiento de camar6n excepto en Australia (Vlak, 2002).

WSSVes causado poruna familia de virus conocida como Complejo del Sindrome de

Baculovirus de la Mancha Blanca. Anteriormente se encontrabaen la familia Baculoviridae

por su forma de barra y morfologia de su envoltura. Con base en su morfologia, estructura y

composicién gendmica y en analisis filogenéticos este virus es miembro del género

Whispovirus (Van Hulten y Vlak, 2000) en una nueva familia llamada Nimaviridae debido

a la extension polar en forma dehilo sobre elvirus, fig. 9, (Vlak, 2002).
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Figura 9. (a, b, c) Morfologia externa del

Virus de la Mancha Blanca donde se expone
su estructura proteica en forma de hilo en uno
de los extremos polares cacteristico de la
familia Nimaviridae (Vlak, 2002).

II.11 Propiedades Bioldégicas.

El género Whispovirus tiene un amplio rango de huéspedes, crustaceos de agua

salada y salobre, es altamete virulento y provoca mortalidades del 100% en un rango de 3 a

7 dias en camarones de cultivo. La replicacién el virus inicia en el nucleo de la célula

huésped, donde los viriones son ensamblados. Estos son liberados de la célula infectada por

ruptura celular (Chaivisuthangkura, 2004; Witteveldt, 2004; Yang, 2001).

Los blancos de infeccién en el camar6én son tejido ecto y mesodérmico comolas

branquias, 6rgano linfoide y epitelio cuticular. Los signos clinicos incluyen una

disminucién repentina en el consumo de alimento, letargia, cuticula blanda, coloracién

rojiza de apéndices y manchasblancas sobre el exoesqueleto (Vlak, 2002).

IL12 Morfologia.

Los virus del género Whispovirus son particulas ovoides de cerca de 275 nm de

largo y 120 nm de ancho con un apéndice flagelar en uno de sus extremos (Fig. 9 y 10). El

virién tiene una nucleocapside cerca de 200 x 65 nm, con una pared externa de 6 nm, tiene
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forma de barra rodeadade unacubierta trilaminar de 6 a 7 nm de grosor. La nucleocapside

contiene una molécula circular de doble cadena de ADN, su nticleo es altamente electro

denso. El area entre la nucleocapside y la envoltura varia de 2 a 7.5 nm. La nucleocapside

exhibe extremos asimétricos, uno redondo y otro en forma cuadrada, con una apariencia

superficielmente segmentada, fig. 10d (Durand, 1997). Tsai en el 2006 propone que el

virién consiste no solamente de una cubierta y nucleocapside sino que incluye una capa

intermedia conocida como tegumento.

    

 

=
Figura 10. (a), Particulas ovoides del Virus del

género Whispovirus. (b), Nucleocapside con
superficie segmentada y extremos asimétricos. (c),

E: envoltura N: nucleocapside (Durand, 1997).

IL.13 Genoma.

El genoma completo del Virus de la Mancha Blanca (WSSV) consta de una doble

cadena circular de ADN de 305,107 pb. El 3% del genoma esta conformado de 9 regiones

homélogas, mientras que el resto (97%) de las secuencias son unicas. El genoma tiene un

contenido total de G + C del 41%. Un total de 531 supuestos ORFs (Open reading Frames,

Marcos de Lectura Abiertos) fueron identificados por andlisis de secuencia, entre los cuales

181 ORFs probablemente codifican a proteinas funcionales (Yang, 2001). Una

caracteristica del genoma de WSSV es la presencia de un ORF muy largo de 18,234

nucledtidos, con funcién desconocida (Vlak, et al, 2002).



18

II.14 Proteinas del Viridn.

El virion, es la fase extracelular del virus que posee la capacidad de portar el

mensaje genético a la célula hospedadora, se han identificado cerca de 40 protefnas

estructurales (Tsai, 2004). De las cuales VP28, VP26, VP24 y VP19 son consideradas

como proteinas mayores (Xuhua, 2007) y por lo menos 13 proteinas menores (Van Hulten,

2000; Wang, 2000).

Es bien conocido que las proteinas de la envoltura juegan un papel importante en las

infecciones virales en algunas especies. Van Hulten y colaboradores en el 2000

identificaron los genes, vp26 y vp28, que codifican para las proteinas estructurales mayores

VP26 y VP28. Estas proteinas son las mas abundantes de la envoltura, corresponden el 60%

del total de las proteinas (Xuhua, 2007). Se identificd a VP26 como una proteina de la

nucleocapside (Van Hulten, 2000) pero en el 2006 Tsai reporté que es una proteina mayor

del tegumento que esta asociada con la envoltura y la nucleocapside. Recientemente se

propone que es una proteina de la envoltura (Xuhua, 2007). Por medio de microscopia

inmunoelectrénica (IEM)se identificéd a VP26 y VP28 comoproteinas de la envoltura del

virién (Leu, 2005).

Las proteinas VP26 y VP28 muestran un 41% de similitud en sus aminodcidos

y presentan una regién altamente hidrofobica (Xuhua, 2007). Tienen una regién

transmembrana aproximadamente de 30 aminoacidos de longitud en el extremo N terminal.

Ambasproteinas tienen una region sobresaliente N terminal, la diferencia mas significativa

entre ellas es una lamina beta extendida en VP26 y una hélice alfa en VP28. En VP26 el

extremo N y C terminal se unen para formar a dos laminas beta. En VP28, el extremo N

terminal sobresale una hélice alfa por fuera de una laminabeta (Fig. 11 y 12).
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aérea del trimero (Xuhua, aérea del trimero (Xuhua,

2007). 2007).

Xuhua en el 2007 propone que los trimeros de VP26 y VP28 pueden tener una

funcién importante y posiblemente el anclaje de la envoltura permita al trimero interactuar

con el huésped durante la infeccién.

El tamafio tedrico de VP28 (22.1 kDa) difiere por 6 kDa de su tamafio aparente en

SDS-PAGE (28 kDa), que probablemente sea el resultado de modificaciones post-

traduccionales (Van Hulten, ef al., 2001). Se ha identificado que esta proteina se une a las

células del camarén, e incluso se ha demostrado que tiene un papel significativo en la

interaccion virus-célula (Van Hulten, 2001; Vlak, 2002; Yi, 2004).

Yi en el 2004 demostré que solo en pH bajo VP28 puede unirse a las células del

camaron y asi ayudar al virus a entrar al citoplasma. Recientemente se ha demostrado que

las interacciones entre el huésped y WSSV estan mediadas por la proteina PmRab7 del

huésped y VP28 del virus (Sritunyalucksana, et al., 2006).

11.15 Expresién de proteinas de WSSV.

La ventaja de un sistema de expresion es que una proteina pueda ser facilmente

obtenida en altas cantidades y en forma pura. Esta demostrado que es posible inducir alta

resistencia en camarones por inyeccién de proteinas recombinantes. De ahi, las proteinas

recombinantes producidas son un candidato efectivo como vacunas orales contra WSSV
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(Jha y Xu, 2005).

La proteina de la envoltura del Virus de la Mancha Blanca, VP28 ha sido expresada

en Escherichia coli y usada como antigeno para la produccién de anticuerpos

monoclonales. Una porcién del gen vp28 ha sido clonado en un vector de expresién y

transformado en £. coli. El objetivo fue producir proteina VP28 sin la regién

transmembrana N terminal (Chaivisuthangkura,et al., 2004).

Debido a la importancia econdémica del cultivo del camarén y su alta produccién,el

desarrollo de vacunas contra WSSV es muy deseable. La idea de vacunar al camarén o

invertebrados en general, parece poco practica ya que carecen de respuesta inmune

adaptativa y solamente se confia en las respuestas innatas. Sin embargo, un estudio reciente

en el copépodo Macrocyclops albidus mostré que el sistema de defensa de invertebrados

reacciona con mayoreficiencia después de ser previamente tratado con un antigeno similar

sugiriendo la existencia de memoria inmunolégica especifica (Kurtz, 2003).

Witteveldt y colaboradores en el 2004 inactivaron una bacteria, E. coli, y

sobreexpresaron las proteinas VP19 y VP28, adicionandolas en el alimento comercial del

camarén Penaeus japonicus demostrando que las tasas mas bajas de mortalidad eran para

aquellos organismos alimentados con pellet adicionado con VP28.

Se seleccionaron dos proteinas mayores del WSSV, la VP19 y VP28, para usarlas

como vacuna en el camarén Penaeus monodon.Serealizaron expresiones multiples en E.

coli usando ORFs completos y parciales. La mayor expresién de VP28 se obtuvo en fusién

con (HIS)6-tag omitiendo el dominio N terminal hidrofébico. La vacuna con VP28 mostré

los valores mas altos de porcentaje relativo de sobrevivencia asi como una mortalidad

inicial baja comparada con otros grupos. Se seleccionaron al azar sobrevivientes y dieron

negativo a WSSV (Witteveldt, 2006, Cap.6).

Se ha aceptado que los invertebrados como el camarén no presentan una respuesta
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adaptativa inmunoldgica comparable a la que presentan los vertebrados. Sin embargo, en

los ultimosafios varios estudios han demostrado o sugerido la existencia de tal respuesta en

invertebrados. Comoesel caso de Litopenaeus vannamei que fue vacunado oralmente por 7

dias con Escherichia coli (BL21) inactivada sobreexpresando VP28 y posteriormente

infectado con WSSV (Wang, 1998), presentando una mortalidad acumulada

significativamente baja. Todos los organismos muertos durante el experimento dieron

positivo a la prueba de PCR para WSSVmientras que los organismos sobrevivientes dieron

negativo a la prueba (Witteveldt, 2006, Cap.8).

Estos experimentos demostraron que la vacuna oral para las dos especies mas

importantes de camarones cultivados puede ser realizada con éxito. Este incremento de la

proteccién a través de la vacuna esta basado en mecanismosgenerales en todas las especies

de camarén, haciendo del disefio de vacunas contra patégenos una opcidn viable para el

cultivo de camarén (Witteveldt, 2006, Cap.8).
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II. JUSTIFICACION

 

Recientemente ha llamado la atencién el uso de esporas de Bacillus subtilis

genéticamente modificadas en el desarrollo potencial de vacunas al expresar en su

superficie antigenos fusionados a las proteinas de la cubierta de la espora. Debido a los

graves problemas que provocael Virus de la Mancha Blanca (WSSV)sobre los organismos

de cultivo a nivel mundial en gran medida a crustaceos como es el caso de Litopenaeus

vannamei, se ha elegido a proteinas de su envoltura para usarlas comoproteinas pasajero.

En el presente trabajo se construira una cepa de B. subtilis genéticamente modificada para

desplegar proteinas intactas VP26 del WSSV fusionadasa proteinas CotC de la espora de la

bacteria huésped.
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IV. OBJETIVOS

 

OBJETIVO GENERAL:

Desarrollar una cepa de Bacillus subtilis genéticamente modificada para desplegar sobre su

espora proteinas de la capside del Virus de la mancha Blanca (WSSV).

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Obtener oligonuclestidos especificos y amplificar los genes cotB y cotC de Bacillus

subtilis y los genes vp26 y vp28 del Virus de la Mancha Blanca.

2. Fusionar en fase los genes cotB y cotC de Bacillus subtilis con los genes vp26 y

yp28 del Virus de la Mancha Blanca.

3. Construir un Vector de Integracion partir de pDG1662 (plasmido integrativo para

B. subtilis) y la fusion genética evp26.

4. Integrar el Vector de integracion pDGCVP26 en el locus del gene de amilasa del

cromosomade B. subtilis.
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V. MATERIALES Y METODOS

 

  

  

           
 

  

  

  

Bacillus subtilis

~<a ~~
Purificacién Purificacion

de ADNer de ADNer

PCR PER:

cotB, cotC vp26, vp28         
\PCR sobrelapante   

cotByp26
cotByp28 

 Fusion en fase

I I cotCvp26
cotCvp28

Digestion

BamHI-EcoRV

=
Ligacién con
pDG1662

=
Transformacién

de B. subtilis con
pDGCVP26

a
Prueba

Confirmativa

Bacillus subtilis
BB8026

 

 

   

 

 

 

 

 

 

    
Figura 13. Esquema del protocolo experimental realizado para el desarrollo de esta
investigacion.
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V.1 Material Biolégico y Plasmidos.

En la tabla I se muestra el material biolégico usado. Este fue almacenado a una

tempertura de 4 °C en cajas Petri con medio sélido Luria Bertani (LB), (Sambrook, et al.,

1989). La cepa de Bacillus subtilis utilizada fue la BB80 hys gly y la DH5a de Escherichia

coli del Laboratorio de Microbiologia Molecular a cargo del Dr. Jorge Olmos Soto. Con lo

que respecta al Virus de la Mancha Blanca (WSSV), fue proporcionado un voltiimen

necesario de ADN viral por el Biol. Ricardo Valencia del Laboratorio de Ecologia

Molecular de la Facultad de Ciencias Marinas de la Universidad Auténoma de Baja

California. Los camarones, de los que se extrajo el ADN viral, provienen de Sinaloa del

laboratorio de produccién de larvas Acuapacific, S.A. de C. V. Estos fueron infectados con

tejido de organismosconel virus, recolectados en granjas de Sonora durante la epizootia de

1999 (Molina, et al., 2007). La cepa del WSSV no ha sido completamente caracterizada,

pero ya hay algunas secuencias que se han obtenido publicadas en Gen Bank.

En la tabla II se muestran los plasmidos utilizados en este trabajo. Estos fueron

clonados en la cepa £. coli DHSa para su purificacién y mantenimiento. Los plasmidos

purificados se mantuvieron en estado deshidratado a -20 °C y resuspendidos en buffer TE a

la misma temperatura. En la figura 14 se muestra una imagen de pDG1662 (6982 pb),

plasmido integrativo en B. subtilis.

Tabla I. Material Bioldgico utilizado en el transcurso de este trabajo.
 

 

 

 

 

Especie Cepa Genotipo Fuente

B. subtilis BB80 his gly CICESE'

B. subtilis BB8026 his glypDGCVP26 Este trabajo

E. coli DHS5a = CICESE!

WSSV - - UABC?      
 

Laboratorio de Microbiologia Molecular. Depto. de Biotecnologia Marina.

Centro de Investigacién Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada.

*Laboratorio de Ecologia Molecular. Facultad de Ciencias Marinas. Universidad

Autonoma de Baja California.
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Tabla IL. Plasmidos usadosen este trabajo.
 

Plasmido Genes Tipo Fuente
 

pDG1662 Sitio de recombinacion amy Shuttle vector BGSC!
 

pDGCVP26 Sitio de recombinacién amy, proteina Shuttle vector Este trabajo

CotB fusionada con proteina VP26.

"Bacillus Genetic Stock Center, Ohio, USA.
      

Aspl
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Hindi
EcoR|

 

/ 6000 1000 *
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Figura 14. pDG1662, Plasmido usado como vector para integrar el fragmento fusién
CVP26.
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V.2 Tincién Gram y Curva de Crecimiento para Bacillus Subtilis.

Se realizé una tincién Gram a la cepa BB80 de B. subtilis y la muestra fue observada

en un microscépio dptico marca Olympus BX60. El protocolo para la tincién Gram se

describe a continuacion.

e Protocolo para Tincién Gram:

1. Con la ayuda de un mechero, flamear un asa bacteriolégica, esperar que enfrie un

poco y tomar un poco de muestra sobre una lamina portaobjetos.

2. Extender la muestra mediante movimientosgiratorios.

3. Secaral aire libre y fijar la muestra pasandolaporla llama.

4. Cubrir por completo con crystal violeta. Se deja actuar por 1 minuto. Este tinte

dejara de color moradolas bacterias Gram positivas.

5. Enjuagar con agua. Esta debe caer sobre la parte superior de la lamina que no

contiene muestra.

Agregar lugol y esperar 1 minuto.

Enjuagar con agua

Agregaralcohol acetona y esperar 15 s (decoloracién).

Enjuagar con agua y esperar que sequela laminaalaire libre.

z
o

m
o
n

a

0. Agregar safranina y esperar 1 min,éste tinte dejara de color rosadolas bacterias

Gram negativas.

11. Enjuagar con agua y esperar que sequela laminaalaire libre.

12. Observar al microscopio dptico a 100x con aceite de inmersién.

Parala curva de crecimiento de B. subtilis se usd un agitador, marca Lab-line Incubator,

para mantener en constante movimiento al cultivo con 250 rpm y a una temperatura fija de

37 °C. El medio de cultivo usado fue Luria Bertani (LB) liquido y medio de esporulacién

liquido Schaeffer. La densidad dptica (DO) de cada cultivo fue leida con un

espectrofotémetro marca Hach DR 2800. El protocolo para la Curva de Crecimiento se

describe a continuacion.
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e Protocolo para Curva de Crecimiento:

1. Activacion de la cepa. Sembrado en placa con medio LB por12 horas a 37 °C.

2. Cultivo. En un matraz estéril poner 20 ml de LB liquido e inocular una asada del

cultivo de activacion. Hacerlo por duplicado. Ponerel cultivo en el orbital a 37 °C y

250 rpm por12 horas (toda la noche).

3. Medicion de DO.Si la lectura pasa del valor 1 hacer una dilucién 1:10, en 900 ul de

HOdd y 100 pl de cultivo (o medio LB estéril para el blanco). Tomar lectura y

multiplicar por 10. Elegir el cultivo que haya presentado mayorlectura.

4. Preindculo. Inocular 2 ml del del cultivo de toda la noche (el de mayor DO) en un

matraz con 18 ml de medio Schaeffer, por duplicado. Ponerel cultivo en el orbital a

37 °C y 250 rpm por2 horas y medir DO.Sila lectura pasa del valor 1 se procede a

la dilucién. Elegir cultivo con DO masparecida a la DOteérica de Bacillus subtilis

de ~ 0.5.

5. Indculo-Curva. Tomar 2 ml del preindéculo (cultivo elegido) e inocularlo en 18 ml

de medio Schaeffer, por duplicado. Tomar lectura a las 2 horas de cultivo en

agitacion, hacer dilucién. Medir lectura cada hora del cultivo hasta que exista una

repeticién de alrededor de 4 vecesla lectura.

V.3 Disefio de Oligonucleétidos Especificos y Enzimasde Restriccién.

En la tabla IV se muestran los oligonucledtidos especificos, disefiados en este

trabajo, para la amplificacién de los genes cotB y cotC de B. subtilis y los genes vp26 y

yp28 del Virus de la Mancha Blanca.Parael disefio de oligos se utilizé el software Ape (A

plasmid Editor v 1.10.4, Wayne Davis, 2005. University of California), tomando comobase

las secuencias genéticas obtenidas de BSORF (http://bacillus.genome.jp/), Subtilist

(http://genolist.pasteur.fr/SubtiList/) para cotB y cotC. Para los genes vp26 y vp28 del Virus

de la Mancha blanca se consult6 NCBI (National Center for Biotechnology Information,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov) con No. de acceso DQ902657 para vp26 y AF502435 para
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vp28. Los oligos se mandaron a hacer al IDT (Integrated DNA Technologies) e Invitrogen.

En la TabalIII se detallan las enzimas de restriccion usadas en este trabajo, su secuencia y

sitio de corte.

Tabla III. Enzimas de Restriccién usadas en este trabajo.
 

 

 

 

    
 

ENZIMA SECUENCIA SITIO DE CORTE

*BamHI GGATCC 5°... GIGATCC... 3’

3’... CCTAGIG ... 5’

*EcoRI GAATTC 5’... G/AATTC... 3”

3’... CITAAIG ... 5°

*EcoRV GATATC 5’... GAT/ATC ... 3”

3’... CTA/TAG... 5”

xInvitrogen

Tabla IV. Oligonuclestidos disefiados para amplificacién de fragmentos mediante la
técnica de PCR.Lasletras en rojo y subrayadas indican los sitos de corte enzimatico o los
sitos de hibridacién para el PCR sobrelapante. L, longitud; nt, nucledtidos.
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Nombre Secuencia 5’ - 3’ L Sitio de hibridacion

(nt)

BF CB scarccACggATTAggCCgTTTgTC 27 Regién promotora de cofB (-263nt).
BamHt

BRVP28 sscseteaaacdaacarccatggATgATTgATCATCTgAAgATITTAgTs 50 Extremo 3’de cofB (825nt).

BRVP26 serragerteccaaatrecatggATgATTgATCATCTgAAgATITTAgtTg 50 Extremo3’ de cotB (825 nt).

CF CgcarccTgTAggATAAATCgTTTgggCC 30 Regién promotora de cotC (-23 nt).
BamHI

CRVP28 srcdereAsrvsddgatocargTAglgTTTITTATZCTTTTTATACTCTACAC 54 Extremo 3de coiC (354nt).

CRVP26 TyTTAgeTTeccAaaTrccatgTAgTgTTTITTTATgCTTTTTATACTCTACAC 54 Extremo3’ de cofC (354 nt).

VP26FB crreasatearcaarcarccATggAATTTggCAACCTAACAAAC 44 Extremo 5’de vp26(1 nt).

VP26FC sssaccaraaasaacactracATggAATTTggCAACCTAACAAAC 44 Extremo 5‘de vp26(Int).

VP26R CgeaarrcTTACTTCTTCTTgATTTCgTCCTTgA 34 Extremo 3’de vp26 (616 nt).
EcoRI
VP26R ararc TTACTTCTTCTTgZATTTCgTCCTTgA 32 Extremo 3'de vp26 (616 nt).
EcoRV

VP28FB crrcasatearcaatcarccATggATCTTTCTTTCACTCTTTCg 44 Extremo 5’de vp28 (1 nt).

VP28FC assdccarasaaaacactracATggATCTTTCTTTCACTCTTTCg 44 Extremo 5‘de vp28 (1 nt).

VP28R Cg. aarrcTTACTCggTCTCAgTgCCA 27 Extremo 3’de vp28 (615 nt).
EcoRL     
 



V.4 Extraccién de ADN cromosomalde B. subtilis.

Para la extraccién y purificacién de ADNcde B. subtilis se uso el siguiente protocolo:
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1. Crecimiento. Inocular 4 ml de medio LB con la cepa de interés. Crecer en

condiciones apropiadas para esa cepa (antibidtico, temperatura, agitacién, etc.),

hasta que el cultivo Ilegue a fase estacionaria. Esto puede llevarse desde varias

horas, hasta varios dias, dependiéndo de la velocidad de crecimiento de las células.

En este caso seutilizara un cultivo liquido saturado de B. subtilis.

(NOTA:el medio de cultivo, las condiciones apropiadas y el tiempo en que tarda en

llegar a fase estacionaria van a variar de acuerdo a la especie de bacteria que se

trabaje).

2. Centrifugar 1.5 ml del cultivo en una microcentrifuga a 12,000 r.p.m. durante 3

minutos hasta que se forme un pellet compacto. Eliminar el sobrenadante.

3. Lisis, extraccién y precipitacién del ADN. Resuspenderel pellet en 5671 de buffer

TE. Agregar 5 ul de lisozima (10 mg/ml) e incubar a 37 °C, a los 10 min. agregar 10

ul de RNAasa (10 mg/ml), e incubar por 20 min. Adicionar 30 wl de SDS al 10 %

(Dodecil Sulfato de Sodio) y 3 pl de proteinasa K (20 mg/ml) para obtener una

concentracién final de 100 pg/ml de proteinasa K y de 0.5% de SDS (después de

agregar el SDS,ya nose aplica vortex solo mezclado). Incubar 1 h a 37 °C, revolver

cada 15 min. (Las concentraciones adicionales de lisozima pueden incrementarse, si

no se observa lisis de las células en la concentracién propuesta). NOTA: La

solucion debe tornarse transltcida.

4. Adicionar 100 pl de NaCl 5M y mezclar. NOTA:Este paso es muy importante, ya

que se formara precipitado de acido nucléico-CTAB, si la concentracion de sal

disminuye por debajo de 0.5 M a temperatura ambiente. El propdésito es remover

residuos de la pared celular, proteina desnaturalizada y polisacaridos con el CTAB,

mientras el DNA cromosomal se mantiene soluble en el sobrenadante.

5. Agregar 80 pl de CTAB/NaCl. Mezclar e incubar 10 min. a 65 °C. (Tapar bién los

tubos con papel parafilm y la tapa de seguridad).
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6. Agregar 0.7 ml de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), agitar y centrifugar 5 min.

NOTA:Esta extraccién remueve los complejos proteina-CTAB/polisacaridos. Una

interfase blanca debeser visible después de la centrifugacién.

7. Transferir el sobrenadante acuoso-viscoso a un tubo nuevo de 1.5 ml para

microcentrifuga, dejando atras la interfase (si es muy gruesa la interfase, repetir el

paso 6). Agregar un volimen igual de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico

(25:24:1), agitar y centrifugar 5 min.

8. Transferir el sobrenadante (600 ul) a un tubo nuevo. Agregar 0.6 volumenes de

isopropanol (360 pl) para precipitar los 4cidos nucléicos (No hay necesidad de

agregarsal, ya que la concentracién de NaCl esalta). Agitar el tubo y centrifugar 10

min. Decantar el sobrenadante con cuidado y pegando el tubo a la pared de un

recipiente.

9. Lavar con 1 ml de etanol al 70% y dar vortex. Centrifugar 5 min. y decantar el

™ 10 min, en fase alcohol,sobrenadante suavemente. Secar en el Vacufuge

temperatura de 30 °C. Repetir este paso.

NOTA:Si no se forma ningun precipitado de ADN en elpaso anterior, esto implica

que el ADNse ha dividido en fragmentos relativamente pequefios y porlo tanto,

hay que repetir todo el procedimiento.

10. Disolver el pellet en 100 ul de buffer TE. Guardar a -20 °C. Verificar en gel de

agarosa al 1.2% utilizando 5 ul de DNA resuspendido. Si presenta un exceso de

RNA,adicionarle nuevamente RNAasa e incubar a 37 °C por 20 min.

NOTA:Utilizar de 5 a 10 1] para cada reaccién de PCR y/o de Transformacién.

Con lo que respecta a WSSV,no fue necesario extraer su ADN ya que éste fue donado por

la UABC.
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V.5 Amplificacién de genes cotB y cotC de B. subtilis por PCR.

Para la amplificacion de estos genes mediante la técnica de Reaccién en Cadena de

la Polimerasa (PCR) se usaron los reactivos y volumen que se indican en la Tabla V. La

mezcla de reaccién se preparé a un volumenfinal de 50 wL. La polimerasa que se utilizé

para estas reacciones fue la extraida en el Laboratorio de Microbiologia Molecular a cargo

del Dr. Jorge Olmos Soto. La amplificacion de la mezcla fue incubada en un termociclador

(Bio-RAD iCycler) y el programa de amplificacién se disefio considerando el tamafio del

templado a amplificar, la temperatura de alineamiento de los oligonucleotidos disefiados y

la polimerasautilizada. En la Tabla VI y VII se muestran los ciclos, temperaturas y tiempos

del programa de amplificacién para los genes cotB y cotC, respectivamente. Para la

amplificacién de cotB se usaron los oligos: BF (forward) que hibrida en la regidn promotora(-

263 nt), agregandole en su extremo 5’un sitio de corte BamHIy el oligo BRVP26 @everse) que

hibrida en la regién 825 nt, agregandole en su extremo 5’un sitio de hibridacion para vp26

(primeros 21 nt de vp26) y el Oligo BRVP28 (Reverse) hibridando en la regidn 825 nt pero

con un sitio de hibridacién para vp28 (primeros 21 nt de vp28). Para la amplificacién de

cotC se usaronlos oligos: CF (forward) que hibrida en la region promotora(-23 nt) agregandole

en su extremo 5’un sitio de corte BamHI y el oligo CRVP26 (reversey que hibrida en la

regién 354 nt, adicionandole en su extremo 5’un sitio de hibridacién para vp26 (primeros

21 nt de vp26) y el Oligo CRVP28 (Reverse) hibridando en la misma region pero con unsitio

de hibridacién para vp28 (primeros 21 nt de vp28).

V.6 Amplificacién de genes vp26 y vp28 de WSSV por PCR.

En la Tabla VIII se muestran los ciclos, temperaturas y tiempos del programa de

amplificacién para los genes vp26 y vp28. Para la amplificacién de vp26 se usaron los

oligos: VP26FB (Forwara) que hibrida en el extremo 5’del gen vp26 agregandole en este

extremo un sitio de hibridacién con cotB (tiltimos 20 nt de cotB) y el oligo VP26FC (Forward)

que hibrida en el extremo 5’de vp26 adicionandole un sitio de hibridacién con cotC

(ultimos 20 nt de cotC). Al oligo VP26R @everse) se le adicioné un sitio de corte EcoRV en

su extremo 5’, este oligo hibrida en el extremo 3’del gen vp26. Para la amplificacién de
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vp28 se usaron los oligos: VP28FB (forwara) que hibrida en el extremo 5’del gen vp28

agregandole en su extremo 5’un sitio de hibridacion con cotB (tltimos 20 nt de cotB) y el

oligo VP28FC (forward) que hibrida en el extremo 5’de vp28 agregandole en su extremo 5’un

sitio de hibridacién con cotC (Ultimos 20 nt de cotC). El oligo VP28R Reverse) que hibrida en

el extremo 3’de vp28 se le adicioné un sitio de corte EcoRI en su extremo 5’. Cada

fragmento amplificado se purificé con la técnica fenol-cloroformo.

Tabla V. Reaccién de PCR.
 

 

 

 

 

 

 

 

 

     
 

 

 

 

 

 

 

REACTIVOS VOLUMEN

dNTP’s to mm 1.0 wl

MgCl somm 1.5 ul

Buffer 10 X 5.0 ul

H)Oua 37.5 pl

Taq ADN polimerasa (1 U/ul) 1.0 pl

ADNmolde (50 ag 2.0 ul

Oligo 5° 6.2 peu 1.0 ul

Oligo 3° 2 nenun 1.0 ul

VOLUMENFINAL 50.0 ul

Tabla VI. Programa para amplificacién Tabla VII. Programa para amplificacién

de cotB. de cotC.
CICLOS TEMPERATURA TIEMPO CICLOS TEMPERATURA TIEMPO

(1X) 95°C. 5? (1X) 95 °C 5?

(25X) 95°C VP (25X) 95 °C LV

52, 50 °C P 56 °C Vv

72°C 2? 72°C 2?

(1X) 72°C 10’ (1X) 12 °C 10°

(1X) 4°C 00 (1X) 4°C oo        
 

NOTA:La Temperatura de hibridacién puede variar dependiendodelos oligonucleétidos usados.
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Tabla VIII. Programa para amplificacién de vp26 y vp28.
 

 

 

 

 

 

 

CICLOS TEMPERATURA TIEMPO

(1X) 95°C 5

(25X) 95°C r

52°C P

72°C ?

(1X) 72°C 10°

(1X) 4°C ©    
 

V.7 PCR Sobrelapante.

Se realizé un PCR sobrelapante para fusionar los genes amplificados cotC con vp26

y obtener un fragmento denominado CVP26 para su posterior amplificacién. Este PCR

consta de 2 etapas, en la primera nose adicionan oligonucleotidos a la mezcla y la reaccién

se lleva a un volumenfinal de 50 pl. En este primer paso se espera fusionar a cotC y vp26.

Los reactivos y el volumen empleado se muestran en la Tabla IX. En la Tabla X se

muestran los ciclos, temperaturas y tiempos del programa de fusién para los genes cotC y

yp26 incubados en un termocicaldor (Bio-RAD iCicler).

Tabla IX. Reaccién de PCRler. Etapa.
 

 

 

 

 

 

 

 

  

REACTIVOS VOLUMEN

ANTP’S to mv 1.0 pl

MgCh som 1.5 pl

Buffer 10 X 5.0 pl

H20.a 37.5 pl

Taq ADN polimerasa (1 Uj) 1.0 ul

Fragmento CotC 2.0 pl

Fragmento VP26 2.0 pl

VOLUMENFINAL 50.0 ul  
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Tabla X. Programa para fusion de cotC y vp26.
 

 

 

 

 

 

 

CICLOS TEMPERATURA TIEMPO

(1X) 95 °C 3

(13X) 95 °C P

60 °C r

72°C P

(1X) 72°C 10°

(1X) 4°C co     
En la 2da. etapa de la reaccién se adiciondé 1.0 pl del Oligo CF y 1.0 ul del Oligo

VP26Recorv a la mezcla inicial. En este segundo paso se espera amplificar el fragmento

CVP26. En la Tabla XI se muestran los ciclos, temperaturas y tiempos del 2do. programa

para la amplificacién de la fusién. CVP26 posee tedricamente en su extremo 5° unsitio de

corte para BamHI y en su extremo 3° unsitio de corte EcoRV. Estos sitios de corte se

usaron para clonareste fragmento enel plasmido pDG1662.

Tabla XI. Programa para amplificacién del fragmento CVP26.
 

 

 

 

 

 

 

CICLOS TEMPERATURA TIEMPO

(1x) 95°C 5?

(13X) 95°C ite

53°C i

72°C 37

(1X) 72°C 10°

(1X) 4°C co     
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V. 8 Electroforesis.

Para apreciar la fragmentacion del DNA,se realizé electroforesis en gel de agarosa

al 1.2 % en buffer TBE 1X, a un voltaje constante de 75 V. En cada pozo del gel se

cargaron 5.0 pl de la muestra de DNA mas 2.0 ul de colorante para DNA 10X*. Una vez

corrida la muestra, ~30 min., se procedié a la tincién del gel con un bafio de bromuro de

etidio y se enjuago con agua destilada. Después se continudé con la corrida de la muestra en

la camara de electroforesis por ~30 min. mas. Posteriormente el gel se observé en la camara

con lampara de luz UV y se toméregistro del patron de bandeo mediante una fotografia. Se

procuré que la integracién de la imagen fuera cero para la mayoria de las fotografias

capturadas. E] marcador molecular usado fue 100 pb DNA ladder por Invitrogen a una

concentracion de 0.1 ug/l.

* Colorante para DNa 10X: 0.25% de azul de bromofenol
0.25% de xilencianol
30% de glycerol en H,Oga

V.9 Construccién del plasmido pDGCVP26 a partir de pDG1662 y CVP26.

pDG1662, es un plasmido que presenta las siguientes caracteristicas: tiene origen de

replicacion para E. coli; es un plasmido suicida para B. subtilis, es decir, no presenta origen

de replicacién para esta bacteria pero favorece su integracién en el genomade B. subtilis;

cuenta con dos regiones del gen amy (amyE’ y ‘amyE) para llevar a cabo una

recombinacién homdloga doble en el gene 168 a-amilasa de B. subtilis e incluye a los

genes bla y spe, que codifican para las enzimas f-lactamasa y espectinomicina

adeniltransferasa responsables de la resistencia a ampicilina y espectinomicina,

respectivamente, Fig. 14 (Guérout-Fleury, 1996).

CVP26, es el fragmento obtenido producto de la fusidn en fase del gene cotC de B.

subtilis con el gene vp26 del WSSV.Se incluyen dossitos de corte, uno para la enzima

BamHIen su extremo 5’ y el otro para la enzima EcoRV en su extremo 3’ (fig. 15) a fin de

poder clonar el gene cvp26 en el vector de integracién pDG1662 en los sitios de
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recombinacion del gene amy.

BamHI cotC vp26 EcoRV

1048 nt

Figura 15. Fragmento CVP26 (clonado en pDG1662).

V.9.1 Digestién del plasmido pDG1662 y fragmento CVP26.

Ladigestion del plasmido pDG1662 y del fragmento CVP26se Ilevé a cabo con las

enzimasde restriccién BamHI y EcoRV.Esto conla finalidad de obtener un fragmento que

posea secuencias adhesivas tnicas en cada extremo asi evitar el autoligado del fragmento.

La reaccién se llevé a cabo como se muestra en la Tabla XII.

Tabla XII. Reaccién de Digestion.
 

 

 

 

 

 

     

REACTIVO VOLUMEN

ADN(50 ng) 20.0 pl

*Buffer No. 3 10 X 10.0 wl

*BamHI coun 5.0 ul

*EcoRV coun) 5.0 ul

2044 60.0 pl

VOLUMENFINAL 100.0 wl

*Invitrogen

Cada reaccion se realizé en tubo eppendorf de 300 ul sobre hielo y se incubaron en

el termociclador con el siguiente programa: (3X) 37°C 60’

(1X) 65°C 10°

4°C
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Las muestras fueron agitadas en un vortex y se almacenaron a - 20 °C hasta su uso.

Las reacciones fueron corridas en gel de agarosa al 1.2% para verificar el buen

funcionamiento de las enzimasde digestién.

V.9.2 Purificacion por el método fenol — cloroformo.

Una vez comprobado el buen funcionamiento de las enzimas de digestién sobre el

vector pDG1662 y sobre el fragmento de inserto CVP26, se purificaron los segmentos de

interés por el método fenol-cloroformo para obtener la mayor pureza de ADN posible, ya

que este es un factor de suma importancia en la ligacién. Los pasos para la purificacién se

detallan a continuacién:

S
O

Ur
Ss
o
m

8.

9.

Se agrega 100 ul de fenolfrio al tubo dondeserealizé la digestion. Se aplica vortex.

Se agregan 100 ul de cloroformoy se aplica vortex.

Se centrifuga 5 minutos a 14000 rpm.

Se transfiere fase acuosa o sobrenadante a tubo nuevo (100 il).

Se agregan 1/25 volimenes de NaCl 5 M,agitar muy bien.

Se agregan 2.5 voltiimenes de etanol absoluto. Se agita la mezcla suavemente.

Precipitar el contenido colocando los tubos sobre hielo seco e incubar en hielo seco

por 1 hora 0 a -70 °Ctodala noche.

Se centrifuga 15 minutos a 14000 rpm se decanta el sobrenadante.

Se agrega 1 ml de etanolfrio al 70%,y se aplica vortex.

10. Se centrifuga 5 minutos a 14000 rpm.

11. Se decanta y se deja secar 15 minutos sobre papel absorbente.

12. Se resuspende el ADN en 40 ul de H20 dd estéril.

Finalmente se cargan 5 ml de la muestra purificada en gel de agarosa al 1.2% y se corre

en cd4mara de electroforesis 40 minutos a 75 volts para verificar la pureza del ADN

recuperado.
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V.9.3 Ligacién del plasmido pDG1662 e inserto CVP26.

Después de verificar la pureza del ADN digerido se prosiguié con la ligacién del

vector y el inserto. La reaccion se detalla en la Tabla XIII.

Tabla XIII. Reaccién de Ligacién.
 

 

 

 

 

 

     

REACTIVO VOLUMEN

Vector pDG1662 3.0 pl

Inserto CVP26 9.0 ul

*Buffer 5X 4.0 wl

04a 2.0 pl

*T4 DNA Ligasa (1 U/l) 2.0 pl

VOLUMEN FINAL 20.0 pl

*Invitrogen

La proporcién en cuanto a la cantidad de ADN del vector respecto al ADN del

inserto fue de 1:3. La mezcla se realiz6 en tubo eppendorf de 300 ml sobre hielo, se

agregaron los primeros 4 reactivos y se espero 5 minutos para agregar la ligasa T4.

Finalmente se mezclé con delicadeza y se incuboen el termocicladora:

(5X) 26°C 60’ (ACTIVACION)

(1X) 65°C 10" (INACTIVACION)

4°C «© (PRESERVACION)

El plasmido resultante dela ligacién se nombr6 pDGCVP26(fig. 27). Las muestras

se almacenarona - 20 °C hasta su uso enla transformaciénde F.coli.
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V.10 Transformaci6n de E. coli DH5a con pDGCVP26.

Para multiplicar las copias del plasmido pDGCVP26,obtenido mediante la ligacién del

fragmento CVP26 en el plasmido pDG1662, se usd la cepa de F. coli DH5a. El

procedimientoparala transformacionfue el siguiente:

w
e
B
b

En un tubo eppendorf de 1.5 ml estéril (sobre hielo) colocar 50 yl de las células

competentes de £. coli DH5a y agregar 10 pl de pDGCVP26.

Incubar en hielo por 1 h, con agitacién ligera cada 15 minutos.

Colocar en bafio maria a 37 °C por 5 minutos (shock térmico).

Colocar en hielo por 1 minuto.

Transferir la reaccion a un tubo de ensaye estéril con 500 pil de medio LB, incubar a

37 °C, 250 rpm, por 45 minutos.

Alterminar el tiempo, plaquear 200 ul (con ~6 perlitas estériles) en cajas con LB-

Ap”. Incubar las placas a 37 °C de 24 a 36 horas.

Alterminar el tiempo de incubacién (dia siguiente) en las placas de LB-Ap™ se

pudieron observar pequeiias colonias capaces de crecer en presencia de ampicilina. Estas

colonias se resembraron en LB-Ap” y se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

V.11 Purificacioén de ADN plasmidico.

Se purificd el plasmido pDGCVP26 de las colonias de FE. coli transformadas (que

mostraronresistencia a la ampicilina). El procedimiento fueel siguiente:

Tnocular 3 ml de medio LB liquido con las células transformadas con el vector de

interés (plasmido) y crecer hasta fase estacionaria ~ de 6-8 horas.

Transferir 1 ml del cultivo a tubos de eppendorf de 1.5 ml y centrifugar 1 minuto a

12,000 rpm.
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3. Desechar el sobrenadante y resuspender el pellet celular en 1 ml de buffer SET.

Revolver co cuidado.

4. Centrifugar las células por 1 minuto, desechar sobrenadante y resuspender en 150 ul

de buffer SET. Agregar 5 1] de lisozima e incubar a 37 °C por 10 minutos.

5. Agregar 5 ul de buffer de RNAasa y agitar. Adicionar 350 wl de mezcla litica y

mezclar.

6. Incubar 10 minutos en bajio dehielo.

7. Agregar 250 ul de buffer de acetato de sodio e invertir el tubo varias veces. Incubar

en hielo por 30 minutos. En este paso precipitara el SDS y el DNA cromosomal

desnaturalizado.

8. Centrifugar la solucién a temperatura ambiente durante 8 minutos y transferir 700

ul del sobrenadante a un tubo de 1.5 ml limpio.

9. Adicionar un volimen equivalente de isopropanol, invertir los tubos varias veces y

centrifugar 5 minutos a 12000 rpm. Eliminar el sobrenadante y colocar los tubos de

manera invertida en papel absorbente limpio durante 5 minutos.

10. Lavarel pellet de DNA adicionando 1 ml de etanol al 70%. Dar vortex. Centrifugar

5 minutos a 12000 rpm. Desechar el etanol y colocar los tubos de nuevo sobre el

papel absorbente durante 15 minutos. Resuspender en 40 pl de buffer TE.

11. Verificar el contenido y pureza de ADN engel de agarosa al 1.2% utilizando 5 pl

de DNA resuspendido.

El plasmido recuperado se puede mantener a -20 °C hasta su uso, 0 bien, mantenerse

deshidratado en congelacionportiempo indefinido.

V.12 Transformaci6n de B. subtilis.

La transformacioén se puede definir como la variacién hereditaria de una célula

bacteriana susceptible, originada por la captacion de ADN desnudolibre en el medio, con la

posterior recombinacion del exogenote (ADN recién entrado) con el genomio de la célula

en cuestion (endogenote). Tras la transformacion, la célula que ha recibido el ADNse suele

denominartransformante.
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La transformacién de B. subtilis con ADN foraneose Ilevé a cabo mediante el siguiente

procedimiento:

1. Estriar las colonias de interés en cajas petri con medio LB incubar toda la noche a

37°C.

2. Al siguiente dia por la mafiana resuspender una asada de células al siguiente caldo

nutritivo:

Sales de Bacillus 10X 250.0 ul

Glucosaal 20% 62.5 ul

MgSO, 1M 12.5 pl

Casaaminoacidos al 20% 2.5 ul

Triptéfano 1 Omg/mlvyotras auxotrofias) 31,2'l

H20 destilada desionizada (dd) 2141.0 ul

3. Agitar a 250 rpm y 37°C por5 horas o hasta que se obtenga un movimiento flagelar

muyfuerte verificando en el microscopio.

4. Hacerun segundo medio de dilucién que contengalos siguientes ingredientes:

Sales de Bacillus 10X 250.00 tl

Glucosaal 20% 62.50 ul

MgSO, 1M 12.50 wl

Casaaminoacidos al 20% 1.25 wl

Triptéfano 1 Omg/mlyyotras auxotrofias) 3.10 wl

H.0 destilada desionizada (dd) 2170.00 pl

5. Hacer una dilucién 1:10 del cultivo crecido 5 horas con el segundo medio de

dilucién [0.25 ml (cultivo) en 2.25 ml (sol. 2)], mezclar. Adicionar a 2 tubos de

ensayo Imldela dilucion, y sdlo a un tubo (problema) adicionar 10 ul del ADN con

el cual se desea transformar a Bacillus y al otro tubo (control) no se le adiciona nada.

6. Colocar los tubos de nuevoenelorbital a 37° C e incubarpor1.5 horas.
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7. Preparar cajas selectivas con la auxotrofia y/o resistencia (antibidtico) que se

transfirid con el ADN con el cual se transformé. Sembrar 100 pl del cultivo

transformado e incubar a 37°C por 24 h.

V.13 Actividad o-amilasa extracelular de B. subtilis.

Las colonias de B. subtilis transformadas con el plasmido pDGCVP26 no presentan

resistencia a antibidticos. Las clonas que integraron a pDGCVP26, deben ser incapaces de

degradar almidon del medio,por la inactivacién del gene amy responsable de la produccién

de amilasas. Por lo que la selecccién de las colonias fue a partir de aquellas que no

presentaron un halo de degradacién del almidén y al reaccionar con Yodo da un patrén de

coloracién obscuro.

Se prepararon cajas con LB adicionado con 0.5% de almidoén y se sembré 100 tl del

cultivo transformado (BB80 hys, gly con pDGCVP26). Se hicieron diluciones ya que el

medio decultivo no inclufa antibidtico. Se tomé la caja de cultivo con dilucion 1x10-5 y se

eligieron 50 colonias que se resembraron en LB sdlido y LB-0.5% almidén. Después de 12

horas de cultivo se seleccioné de las colonias crecidas en LB con 0.5% de almidén aquellas

que no presentaban un halo de degradacién del almidon. Se uso la técnica de actividad de

a-amilasa extracelular de B. subtilis. Esta se describe a continuacion:

1. Preparar cajas LB-almidon.

Incubar por 12 horas a 37 °C.

Aldiasig. abrir la caja y colocar granulos de Yodo en la tapa.

Cerrarla caja, manteniendola tapa hacia abajo.

a
e
S

Colocar la caja sobre una parilla a 37 °C (o mas) hasta que los vapores de Iodo

pinten de azul todo el medio de cultivo. La formacién de halos esta dada por la

degradacién del almidén alrededor de las colonias por la accién de las a-

amilasas y se observan translucidos.
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6. Medir el halo formado en mm.

Se realizé una prueba de confirmacién a partir de PCR, para ello se purificé ADNer

(V.4 Extraccién de ADN cromosomal de B. subtilis, pag. 29) de cada colonia seleccionada

para amplificar el inserto CVP26 usandolos oligos CF y VP26Rgcorv.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIONES

 

V.1 Material Biolégico.

En la fig. 16 se muestra un gel de agarosa con muestras de ADN cromosomal

(ADNcr) de B. subtilis cepa BB80 hys gly. Comose observa, las condiciones de extraccién

y purificacién de ADNer fueron viables para la amplificacién de los genes cotB y cotC de

B. subtilis. El patron de bandeo corresponde a un DNAcrde un tamafio de 4,214,810 pb

(Kunst, et al., 1997). Para la amplificacion de los genes vp26 y vp28 del Virus de la

Mancha Blanca, se us6 DNA, donado por la UABCporel Biol. Ricardo Valencia, de un

tamafio de 305,107 pb (Yang,ef al., 2001).

 

)

Figura 16. Electroforesis de

ADN cromosomal de B.

subtilis cepa BB80hysgly.

VI.2 Tincién Gram y Curva de Crecimiento para Bacillus Subtilis.

En la fig. 17 se muestra una tincién Gram de B. subtilis y a partir del patron de

coloracién obtenido se indica que es una bacteria Gram positiva (Barak, et al., 2005). Los

fundamentos de la técnica de tincién se basan en las diferencias entre las paredes celulares

de las bacterias Gram positivas y Gram negativas. La clave es el peptidoglicano, ya que es

el material que confiere rigidez a la pared celular bacteriana, y las Gram positivas lo poseen

en mucha mayorproporcion que las Gram negativas. La pared celular de las bacterias Gram
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positivas, al poseer una pared celular mas resistente y con mayor proporcion de

peptidoglicanos, no son susceptibles a la accién del solvente orgdnico (alcohol-cetona),

sino que este actia deshidratando los poros cerrandolos, lo que impide que pueda escaparse

el complejocristal violeta/yodo, y manteniendo la coloracién azul-violacea.

Puede darse el caso de que los microorganismos grampositivos como Bacillus

subtilis y B. anthracis tomen negativamente el Gram cuandolos cultivos datan de dos a tres

horas. Luego se desarrolla la sustancia grampositiva debajo de la pared celular, para invertir

la reaccién.

Figura 17. Tincion Gram de Bacillus subtilis. Escala 100X.

Se realiz6 una curva de crecimiento de B. subtilis, para su cultivo se us6 medio LB

liquido y medio de esporulacién de Schaeffer a una temperatura de 37 °C y en agitacion

constante a 250 rpm. En la fig. 18, se observa la fase exponencial de crecimiento de las

bacterias donde se dividen hasta el nivel maximo posible y la velocidad de crecimiento es

constante, se muestra que esta fase se presenta de las 0 a las 3 horas tiempo de lectura. La

fase estacionaria, donde la velocidad de crecimieno neta es cero y la poblacién bacteriana

alcanza su numero maximo, se presenté de las 3 a las 5 horas tiempo de lectura.

Posteriormente se observa un declibe en el grafico esto se debe a una cantidad constante de

células que mueren en intervalos regulares de tiempo conocida como fase de muerte, esta se

presento de las 6 a las 9 horas de lectura. La cinética de crecimiento fue muy parecidaa la

reportada por Colomboen el 2000 para esta especie.
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Figura 18. Grdafico de la Cinética de crecimiento de Bacillus
subtilis. (a) Fase exponencial, (b) Fase estacionaria, (c) Fase de
muerte celular. Se registré la absorbancia a 600 nm por un espacio
de 9h.

VI.3 Disefio de Oligonucledtidos Especificos y Enzimas de Restriccién.

Los oligonucleotidos disefiados tienen una longitud entre 27 y 54 nucledtidos. Su

temperatura melting (Tm) o de fusién es de 55 y 56 °C. En la tabla XV, se muestra que la

Tm delosoligos que hibridan en cotB y cotC es de 56°C, se subraya lossitios de corte en la

secuencia 0 bienel sitio de hibridacién para el sobrelapamiento de los genes, se especifica

la enzima o la secuencia del gen con la que hibrida el oligo disefiado segiin sea el caso y su

posicién de alineamiento con respecto al sitio de inicio de la trnascripcién en cotB y cotC.

Se presenta la misma informacién para los oligos que hibridan en vp26 y vp28, indicando

con un * aquellos que mantienen una Tm de 55 °C. Todos los oligonucledtidos disefiados

pudieron amplificar los fragmentos en los tamafios esperados, se observaron bandas

claramente visibles con la tincién de Bromuro de Etidio bajo luz UV. Una vez

estandarizado el programa de amplificacion para cada fragmento, la temperatura de

hibridacién (la programada en el termociclador) presenté variaciones oscilando entre 50 a
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56 °C como se observa en la tabla XIV, realizandose las modificaciones pertinentes.

Confirmando lo ya propuesto por Innis y Gelfand en 1994, que es comun utilizar

temperturas de hibridacién 5 °C por debajo de la temperatura de fusién del par de oligos

disefiados. Se procuré que cada par de oligos disefiados tuvieran temperaturas de fusién

similares y en un rango de 55 a 72 °C, también se consider6 la presencia de residuos G 0 C

en el extremo 3’de cada oligo a fin de asegurar que el extremo 3’ hibride correctamente

debido a los enlaces de hidrégeno que se dan entre los residuos G=C (Grande, 2004).

Tabla XIV. Temperaturas de
hibridacién para cada fragmento

 

 

 

 

 

 

 

 

 

amplificado.
Fragmento Hibridacon Tm °C

CotB VP26 52

VP28 50

CotC VP26 56

VP28 56

VP26 CotB 52

CotC 52

VP28 CotB 52

CotC 52     



Tabla XV. Oligonucleotidos disefiados para la amplificacién de los genes cotB, cotC
y vp26, vp28 mostrando su Temperatura de fusién, Secuencia, Enzima de restriccién

y Posicién de alineamiento con respectoal sitio de inicio de la transcripcién (SIT).
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OLIGOS i r be Enzima de Posicién de
Secuencia 5’—>'3 Restriccién alineamiento en

Tm= 56°C 0 secuencia de cotB y cotC
hibridacién

BF CencsvccACggATTAggCCgTTTgTC BamHI - 263/-244
BRVP26 verrayerccaaatrccaregATZATTgATCATCTgAAgATTTTAgTg leros. 20 nt de 825/796

vp26
BRVP28 ascaureasrcasdcavccarsgATEATTZATCATCTgAAgATITTAgTg p28 825/796

CF Cg.carccTZTAggATAAATCgTTTgggCC BamHI = 23/2

CRVP26 purrawrreccaaarrccatsTAgTgTTTTTTATZCTTTTTATACTCTACAAC vp26 354/321

CRVP28 scdotsssauadasavccargTAglgTTTTTTATZCTTTTTATACTCTACAAC vp28 354/321

OLIGOS ; " Enzima de Posicién de
. Secuencia 5’—>3 Restriccién —_|_alineamiento en

See © secuencia de wp26y vp28
56°C hibridacién

VP26FB crrcasatuarcaavcarccATEZAATTTggCAACCTAACAAAG colB 1/24

VP26FC ssssccarasaaaacactacATggAATTTggCAACCTAACAAAC cotC 1/24

*VP26R Cg.aarrcYTACTTCTTCTTZATTTCgTCCTTgA EcoRI 616/592

*VP26R cararc TTACTTCTTCTTgZATTICgTCCTTgA EcoRV 616/592

¥*VP28FB crrcacatearcaarcavccATggATCTTTICTTTCACTCITTCg cotB 1/24

*VP28FC assaccaraaaaaacactacATggATCITTCTTTCACTCITTCg cotC 1/24

VP28R Cg,,arrcVTACTCggTCTCAgTgCCA EcoRI 615/596      
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VI.4 Amplificacién de genes cot de B. subtilis por medio de la técnica de PCR.

VI.4.1 Amplificacién del gene cotB.

En la fig. 19a se observa una representacién esquematica de la amplificacion del

gene cotB porel oligo BF que hibrida en la posicién 5’del gene cotB y el oligo BRVP26 o

BRVP28 que hibrida en la region 3’. La barra amarilla representa un sitio de corte para la

enzima BamHI(8 pb), la barra rosa representa al gene cotB incluyendo su region promotora

y codén de inicio (1088 pb). La barra azul representa a los primeros 21 nucledtidos del

gene vp26 o barra verde para el gene vp28 del Virus de la Mancha Blanca, para su posterior

sobrelapamiento.

Enla fig. 19b se muestra la amplificacién del gene cotB por medio de la técnica de

PCR, revelada en gel de agarosa. Los resultados observados se mantienen acordes a los

tedricos esperados de un fragmento de 1,117 pb.
BF

=p cotB (a) > cotB

,‘aapaiacnamnaseanal” as
-263 1 825 -263 1 925

BRVP26 BRVP28

(b)

2000 pop

1000 pb__y = qu

100 pb__y

Figura 19.(a) Disefio tedrico de fragmentos amplificados CotB. (b) Electroforesis. Se observan bandas de
amplificacién del gen cotB con secuencias 3’para fusién con vp26(1, 2) o vp28 (3, 4). El fragmento esperado
de 1117 pb se indica con un marcador de peso molecular (M) 0.1 wg/ul, invitrogen.
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VI.4.2 Amplificacién del gene cotC.

En la fig. 20a se observa una representacién esquematica de la amplificacién del

gene cotC porel oligo CF que hibrida en la posicién 5’del gene cotC y el oligo CRVP26 o

CRVP28 quehibrida en su region 3’. La barra amarilla representa un sitio de corte para la

enzima BamHI(8 pb), la barra roja representa al gene cotC incluyendo su regién promotora

y codén de inicio (377 pb). La barra azul representa a los primeros 21 nucledtidos del gene

vp26 o barra verde para el gene vp28 del Virus de la Mancha Blanca, para su posterior

sobrelapamiento.

En lafig. 20b se muestra la amplificacién del gene cofC por medio de la técnica de

PCR, revelada en gel de agarosa. Los resultados observados se mantienen acordes a los

tedricos esperados de un fragmento de 406 pb.

CF (a) cn

CRVP26 CRVP28

M1

 

  600 p> _p 24
= 406 pb

a

100 pb py

Figura 20. (a) Disefio tedrico de fragmentos amplificados CotC.(b) Electroforesis. Se observan bandas de
amplificacién del gen cotC con secuencias 3’ para fusion con vp26(1, 2) o vp28 (3, 4). El fragmento esperado

de 406 pb se indica con el marcador de peso molecular (M). Se muestra un control negativo de la
amplificacion (C-).
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VIL.5 Amplificacién de genes vp del Virus de la Mancha Blanca.
VI.5.1 Amplificacion del gene vp26.

Enla fig. 21a se observa una representacién esquematica de la amplificacién del

gene vp26porel oligo VP26FB o VP26FC que hibrida en la posicién 5’del gene vp26 y el

oligo VP26R que hibrida en la region 3’. La barra rosa representa a los primeros 20

nucledtidos del gene cotB o barra roja en representacién del gene cofC de B. subtilis, para

su posterior sobrelapamiento. La barra azul representa al gene vp26 (616 pb) y la barra

amarilla representa un sitio de corte para la enzima EcoRI (8 pb) o EcoRV (6 pb).

En la fig. 21b se muestra la amplificacion del gene vp26 por medio dela técnica de

PCR, revelada en gel de agarosa. Los resultados observados se mantienen acordes a los

tedricos esperados de un fragmento de 644 pb y 642 pb.

   
Figura 21. (a) Disefio tedrico de fragmentos amplificados VP26. (b) Electroforesis. Se observan
bandas de amplificacién del gen vp26 con secuencias 5’ para fusionarse con cofB (1, 2) de un tamafio
esperado de 644 pb y con secuencias 5’ para fusionarse con cofC (3, 4) de 642 pb.
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VL.5.2 Amplificacién del gene vwp28.

Enla fig. 22a se observa una representacién esquematica de la amplificacién del

gene vp28 porel oligo VP28FB o VP28FC quehibrida en la posicién 5’del gene vp28 y el

oligo VP28R que hibrida en la region 3’. La barra rosa representa a los primeros 20

nucledtidos del gene cotB o barra roja en representacién del gene cotC de B. subtilis, para

su posterior sobrelapamiento. La barra verde representa al gene vp28 (615 pb) y la barra

amarilla representa un sitio de corte para la enzima EcoRI (8 pb).

En la fig. 22b se muestra la amplificacion del gene vp28 por medio de la técnica de

PCR, revelada en gel de agarosa. Los resultados observados se mantienen acordes a los

tedricos esperados de un fragmento de 643 pb.

VP28BF (8) verger
oe vp28 os vp28   
Figura 22. (a) Disefio tedrico de fragmentos amplificados VP28. (b) Electroforesis. Se observan

bandas de amplificacién del gen vp28 con secuencias 5’ para fusién con cotB (1, 2) y para fusién

con cotC (3, 4). El fragmento esperado de 643 pb se indica con el marcador de peso molecular (M).

Se muestra un control negativo de la amplificacién (C-).
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VI.6 Fusién en fase de genescot de B. subtilis y genes vp de WSSV.
VI.6.1 Fusién del gen cotB (B. subtilis) con el gen vp26 (WSSV).

Enla fig. 23a se muestra una representacién esquematica de la fusién de los genes

cotB y vp26, que hibridan en el extremo 3’del gene cotB con el extremo 5’del gene vp26.

Como producto de esta fusién se obtuvo un fragmento de ~1761 pb llamado BVP26. De

acuerdo aldisefio teérico dela fusion, la barra amarilla representa un sitio de corte para la

enzima BamHI,la barra rosa representa al gene cotB de B. subtilis (-263/825 nt), la barra

azul representa al gene vp26 del Virus de la Mancha Blanca (1/616 nt) y la barra amarilla

representa un sitio de corte para la enzima EcoRI.

En la fig. 23b, se observa la amplificacién por PCR sobrelapante de la fusién de los

genes cotB y vp26 en gel de agarosa, presentando resultados acordes a los tedricos

esperados de un fragmento de ~1761 pb. También se presenta la amplificacién de los

fragmentos sin fusionarse, CotB de 1117 pb y VP26 de 644 pb.

26
BamHI ve EcoRI

 

1761 nt 2000 pb—p> | :

1500 ph—>

1000 ph—>>

600 pb —p> otc

 

Figura 23. (a) Vista esquematica de la fusion de genes cofB con vp26 . (b)
Electroforesis. Se observa la fusién de cotB y vp26 (1, 2). El tamafio del fragmento
esperado BVP26, como producto de la fusion del gene cotB de 1117 pb (3) con vp26
de 644 pb (4), es de 1761 pb y se indica con el marcador de peso molecular (M).
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VI.6.2 Fusién del gen cotB (B. subtilis) con el gen vp28 (WSSYV).

En la fig. 23c se muestra una representacién esquematica de la no fusién de los

genes cotB y vp28, estos debieron de hibridan en el extremo 3’del gene cotB con el extremo

5’ del gene vp28, esperando un fragmento de ~1760 pb nombrado BVP28. De acuerdo al

disefio teérico de la fusidn, la barra amarilla representa un sitio de corte para la enzima

BamHI,la barra rosa representa al gene cotB de B. subtilis (-263/825 nt), la barra verde

representa al gene vp28 del Virus de la Mancha Blanca (1/615 nt) y la barra amarilla

representa un sitio de corte para la enzima EcoRI.

En la fig. 23d, se representa la amplificaci6n por PCR sobrelapante en gel de

agarosa, donde se observa que no se obtuvola fusién de los genes cotB y vp28 (pozo 1 y

2), se esperaba un fragmento de ~1760 pb. En el pozo 3 y 4 se presenta la amplificacién de

los fragmentos sin fusionarse, CotB de ~1117 pb y VP28 de ~643pb.

Bane cotB vp28 EcoRI   
Figura 23. (c) Vista esquematica de la No fusion de genes cotB y vp28. (d). En
el carril 1 y 2 se muestra que no se obtuvo fusién de los genes cotB (3) y vp28

(4), se esperaba un tamafio de banda de 1760 pb, a nivel de la flecha blanca.
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VI.6.3 Fusién del gen cotC (B. subtilis) con el gen vp26 (WSSYV).

Enla fig. 24a se muestra una representacién esquematica de la fusién de los genes

cotC y vp26, que hibridan en el extremo 3’del gene cofC con el extremo 5’ del gene vp26.

Comoproducto de esta fusién se obtuvo un fragmento de ~1048 pb nombrado CVP26. De

acuerdo al esquematedrico de la fusién, la barra amarilla representa un sitio de corte para

la enzima BamHI,la barra roja representa al gene cofC de B. subtilis (-23/354 nt), la barra

azul representa al gene vp26 del Virus de la Mancha Blanca (1/616 nt) y la barra amarilla

representa un sitio de corte para la enzima EcoRV.

Enla fig. 24b, se observa la amplificacién por PCR sobrelapante de la fusion de los

genes cotC y vp26 en gel de agarosa, presentando resultados acordes a los tedricos

esperados de un fragmento de 1048 pb. También se presenta la amplificacion de los

fragmentos sin fusionarse, CotC de 406 pb y VP26 642 pb.

   

  

a b
BamHI cotC yp26 EeoRV M1 2° 3 7

2000 pb

1048 nt 1500 pb

1000 pb VP26

P26

600 pb
‘otc

Figura 24 (a) Vista esquematica de la fusién del gene cotC con vp2 . (b)
Electroforesis. Se observa la fusién de cotC y vp26 (1, 2). El tamafio del fragmento

esperado CVP26 es de 1048 pb, como producto de la fusién del gene cotC de 406

pb (3) con vp26 de 642 pb (4).
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VI.6.4 Fusién del gen cotC (B. subtilis) con el gen vp28 (WSSV).

Enla fig. 24c se muestra una representacidn esquematica de la fusién de los genes

cotC y vp28, que hibridan en el extremo 3’del gene cofC con el extremo 5’ del gene vp28.

Comoproducto de esta fusion se obtuvo un fragmento de ~1049 pb nombrado CVP28. De

acuerdo al esquematedrico de la fusidn, la barra amarilla representa un sitio de corte para

la enzima BamHI, la barra roja representa al gene cotC de B. subtilis (-23/354 nt), la barra

verde representa al gene vp28 del Virus de la Mancha Blanca (1/615 nt) y la barra amarilla

representa un sitio de corte para la enzima EcoRI.

En la fig. 24d, se observa la amplificacién por PCR sobrelapante de la fusién de los

genes cotC y vp28 en gel de agarosa, presentando resultados acordes a los tedricos

esperados de un fragmento de 1049 pb. También se presenta la amplificacién de los

fragmentos sin fusionarse, CotC de 406 pb y VP28 de 643 pb.

Cc d

cotC vp28
BamHI

 

1049 nt

2000 pb
1500 pb

1000 pb

600 pb

 

Figura 24. (c) Vista esquematica de la fusién del gene coftC con vp28 . (d)
Electroforesis. Se observa la fusion de cotC y vp28 (1, 2). El tamafio del
fragmento esperado CVP28, como producto de la fusién del gene cotC de 406
pb (3) con vp28 de 643 pb (4), es de 1049 pb y se indica con el marcador de
peso molecular (M).
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Los genes cotB y CotC de B. subtilis y los genes vp26 y vp28 de WSSV fueron

amplificados exitosamente y el patron de bandeo observado en el gel de electroforesis

coincide con los resultados teéricos esperados. Las muestras se analizaron por duplicado tal

y como lo recomienda Rodriguez y Barrera, 2004.

Con lo que respecta a las fusiones por PCR sobrelapante de estos genes

amplificados, no se logré fusionar el gen cotB con el gen vp28. Estos productos de PCR se

purificaron (Kanoksilapatham, 2007), su regién complementaria presenta mas de 12

nucledtidos seguidos de mas de 21 nucledtidos de la secuencia del fragmento por fusionar

(Wurch, 1998). No se usé un alto nimero de ciclos en el programa de amplificacién ya que

la tasa de error es proporcional al numero de éstos (Rodriguez y Barrera, 2004).

Se piensa que unadelas posibles causaspor las cuales no se obtuvo la fusién de los

genes es la temperatura de hibridacién usada para lo cual se sugiere realizar gradiente de

temperaturas en el programade hibridacién y seleccionar la adecuada. Cabe mencionar que

los genes cotB y vp28 ya han sido exitosamente amplificados en este trabajo, veasefig. 18 y

21.

Seria interesante probrar el uso de oligonucledtidos anidados en la segunda etapa

del PCR sobrelapante ya que segin Shevchuk, 2004, promueve significativamente el éxito

de la reamplificacién.

VI.7 Construccién del plasmido pDGCVP26 a partir de pDG1662 y CVP26.

VI.7.1 Digestion y purificacion del plasmido pDG1662 y fragmento CVP26.

La digestién del plasmido pDG1662 y del fragmento sobrelapante CVP26 se realizd

conforme al procedimiento descrito en Materiales y Métodos. En la digestién del plasmido

pDG1662la escisién con las enzimas BamHI y EcoRV dio comoresultado un fragmento de

5500 pb y uno de ~1400 pb, dejando un extremo cohesivo (BamHI) y un extremo rasurado

(EcoRV). En la figura 25 carril 1 y 2 se muestran las bandas sobre gel de agarosa que
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representan la digestién de pDG1662. En elcarril 3 se muestra a pDG1662 sin digerir

usado como control +. La digestién del fragmento CVP26 dio comoresultado un fragmento

de ~1048 pb (fig. 26) con extremossimilares a los descritos para la digestién de pDG1662.

1500 pb 1400 pb

 

Figura 25. Digestién de pDG1662
con BamHI y EcoRV. (1, 2) Las
bandas superiores corresponden al
fragmento de 5500 pb,las inferiores
corresponde al fragmento escindido
de ~1400 pb. (3) pDG1662 control +.

(M) marcador molecular.

La recuperacién de los fragmentos deseados (fragmento de ~5500 pbpara el vector

y de 1048 pb parael inserto) se llevé a cabo mediante la purificacién con el método fenol-

cloroformo (véase Materiales y métodos), logrando una buena recuperacién de ADN

(Fig.26). Estos fragmentos de ADN fueronutilizados en la reaccion de ligacién descrita en

Materiales y métodos.
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45500pb

2000 pb —>
1500 pb —>

$1048 pb
CvP26

Figura 26. Gel de electroforesis. Se observa
el ADN de interés purificado. Los carriles 4,
5 corresponden a muestras del fragmento
CVP26 (fusion de cotC y vp26) digerido y

purificado, el carril 1 corresponde a un
control +. Los carriles 2 y 3 corresponden al
fragmento de 5500 pb purificado (plasmido
pDG1662digerido).

VI.7.2 Ligacién del plasmido pDG1662 e inserto CVP26.

Laligacién del inserto CVP26 con el vector pDG1662 da origen a un nuevo vector

llamado pDGCVP26 (Fig. 27), el cual contiene la fusién de los genes cofC y vp26. Este

plasmido se integré en el genoma de B. subtilis. Para dicho propésito, pDGCVP26 cuenta

con dos sitios de recombinacién del gene amy (forward y back), que en B. subtilis codifica

para la enzima amilasa, efectuandose una recombinacién homdloga doble. El tamajfio

original del plasmido pDG1662 es de 6982 pb, pero con la escisién de un fragmento de

~1400 pb enla digestion y la ligacién de CVP26 de un tamafio de 1048 pb,el tamafio del

plasmido pDGCVP26 es de ~6500 pb, poco menoral plasmido parental.
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coiC

  

 

vp26

vp26pDG1662
6982 pb

  

pDGCVP26

Figura 27. Plasmido pDGCVP26, resultado de la insercién del gene cvp26 en el

vector de integracién pDG1662.

 

VI.8 Transformacién de E. coli DH5a con pDGCVP26.

La cepa E. coli DHSa, quimicamente competente, se transformé con el plasmido

pDGCVP26. A 50 ul de E. coli se le agregé 7.5 ul del producto de ligacién del plasmido

pDG1662 e¢ inserto CVP26. Se sembré 200 ul de la transformaciénen cajas petri con LB 50

ug/ml de ampicilina. Para la eficiencia de Transformacion se agregé 1 pl de pDG1662 en 50

ul de la cepa competente en condiciones de plaqueosimilares a las ya mencionadas y para el

blanco de transformacién se sembré 50 ul de células competentes. En la tabla XVI se

muestra el numero de colonias crecidas por placa en la transformacién de E. coli DHS5a con

pDGCVP26. Presentandose un total de 18 unidades formadoras de colonias (UFC), una

buena eficiencia de transformacién de 154 UFC y un nulo crecimiento del blanco de

transformaci6n, tal como se esperaba.

No todas las células del cultivo se hacen competentes. La eficiencia de

transformacién de mezclas de ligacién es de hasta 50 veces menor que la que se obtiene con
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pldsmidos superenrrollados ya que la cantidad de ADN usada es menor. Esto coincide con

los resultados obtenidos mostrados en la tabla XVI.

Tabla XVI. UFC obtenidas en la transformacién de la

cepa E. coli DH5a con pDGCVP26.
 

Cultivo en LB 50 pg/ml de No. de Colonias

 

 

 

 

 

 

ampicilina Crecidas

E. coli DH5a. + pDGCVP26 5

E. coli DH5a + pDGCVP26 8

E. coli DHSa + pDGCVP26 3

E. coli DH5a, + pDGCVP26 2

Total de Colonias crecidas 18

Eficiencia de Transformacion 154
   Blanco de Transformacion E. coli DHSa No hubocrecimiento  
 

Posteriormente se realizé una extraccién y purificacién de ADN plasmidico de las

18 colonias crecidas en la transformaci6n. Para ello fue necesario crecer las colonias en

medio LB liquido por 6 horas. En la Fig. 28, se observa en gel de agarosa las 18

extracciones de ADN plasmidico de las colonias que presentaron resistencia a ampicilina

50 ug/ml.

123456 7 8 9101112131415 16

peereerrnortret

 

Figura 28. Electroforesis de la extraccién y
purificacién de ADN plasmidico de las 18
colonias que presentaron resistencia a
ampicilina como  consecuencia de la

transformacién con pDGCVP26.
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El ADNplasmidico de las extracciones mostradas enla fig. 28, se us6 como molde

para la amplificacién del fragmento CVP26, usando paraello 1pl del oligo CF (forward) y

1 ul del oligo VP26R (reverse) y confirmar por medio de la técnica de PCR cuales clonas

son las que amplifican el fragmento deseado. Enla fig. 29 y 30 se muestran las clonas que

amplificaron el fragmento de 1048 pb. Las clonas numero 3, 10-13 fueron las que

amplificaron a CVP26.

a

3945678 9 CM

1048 pb

CVP26

<0  
Figura 29. (a) Electroforesis en gel de agarosa
mostrando la amplificacién de CVP26 en la clona
3. (b) Se muestra una ampliacién del gel con la
clona no. 3 que amplificé el fragmento junto a un
(M) marcador de peso molecular que indica el
tamajio del fragmento. (C-) control negativo.

10_11 12 13 14 15 16 1718 C.-M   
1048 pb

Figura 30. Electroforesis en gel de
agarosa mostrando la amplificacion
de CVP26 en las clonas 10-13.
(M) marcador de peso molecular
que indica el tamafio del
fragmento. (C-) control negativo.
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Se realizé una amplificacién por PCR de los fragmentos CotC y VP26 en las 5

clonas que amplificaron el fragmento CVP26 de 1048 pb, (Clona no. 3, 10-13). Las

extracciones de ADN plasmidico de las clonas 3, 10-13 (fig. 28) fueron usadas como ADN

molde y se usaron oligos CF (forward) y CRVP26 (reverse) para amplificacién del

fragmento CotC de un tamafio de 406pb y los oligos VP26FC (forward) y VP26R (reverse)

para amplificacion del fragmento VP26 de un tamafio de 642 pb. Las 5 clonas amplificaron

ambosfragmentos, fig.31.

3 10 11 12 13 C+ 3 10 11 12 13 C+ C

  

 

aeeT 642 pb

406 pbOe VP26
CotC

Figura 31. Amplificacion de CotC y
VP26 en las 5 clonas que

amplificaron el fragmento fusién
CVP26. (C+), control positivo. (C-),

control negativo.

Los resultados mostrados confirman la presencia del fragmento CVP26 en 5 clonas

de E. coli. El plasmido fue recuperado apartir de una extraccién de ADN plasmidico. Esto

se realizé conla finalidad de multiplicar el ntimero de copias de pDGCVP26 para su uso en

el proceso de transformacion de B. subtilis con el plasmido construido.

VI.9 Transformaciénde B. subtilis con pDGCVP26.

El proceso de transformacién nos permite introducir distintos fondos genéticos en

una cepa de referencia, en este caso la BB80 hys gly se llevé al estado de competencia y se

transformé con el plasmido pDGCVP26, obteniendo la cepa BB8026 hys gly pDGCVP26.
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VI.9.1 Selectividad de colonias por medio de Ja degradacién de almidoén.

El plasmido pDGCVP26, que en E£. coli otorga resistencia a ampicilina y

espectinomicina, no proporciona a B. subtilis resistencia a ningun antibidtico, debido a que

la region de recombinacién en amy no contiene ningtin gen de resistencia a antibidticos.

Esto se compensaporunaselectividad apartir de las colonias que no presentan actividad de

la amilasa como consecuencia de la inactivacion del gene amy en B. subtilis al insertarse el

plasmido pDGCVP26.

En la fig. 32 se muestra una placa con medio LB (a) y LB-Almidon (b) con 50

colonias de B. subtilis BB80 hys gly resultantes del proceso de transformacién con el

plasmido pDGCVP26.Las colonias que no presentaron un halo de degradacién del almidén

(fig. 32b) corresponden a clonas que integraron a pDGCVP26,al ser incapaces de degradar

almidén del medio, debido a la inactivacién del gene amy responsable de la produccién de

amilasas. El almidon del medio al reaccionar con Yodo da un patron de coloracién obscuro.

 

Figura 32 (a). Cultivo de B. subtilis transformada con
pDGCVP26. (b). Tincién de yodo sobre el almidén del
medio. Muestra las colonias incapaces de producir amilasas
(las que no presentan halo de degradacién de almidon), como
consecuencia de la inactivacion del gen amy.

En la fig. 32b se muestra con flechas que 3 clonas no presentaron halo de

degradacién sugiriendo que han integrado a pDGCVP26. Esto se debe a que no todas las

células de un mismo cultivo son transformables en cualquier momento del ciclo de
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crecimiento. En Bacillus subtilis solamente una minoria (1-20%) de células se hacen

competentes, y solo durante la fase estacionaria (Dubnau, 1991). Este estado de

competencia es diferente para cada especie bacteriana capaz de experimentar

transformacion, y dentro de cada especie esta influido por una serie de parametros como:

densidad celular del cultivo, temperatura, pH, nutrientes (fuentes de C, N,iones).

VI.9.2 Comprobaciénde la presencia del inserto CVP26 en las clonas seleccionadas.

Se seleccionaron 10 colonias crecidas en la transformacién de B. subtilis para

realizar extraccién y purificacién de su ADNcr. Para ello fue necesario crecer las colonias

en medio LB liquido por 6 horas. En la Fig. 33, se observa en gel de agarosa las 10

extracciones de ADNcr, 3 de las cuales corresponden a colonias incapaces de producir

amilasas, como consecuencia de la inactivacién del gene amy en la transformacién de B.

subtilis con pDGCVP26.

 

Figura 33. Electroforesis de la extraccién y purificacién de ADNer de B. subtilis.

Por medio de PCR se amplificé el fragmento CVP26 usando el ADNer como

molde, lul del oligo CF (forward) y 1 ul del oligo VP26R (reverse). En la fig. 34 se

muestra que de las 10 clonas seleccionadas, la no. 3, 5 y 8 amplificaron el fragmento

esperado CVP26 de 1048 pb, observandose una banda cerca de la de 1000 pb del marcador

molecular empleado. Las bandas correspondientes a las clonas se encuentran alineadas al

control positivo.
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Figura 34. Electroforesis donde se muestra la
amplificacién de CVP26 en las clonas 3, 5 y 8.

(C+), control positivo; (M), marcador

molecular.

Las clonas que amplificaron el fragmento CVP26 son aquellas que en la técnica de

selectividad por medio de la degradacién de almidon en el medio de cultivo no presentaron

halo y reaccionaron con el Yodo altefiirse de obscuro en su periferia debido a la

integracion del fragmento deseado y consecuente inactivacién del gene amy en Bacillus

subtilis.

Las 3 clonas que por la técnica de PCR muestran amplificacién de CVP26 nos

indican que en el genoma de B. subtilis BB80 hys gly se integro satisfactoriamente el

fragmento fusién, por lo que se le a dado el nombre a esta cepa de Bacillus subtilis BB8026

hys gly CVP26.

A la fecha no se ha reportado cepas de B. subtilis genéticamente modificadas con

genes que codifican para proteinas de la envoltura del virus de la mancha blanca. Por lo que

se muestra atractivo el uso de sistemas de expresién de B. subtilis para el despliegue de

proteinas altamente antigénicas comoes el caso de VP26 del WSSV.

Se espera que la cepa construida en este trabajo, Bacillus subtilis BB8026 hys gly

CVP26, pueda expresar la proteina heterdloga sobre la envoltura externa de la espora y usar

esta ultima para inducir en camarones inmunizacion pasiva, como preventivo o disminucién

de la tasa de mortalidad de camarones infectados por el virus de la mancha blanca. Por lo

que es necesario darle continuidad a esta investigacién y probar que esta cepa presenta

esporas genéticamente modificadas.
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VIL. CONCLUSIONES

 

En base a los resultados presentados de cada una de las PCR’s realizadas se

observa que los fragmentos base funcionaron adecuadamente y la fusién en fase

programadade ellos se obtuvo satisfactoriamente, sin embargo para una de las

fusiones es necesario realizar un gradiente de temperaturas y elegir la adecuada

paralos fines propuestos.

A partir de la fusién programada CVP26 se construyo exitosamente el vector de

integracién pDGCVP26.

De acuerdo a los resultados expuestos se construyo una cepa de Bacillus subtiils

que incluye el gen vp26 del Virus de la Mancha Blanca que codifica para la

proteina mayor VP26.

No ha sido reportado a la fecha, la expresién de genes del Virus de la Mancha

Blanca sobre esporas de B. subtilis, al ser una manipulacion genética novedosa se

espera que la cepa genéticamente modificada, B. subtilis BB80 hys gly CVP26,

exprese sobre la envoltura externa de su espora unaproteina heterdloga nombrada

CVP26.
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VIII. PERSPECTIVAS

 

= Determinar la cinética de crecimiento de la cepa construida, BB8026 hys gly

pDGCVP26 y compararla con otras cepas de Bacillus subtilis.

= Fusionarenfase el gene cotB de B. subtilis y vp28 de WSSV.

= Detectar y confirmar la expresion de la proteina fusién sobre la capa externa de la

espora de B. subtilis por medio del uso de anticuerpos especificos.

= Determinar cuantitativamente la expresién de la proteina heterdloga sobre la

espora.

=  Comprobar que la expresiénde la proteina fusién no afecta significativamente a la

estructura y funcién dela espora.

= Probar la eficiencia de la espora recombinante de B. subtilis como estimuladordel

sistema de defensa de Litopenaeus vannamei.
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