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Resumen de la tesis de Ana Karina Espinoza Villgke&sentada como requisito parcial para
la obtencion del grado de Maestro en Ciencias d&da con orientacion en Biotecnologia

Marina.

Generacion de una cepaBiacillussubtiliscomo modelo de expresion de ARN de proteinas

virales para el control del virus de la mancha ¢dan

Resumen aprobado por:

Dr. Jorge Olmos Soto

México ocupa el lugar nimero 4 dentro de los ppaleis paises productores de
Acuicultura de América Latina y el Caribe. En Méxiexisten 402 granjas (45 mil Ha)
destinadas al cultivo de camardn, ubicadas en 8prinaloa y Nayarit. Uno de los
problemas importantes en el cultivo de camardn iespacto causado por patdgenos virales.
El virus de la mancha blanca, WSSV por sus siglamglés, es actualmente el patbgeno
viral mas letal a nivel mundial. El potencial ddRM de interferencia (ARNiI) esta siendo
explorado como tratamiento terapéutico de infeasovirales. Estudios recientes sugieren
el uso de sistemas de expresion procariotas pamanélol del WSSVBacillus subtilises
una bacteria Gram (+), no patégena, reconocida cBRAS (Generally Recognized As
Safe) por la FDA, cuenta con actividad probiéticagce en medios simples y econémicos,
caracteristicas que la convierten en un candiddgal ipara la produccion de antigenos
heterélogos y su uso en la produccién de vacuragieBerod una cepa e subtilisque
contiene la informacion para expresar ARN de ietericia del gen de la proteina VP28 del
WSSV y se evalué su capacidad de proteccion frente aféecion con WSSV. Los
organismos a los que se les administré la cefiga debtilistransformada lograron sobrevivir
a la infeccion por un periodo de tiempo mas prodming El presente estudio muestra que la
administracion oral de pellets recubiertos @&nsubtilis productora de ARNi d&/P28
provee una proteccion contra la infeccion expertalede WSSV en camardn blanco
Litopenaeus vannamei.
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Abstract of the thesis presented by Ana Karinaitsa Villalva as a partial requirement to

obtain the Master degree in Sciences of Life wiikrgation in Marine Biotechnology.

Generation of 8acillus subtilisstrain as model of expression of RNA of viral pios for

the control of the white spot syndrome virus.

Abstract approved by:

Dr. Jorge Olmos Soto

Mexico is ranked number 4 within the main countagsiaculture producers in Latin
America and the Caribbean. In Mexico, there are f4@&s (45 thousand Ha) intended for
the cultivation of shrimp, located in Sonora, So@a&and Nayarit. One of the major problems
in shrimp farming is the impact of caused by vpathogens. The White Spot Syndrome
Virus (WSSV) is currently the shrimp viral pathogemost lethal at the worldwide. The
potential of the RNA interference (RNAI) is beingpéored as therapeutic treatment of viral
infections. Recent studies suggest the use of pyoka expression systems for the control
of WSSV.Bacillus subtilisis a bacterium Gram (+), non-pathogenic, recoghae GRAS
(Generally Recognized As Safe) by the FDA, withvaigt probiotics and ability to grow in
a simple and non-expensive medium, makes it an ickradidate for the production of
heterologous antigens and their use in the prooludif vaccines. Was generateBacillus
subtilis strain containing the information for express RNAithe gene protein VP28 of
WSSV and their protective capacity was evaluatednsg WSSV infection. The organisms
which were provided with th8acillus strain survived the infection for a long-timehe
present study shows that oral administration ofepelcoated with recombinaBacillus
subtilis strain, provides protection against experimentallehge of WSSV in shrimp
Litopenaeus vannamei

Keywords:WSSV, Bacillus subtilis, RNAI, shrimp
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Capitulo 1. Introduccion

México ocupa el lugar nimero 4 dentro de los ppales paises productores de Acuicultura
de América Latina y el Caribe con un volumen dedpccion anual de 144.6 mil toneladas y un
valor de produccién anual de 472.1 millones deré8le&En los ultimos 30 afios, la contribucion de
la Acuicultura ha aumentado de 0.1 al 9.6 % dedalycccion pesquera regional. Se estimé que
para el 2012 mas del 50 por ciento del consumaagjidd alimentos acuaticos se originaria de la
Acuicultura (FAO, 2010).

En México existen 402 granjas (45 mil Ha) destisaalecultivo de camaron, ubicadas en
Sonora, Sinaloa y Nayarit (Moliret al., 2007). Aun cuando el cultivo de camardn presanta
crecimiento acelerado, uno de los problemas maseriates de la acuicultura, es el impacto de
las enfermedades infecciosas producidas por basteparasitos y virus. Las enfermedades
provocadas por patdégenos virales causan mortaBdeléeadas y severas pérdidas economicas.
Estas pérdidas incluyen; alta tasa de mortalidadnterrupcion de los ciclos de produccion,
aumentos de gastos de produccion y las deformacemis individuos sobrevivientes que no son
aptos para la comercializacion (Jiméeeal.,2005).

El virus de la mancha blanca (WSSV, por sus sigtaaglés) es un virus de ADN de doble
cadena circular de alrededor de 300 kpb, perteadadamiliaNimaviridae(Vlak et al, 2005).
Actualmente es el patdgeno viral del camaron ntasdenivel mundial, puede ocasionar 100% de
mortalidad de 7 a 10 dias (Lightner, 1996; Sanck@x0).

El potencial del ARN de interferencia (ARNi) esiarglo explorado como tratamiento
terapéutico de infecciones virales (&ual, 2005; Tan y Yin, 2004). El enfoque basado en ARN
tiene gran relevancia en el camarén, debido a glifeencia de otras estrategias de vacunacion,
este mecanismo de accion es independiente de $&nmia 0 ausencia de respuesta inmune
especifica en el animal (Krishnaat al, 2009). La falta de un sistema inmune adaptiveelen
camaron dificulta el desarrollo de una vacuna eoetrvirus, sin embargo, estudios recientes
sugieren el uso de sistemas de expresion procapata el control del WSSV.

Bacillus subtilisesun organismo no patégeno reconocido como seguriapdA. Cuenta
con actividad probidtica, crece en medios simplesgndémicos. Por lo tanto, es un candidato ideal

para la produccion de antigenos heterdlogos panasen la produccion de vacunas.



1.1 Antecedentes

1.1.1 Virus de la mancha blanca

El virus de la mancha blanca (WSSV, por sus sighamglés) fue detectado por primera
vez en Taiwan en 1992 y después se extendio a Jaqesi todos los paises asiaticos. El primer
caso diagnosticado de WSSV en América fue en Texa®95. Es uno de los virus mas letales
gue infecta a camaronBgneidoses un patdégeno con una replicacion rapida yemtal que puede
ocasionar 100% de mortalidad de 7 a 10 dias, unguwe se han presentado los signos clinicos de
la enfermedad (Lightner, 1996; Sanchez, 2010).digsos clinicos de la enfermedad incluyen;
nado errético, letargia, cuticula blanda, dismiénael consumo de alimento, coloracion rojizas
de apéndices y manchas blancas sobre el exoesquEkie patdgeno es reconocido a nivel

mundial como el patdbgeno mas letal en el cultivea@aron (Escobeds al, 2008).

1.1.2 Genoma, clasificacion y morfologia

El WSSV pertenece al génewghispovirusy la familia Nimaviridae (Vlak et al, 2005),
cuenta con un genoma de ADN de doble cadena airdelalrededor de 300 kpb. Es un virus
envuelto con forma de bacilo y cuenta con un apéntipo cola, que es una larga extension de la
envoltura en un extremo del virion (Duraetdal,, 1996) (Fig. 1a). Mide de 210-420 nm de largo y
70-167nm de diametro. La envoltura viral es den®ate grueso y tiene la estructura de una bicapa
lipidica, con un &rea entre la envoltura y la nocépside que varia entre 2 y 7.5 nm. Las
dimensiones de la nucleocapside son 180-420nnrge yeb4-85 nm de diametro, indicando que

es firmemente empaquetada con el virion (Fig. 1b).
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Fig.1. Virus de la Mancha Blanca. a) Representaciéesquematica del WSSV, b) Imagen de
microscopia electronica que muestra los viriones d&/SSV con los apéndices. Escala de la
barra=250 nm (Durand et al. 1996, pag. 61).

1.1.3 Proteinas virales

El analisis de secuencias muestra que el genomA& 88V contiene entre 531 y 684 open
reading frames (ORFs), de los cuales 181-184 wmadifpara proteinas funcionales (Yaal,
2001). La envoltura viral consiste en por lo meBosliferentes proteinas (Let al, 2001), de las
cuales VP26 y VP28 son las mas abundantes, repaesienaproximadamente el 60% de la
envoltura (Tanget al, 2007).

VP26 esta localizada en el espacio entre la emzoftua nucleocapside y actia como
proteina de union. Estudios indican que VP26 psirtipal componente de la nucleocapside viral,
puede ayudar al WSSV a moverse hacia el nacledaporteraccion con actina o la union a
proteinas celulares de unién a actina (Xie y Y2085).

VP28 es codificada por el ORF421 y es la princjpaiteina de la envoltura. Estudios
sugieren que VP28 juega un rol crucial en el pais@l de la infeccion del WSSV en el camardn
(Vanet al, 2007) y en el proceso de infeccion como protd@anion; uniendo el virus a la célula

del camardn y ayudandolo a ingresar al citopla@fnat al, 2004).
1.1.4 Busqueda de estrategias para el control de la infeién
Las infecciones virales son una de las causasipaies de pérdidas millonarias en el

cultivo de camaréon (Mudagandur y Yuanan, 2009gxb en la infeccion viral por el WSSV se

debe principalmente a que puede infectar a un anmpligo de hospederos crustaceos y no



crustaceos (Sanchez, 2010). El impacto grave qusacal WSSV en el cultivo de camaroén y
debido a que no existe un tratamiento comerciatwea¥o contra la enfermedad, ha generado la
busqueda de alternativas que contrarresten lasasepérdidas econdmicas ocasionadas. La falta
de un sistema inmune adaptivo en el camaron difi@lldesarrollo de una vacuna contra el virus,
sin embargo, estudios recientes sugieren el usstignas de expresion procariotas para el control
de WSSV.

El potencial del ARN de interferencia (ARNi) esiarslo explorado como tratamiento
terapéutico de infecciones virales (eual, 2005; Tan y Yin, 2004). El ARNi es un mecanismo
celular que es iniciado por ARN de doble cadenARdd) y resulta en la degradacién secuencia-
especifica del ARN blanco (Fiet al, 1998). Este mecanismo de silenciamiento geneéspe
el cual es universalmente conservado, existe enh@suorganismos eucariotas incluyendo
invertebrados (Browrt al, 2003; Denli y Hannon, 2003). El silenciamienengspecifico de
acidos nucleicos virales se puede llevar a cabdagatroduccion de duplex de 21-23 nucleétidos
de ARN sintético (Elbashiet al, 2001) o por la transcripcion de un constructoirderés
(Brummelkampet al, 2002), provocando el silenciamiento de genespal®genos virales,
induciendo asi una respuesta antiviral a nivel oudée. El enfoque basado en ARNi tiene gran
relevancia en el camaron, debido a que a diferedeiatras estrategias de vacunacion, este
mecanismo de accion es independiente de la preserazisencia de respuesta inmune especifica
en el animal (Krishnaat al, 2009).

Kim y colaboradores en el 2007 realizaron la inj@cintramuscular de dsARN sintetizado
in vitro que codifica la proteina GFP y las proteinas VRE&81 y proteina cinasa (PK) del WSSV
aPenaeus chinensigstos autores reportan altas tasas de supenavemcamarones inyectados
con dsARN, incluyendo GFP, indicando una inmunidativiral secuencia-independiente, como
habia sido reportado anteriormente. Sarathi y cotalores en el 2007 desarrollaron un sistema de
expresionin vivo en E. coli HT115(DE3) y reportan una supervivencia del 100%Pemaeus
monodondesafiados con WSSV posterior a la inyeccion mtrscular del dsARN del gerp28
del WSSV. Posteriormente en el 2008, estos autbessriben la administracion oral de este
sistema de expresion como una posibilidad de midecePenaeus monodarontra WSSV. La
metodologia incluyo dos experimentos; el primenaststio en la administracion oral de alimento
comercial suplementado con la cepa inactivad& deoli HT115 (DE3)productora de dsARN del

genvp28 reportando una supervivencia posterior al desadio WSSV del 68%. El segundo



consistido en la administracion oral de alimento eamnal suplementado con un complejo de
guitosano-dsARN del gerp28 reportando una supervivencia posterior al desbi@7%.

Krishnan y colaboradores en el 2009, transformd&ormoli DH%: un plasmido capaz de
expresar ARN de horquilla larga (hIARN), con la ilidbd para reducir la carga viral de WSSV
en Penaeus monodorkl hIARN fue administrado por inyeccién intramulse en el animal y
reportan una supervivencia mayor al 50% en camariogectados con el constructo que contenia
el genvp28y del 29% y 22% para los gengsl9y GFP, respectivamente.

A pesar de los resultados exitosos obtenidos esshkoslios anteriores, debido a la cantidad de
animales que se manipulan en las granjas de cu#voamardn, la inyeccion intramuscular se
convierte en un mecanismo impractico. Aunado aejukesarrollo de los sistemas de expresion
descritos es muy costoso y utilizan bacterias quereconocidas como enteropatégenas por la
FDA y su equivalente mexicano SSA-Subsecretarielgulacion y Fomento Sanitario. Por lo
tanto, es necesaria la busqueda de alternatigatiqars, seguras y econdmicamente viables para
el desarrollo de un mecanismo de vacunacion queniéera al camardén inmunidad y mayor

sobrevivencia a la infeccion causada por WSSV.

1.1.5 Bacillussubtilis

Bacillus subtilises una bacteria generalmente reconocida comoaeguida FDA. Es Gram
(+) y es industrialmente importante (Harwood y Mos2002). Esta y otras especiesBaeillus
son usadas en procesos industriales como la prideude enzimas, vitaminas y otros compuestos
bioquimicos (Harwood, 1992), por lo que se ha naejorel conocimiento de sus caracteristicas

fisiologicas y moleculares.

Fig. 2. Bacillus subtilis, bacteria en forma de baston.



Bacillus subtilises la bacteria Gram (+) mejor caracterizada, somga esta formado por 4,
214, 810 pb. Es una bacteria aerobia con formaad®b (Fig. 2) y que en condiciones adversas
forma esporas. Es comunmente encontrada en sgek yaen asociacion con plantas (Arellano y
Olmos, 2002). Es una fuente importante de enzimdssiriales, como amilasas, proteasas y
sacarasas y gran parte del interés comercial deébasteria recae en su capacidad de secrecion de
estas enzimas al medio (Kurettal, 1997). Ha sido utilizada para el estudio deesgén de
proteinas y el desarrollo de un hospedero pareoldupcion de proteinas heterélogas (Harwood,
1992; Olmos y Contreras, 2003).

Bajo condiciones de inanicidn esta bacteria detgnerecimiento y genera respuestas que
incluyen la induccion de motilidad y quimiotaxi|® produccion de hidrolasas (proteasa y
carbohidrasas) y antibiéticos (Olmeisal.,, 1996; 1997; Sdnchez y Olmos, 2004). Si estaiestp
falla en restablecer el crecimiento, las células isalucidas a formar endosporas resistentes a
guimicos, radiacion y desecacion.

B. subtilisha sido explorada como una herramienta de exprgsitberacion de proteinas
recombinantes (Olmos y Contreras, 2003; Feredied, 2005) debido a que:

1. No es patdégenay es reconocida como un organism@®&GEBenerally Recognized As Safe)

por la FDA.

2. Crece en medios simples y econdmicos.

3. Sistemas de expresion caracterizados.

4. Sus caracteristicas probi6ticas le permiten aciigo adyuvante en la vacunacion (Ochoa

y Olmos, 2006; Olmost al, 2011).
5. La capacidad de secretar proteinas biologicamentieaa las cuales, pueden facilitar la

presentacion de antigenos y estimular la respdestaospedero.

1.1.6 GensacB

El gensacBdeB. subtiliscodifica para la enzima levansacarasa RIB-EC 2.4.1.10) que es
secretada al medio de cultivo. La enzima catadizadrolisis de sacarosa y la sintesis de polimeros
de fructosa de alto peso molecular conocidos cawanl (Pelicicet al, 1996). La secuencia
codificadora desacBes precedida de una region reguladora de 400piadlasacRque contiene

el promotor y regiones blanco de varios reguladfkgmerichet al,1986; Jageet al, 1992).



La necesidad de una regulacion estricta y unactidn barata ha generado el interés en los
elementos reguladores del catabolismo de sacarogh subtilis La regulacion desacB es
compleja e involucra la activacion de varios congmies que actian de manera positiva. El
promotor desacBes moderadamente fuerte, su expresion es conatifués normalmente limitada
a la fase de crecimiento (Mountain, 1989). Analikgsmetabolismo de sacarosaRersubtilisha
llevado a la identificacion de mutaciones pleioitép,degU32(Hy) es un ejemplo de estas, ya que
afecta no solo la sintesis de levansacarasa simbidn la sintesis de otros genes de productos
secretados (Shimotsu y Henner, 1986). Cep# dgebtilisque acarrean la mutacidegU32(Hy)
sobreproducen varias enzimas degradativas y saoiethdéés en la motilidad y competencia
(Aymerich et al, 1986; Olmoset al, 1997). La mutaciomleg32(Hy) incrementa los niveles de
expresion deacBy la regula de manera positiva por medio de lamaida region del promotor
(Aymerichet al,1986; Shimotsu y Henner, 1986; Klietral, 1987; Tsukahara y Mitsuo, 2008).

A pesar del amplio conocimiento del genoma, sisteti@aexpresion y las ventajas con las que
cuentaB. subtilissobre otros organismos, existe poca informacidmessu potencial aplicacion

como vacuna.

1.2 Justificacion

Dentro de la acuicultura, el cultivo de camaréruea de las areas con mayor importancia
econdmica y la que presenta mayor crecimiento. ddehilos graves problemas y las pérdidas
econdmicas que ocasiona el virus de la manchadlasalta necesaria la busqueda de alternativas
practicas, seguras y econémicamente viables patasekrollo de un mecanismo de vacunacion
capaz de prevenir y controlar la infeccion caugaatael WSSV. Las caracteristicas que presenta
Bacillus subtilislo convierten en una herramienta potencial pam@eshrrollo de un modelo de
expresion de ARN de proteinas virales y su aplicaen el control de la infeccion del virus de la

mancha blanca.



1.3Hipotesis

La supervivencia del camarodn frente a la infecdeéhvirus de la mancha blanca ser4 mayor
por el suministro en el alimento, de una cepaBaeillus subtilis productora de ARN de

interferencia del gen de la proteina VP28 del viteiga mancha blanca.

1.40Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Prevenir la infeccion del virus de la mancha blaeoacamardn blanchitopenaeus
vannameimediante la generacidén de una cep®&dsubtilisproductora de RNA de interferencia

del gen de la proteina viral VP28.

1.4.2 Objetivos especificos

» Amplificar y fusionar en fase el promotor del gacBdeB. subtilisy el genvp28del virus
de la mancha blanca para la produccion de ARN téefamencia ef8. subtilis.
» Construir un vector para integrar la fusion y eletedr la expresion de ARN del gep28
en el cromosoma d&. subtilis.
» Evaluar la capacidad protectora del ARN de interfela en camarones desafiados con el

virus de la mancha blanca.



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Cepas y plasmidos

En la Tabla 1 se muestran los plasmidos utilizaetfo®l presente trabajo. Estos fueron
transformados ek. coli DHY para su purificacion y mantenimiento. Los plasmigosficados
fueron resuspendidos en Buffer TE y se mantuviaré&#20°C. En la Tabla 2 se muestran las cepas
y material biolégico utilizado en el presente tjab&as cepas fueron resguardadas en un cepario
a -70°C con glicerol al 30%. EI WSSV fue propor@da en camarones infectados con WSSV por
la Dra. Ivone Giffard, UABC, Facultad de Cienciaaras.

En la Figura 3 se muestra una imagen con las eaistatas del vector pGEMT, el cual
se utilizd para clonar el producto de PCR sobegitede la fusion del promotor dacBcon el
genvp28(fragmento F).

En la Figura 4 se muestra un esquema con las edsdicias del plasmido de integracion
pDG1662 deBacillus subtilis El plasmido pDG1662 es un plasmido de integraal@omosoma
deB. subtilis confiere resistencia a cloranfenicol (Cagbido a que la region de recombinacion
enamy contiene el gen de resistencia a cloranfenicol.rid@®e de la selectividad a partir de las
colonias que no presentan actividad de la amitzsap consecuencia de la inactivacion del gen
amy,al insertarse el fragmento de interés por recoadddm homologa doble. Dicho plasmido se

utilizé como vector para integrar la fusion sacB28 (F) en el genomamydeBacillus subtilis

Tabla 1. Plasmidos utilizados en el transcursdrebhjo.

Plasmido Descripcion Fuente

PGEM®-T Plasmido para clonar productos de | Promega, Ci

Plasmido donde se clon6 la fusi®acB::vp28y con el _
pGEM-F Presente trabajo
cual se transformi. coli

pDG166: Plasmido de integracion peBacillus subtilis CICESF

FusionsacB::vp2&lonada en pDG16662 y con el cual _
pDGF Presente trabajo
se transform@acillus subtilis

!Laboratorio de Microbiologia Molecular. Depto. dt@cnologia Marina. Centro de Investigacion Clesgi y de
Educacién Superior de Ensenada, Baja California.
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Tabla 2. Cepas y material biolégico utilizado.

Especie Cepa Genotipo Fuente

B. subtilis BBSC his gly trg CICESFE

B. subtilis BB80C-17 gly trp degU3: CICESF!

B. subtilis BB80-18 his gly trp pDGF Presente trabs

B. subtilis BB80-19 gly trp pDGFdegU3: Presente traba]
E. coli DH5a - CICESF!
E. coli DH50-2 pDG166: Presente trabs
E. coli DH50-3 pGEM-F Presente trabe
E. coli DH50-4 pDGF Presente trabe
WSSV - - UABC?

Laboratorio de Microbiologia Molecular. Depto. dtcnologia Marina. Centro de Investigacion Chesdi y de
Educacién Superior de Ensenada, Baja California.
°Dra Ivone Giffard Mena. Facultad de Ciencias Mainaniversidad Autébnoma de Baja California.
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Figura 3. Caracteristicas del vector pGEM-T. Vector para clonar productos de PCR,
contiene el ORI paraE. coli y el gen de resistencia a Ampicilina.
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Figura 4. Plasmido pDG1662. Vector de integracionlaen amy del cromosoma deBacillus
subtilis.

2.2 Disefio de oligonucleétidos y enzimas de restrién

El gen devp28fue seleccionado porque VP28 es la principal jpmatde envoltura que esta
involucrada en el proceso de infeccién del camé&@mchez-Paz, 2010). El promotorsieBse
selecciond porque es un promotaroderadamente fuerte y es el blanco de la reguigumsitiva
por la mutaciordegB2 enBacillus subtilisEn la Tabla 3 se muestran lgonucledtidos que se
disefiaron para amplificar el fragmento del promdesacBde Bacillus subtilisy el genvp28del
virus de la mancha blanca. Para el disefio de igsricleétidos se utilizé el software SnapGene

(SnapGene® Viewer 2.1, GSL Biotech LLC, disponihehttp://www.snapgene.com (consultado

en Octubre del 2012) tomando como base las se@sepeblicadas en GeneBank. Se consulto el
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NCBI (National Center for Biotechnology Informatjocon nimero de acceso AF502435 para el
genvp28del virus de la mancha blanca y NC_000964 papaoghotor desacB
En la Tabla 4 se describen las enzimas de resinicdilizadas, su secuencia de reconocimiento y

patrén de corte.

Tabla 3. Caracteristicas de oligonucledétidos. kefi$ en rojo indican los sitios de corte de las
enzimas de restriccion o los sitios de hibridadéhPCR sobrelapante.

Secuencia Longitud Tm Enzima de
Nombre (5- 3) (ntc) C) restriccion/Secuencia de
hibridacion
FS acagcatgcctgccgttcactattatttag 31 56 SpHI
RSVP28| agtgaaagaaagatctzggtaacaaacccgcge 36 56 anero;e%/SpgéJ cledtidc
56 | Ultimos 18 nuclettidos d
FVP28S gcgcegggtttgttactggtggatctttctttcactctttcg 42 promotorsacB
RVP2¢ acg(tcgadtactcggtctcagtgcec 29 56 Sal |

Tabla 4. Enzimas de restriccion.

Enzima S?;,E’chm Patrén de corte
5-GCATG/C-3
SpH | GCATGC 3-C/GTACG -5’
5-G/TCGAC-3
Sal | GTCGAC 3 CAGOT /G .5

2.3 Amplificacion de fragmentos por PCR

La amplificacion de los fragmentos se realiz6 pedim de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). La lmelzreaccion se llevo a un volumen final de
50 pL, los reactivos y condiciones del PCR se mntlien la Tabla 5. La amplificacion se llevo a
cabo en termociclador Bio-RAD iClycler. La polimsaautilizada fue extraida en el Laboratorio
de Microbiologia Molecular a cargo del Dr. Jorgen@$. Los oligonucledétidos fueron sintetizados
en IDT y resuspendidos en Buffer TE a una comaeidn 1 pg/pL (Solucién Stock), se prepard
una dilucién 1:5 en D para obtener una solucion de trabajo de 200ng/ puL

Para la amplificacion del promotor dacBde Bacillus subtilis(sacB) se utilizaron los

oligos: FS (sentido), agregandole en el extremuitio de corte para SpH I; y el oligo RSVP28



13

(antisentido), agregandole en su extremo 5’ uo gié hibridacion a los primeros 18 nucleétidos
de vp28 para amplificar un fragmento esperado de 300Qamo templado se utilizé ADN
cromosomal dBacillus subtilispurificado por el protocolo indicado en el AnexdPtotocolo .
Para la amplificacion del gerp28del WSSV (vp28) se utilizaron los oligos: FVP28S
(sentido), agregandole en el extremo 5’ un sitibitdedacion para los ultimos 18 nucleétidos del
promotor desacB; y el oligo RVP28 (antisentido), agregandole eexnemo 5’ un sitio de corte
para Sal |, para amplificar un fragmento esperad61d pb. Como templado se utilizd6 ADN viral
purificado anteriormente en el Laboratorio de Midotogia Molecular a cargo del Dr. Jorge
Olmos.
Tabla 5. Mezcla de reactivos y condiciones de PCR.

Reactivo Cantidad Programa PCR
Buffer 10X’ 5.0puL
- °C | Tiempo
MgCl250mM 1.5ul
dNTP’s 10mh 1.0ul Desnaturalizacion g5 | 5 min
Oligo sentido 200ng/p 1.0pL inicial
Oligo antisentido 200ng/uL 1.0puL " Desnaturalizaciénp 95 1 min
Taqg polimeras 2.CuL S 5 Alineamientc 56 1 min
o
HO 36.5 uL Extension 72 1 min
ADN templad: 2uL Extension fine 72 10 min

*Invitrogen, Co.

Para la visualizacion de los productos de PCRasgaron 5 pL en un Gel de Agarosa al
1.2% en Buffer TAE 1X tefliido con Bromuro de Etidio.
Los productos de PCR fueron purificados por elquoib indicado en el Anexo 1, Protocolo VI

para su posterior uso en el PCR sobrelapante.

2.4 PCR sobrelapante

Se realizé un PCR sobrelapante con el objetivaid®ar en fase al fragmento sacB, de
300 pb, con vp28, de 615 pb, y obtener el fragmeatd::vp28 denominado fusiéon (F) de 915 pb.

El fragmento F contiene dos sitios de corte, uma fEaenzima SpH | en el extremo 5’ y otro para
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la enzima Sal | en el extremo 3’ (Figura 6a). ERRP§bbrelapante consta de dos etapas, en la
primera fase, no se adicionan oligonucle6tidos ankzcla con el objetivo de fusionar los

fragmentos de interés. En una segunda fase, s@aag@ la mezcla los oligonucleodtidos
correspondientes para amplificar el fragmento husim. En la Tabla 6 se indican los reactivos y

condiciones del PCR sobrelapante.

Tabla 6. Mezcla de reactivos y condiciones de PalRetapante.

Etapa 1
Reactivo Cantidad
Programa de PCR
Buffer 10X* 5.0 uL
MgCl,50mM* 1.5ul °C | Tiempo
dNTP’s 10mM* 1.0 pL Desnaturalizacio | g5 | 5 i
inicial
Fragmento sacB purificado 20ul 5 2 Desnaturalizacionr 95 1 min
— O
Fragmento VP28 purificado 2.0ul © Extension 72 2 min
Tag polimerasa 2.0puL Extension final 72 10 min
H,0 36.5 ul - 4 0
Etapa 2
' ' Desngtyrahzamc 95 5 min
Reactivos Cantidad inicial
@ Desnaturalizaci¢ | 95 1 min
Mezcla de Etapa 50uL S Alineamientc 56 1 min
Oligo FS 200ng/ pL lpuL = Extension 72 3 min
Oligo RVP28 200nquL luL Extension fine 72 10 mir

*Invitrogen, Co.
Los productos de PCR sobrelapante fueron visualzad un gel de agarosa al 1.2% en

Buffer TAE 1X tefiido con Bromuro de Etidio (Figush).



15

2.5 Purificacion de fragmentos de gel de agarosa

Se purifico el fragmento F, producto del PCR slaipante, directamente del gel de agarosa.
Este procedimiento se llevo a cabo utilizand@E\quick Gel Extraction Ki{QIAGEN, USA)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.6 Construccion del plasmido pGEM-F a partir de Fy pGEM®

PGEMP-T (Promega, Co.) es un vector linealizado coneextrs terminales 3’ de una sola
Timidina (T-overhangs). Las T-overhangs son éb gle insercion para la eficiente ligacion de
productos de PCR generados por polimerasas terabbest como I&aq pol Tiene origen de
replicacion par&. coliy confiere resistencia a Ampicilina.

Para construir el plasmido pGEM-F (Figura 7) sena@lel fragmento F purificado en el
vector pGEM-T siguiendo las recomendaciones del fabricanteocegrindica en la Tabla 7.

Tabla 7. Reaccion de ligacion de F y pGEW

Reactivo Cantidad
Inserto-fragmento F 3 uL
Vector-pGEM-T 1puL
T4 DNA Ligase 1puL
2X Rapid Ligation Buffer SpuL
Volumen total 10 pL

Se incubod la reaccion toda la noche a 4°C. Elyotdde la reaccidn de ligacion se
denominé pGEM-F. Al dia siguiente, con el objetiomultiplicar el nUmero de copias de pGEM-
F, se transformé&. coli DH% con 5 pL de pGEM-F, como se indica en el Anexordtdeolo IV.

Las células transformadas se sembraron en caj@gae LB Miller-Amp°°-X gal-IPTG y se
incubaron a 37°C por 12-24 horas.

Al dia siguiente se seleccionaron las coloniasdala y se resembraron en otra placa de

Agar LB Miller-Amp®-X gal-IPTG para su uso posterior. Simultaneamesgteresembraron en 3
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mL de LB Miller-Amp°, se crecieron por 6-8 horas a 37°C y 250 rpm lpagatraccion de ADN
plasmidico.

La purificaciéon de ADN plasmidico se realizé deexcdo al procedimiento indicado en el
Anexo 1, Protocolo Il.

Se utilizaron 2 pL de ADN plasmidico de cada rmagsara su analisis por PCR, utilizando
los oligonucledtido FS y RVP28, las condicionegekeccion del PCR se indican en la Tabla 5.
Los productos de PCR fueron visualizados en una@elgarosa al 1.2% tefiido con Bromuro de
Etidio (Figura 8).

2.7 Construccion del plasmido pDGF a partir de pGEMF y pDG1662

El vector pDG1662 es un plasmido disefiado paregiat el inserto clonado, por
recombinacion homologa doble, dentro del cromosdetdacillus subtilisen el locusamyE El
fragmento de interés es insertado en el sitio deacion multiple que cuenta son sitios de corte
unicos para diferentes enzimas de restriccion.cepas transformadas son seleccionadas por su
resistencia a cloranfenicol y su incapacidad deatksg almidon agregado al medio.

Para la construccion del plasmido pDGF (Figura Il contendra el fragmento F
producto de la fusion sacB::vp28 y su posteriandfarmacion erBacillus subtilis se realizo la
digestion del plasmido pGEM-F y pDG1662 con lasimas de restriccion SpH I-HF (Biolabs
Inc., New England) y Sal | (Biolabs Inc., New Engly como se indica en la Tabla 8, llevandolas
a un volumen de reaccion de 50 pL. Se incubaraordsha 37°C.

Tabla 8. Reaccion de digestion.

Reactivo Cantidad
ADN plasmidico 5puL
SpH I-HF 20U/uL 1uL

Sal | 20U/uL 1pL
Buffer 4 10X 5uL
BSA 10X 5uL
H20 33 puL
Volumen total 50 pL
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Posterior a la digestion, las muestras fueron limadas en un gel de agarosa al 1 % para
la purificacion de los productos de interés co@kquick Gel Extraction KifQIAGEN, USA),
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Una vez purificados los fragmentos de interésnfigto F liberado del plasmido pGEM-

F y pDG1662 linealizado, ambos con las secuendhssivas Unicas en cada extremo generadas
por la digestion con las enzimas de restricciomresiguid con la ligacion de estos para clonar el
fragmento F (inserto) en pDG1662 (vector) y obteh@lasmido pDGF.

La reaccion de ligacion se realizd con T4 DNA LmgPromega Co.) siguiendo las

recomendaciones del fabricante como se indica &abdéa 9.

Tabla 9. Reaccion de ligacion.

Reactivo Cantidad
Inserto-fragmento F 9uL
Vector-pDG1662 3 uL
T4 DNA Ligase 1.5puL
Ligase Buffer 10X 1.5puL
Volumen total 15 uL

Para la reaccion de ligacion se utilizé la propwmicl:3, vector:inserto, y se incubo a
temperatura ambiente (20°C) toda la noche.

El plasmido producto de la reaccion de ligaciérdeeomind pDGF. Con el objetivo de
aumentar el nimero de copias de pDGF, se transf&nudli DH5x con 8 puL de pDGF. El
procedimiento de transformacion se detalla en elxari, Protocolo IV. Las células transformadas
se sembraron en cajas de Agar LB Miller-Afhyp se incubaron a 37°C por 12 horas.

Al dia siguiente, se resembraron todas las caiopiasentes en otra placa de Agar LB
Miller-Amp®° para su uso posterior. Simultdneamente, se reaesnben 3 mL de LB Miller-
Amp®°, se crecieron por 6-8 horas a 37°C y 250 rpm lgagatraccion de ADN plasmidico.

La purificacion de ADN plasmidico se realiz6 deexo al procedimiento indicado en el

Anexo 1, Protocolo II.
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Se utilizaron 2 pL de ADN plasmidico de cada nmaepra su analisis por PCR. Se
utilizaron los oligonucledtidos FS y RVP28 y lasidiiones de PCR se indicadas en la Tabla 5.
Los productos de PCR fueron visualizados en undeelgarosa al 1.2% tefiido con Bromuro de
Etidio (Figura 12).

2.8 Transformacion deBacillus subtilis

La transformacion dBacillus subtilisse llevo a cabo de acuerdo al procedimiento que se

indica en el Anexo 1, Protocolo V. Se realizarés ttansformaciones:
* Transformacion 1

Se transformé a la cef@acillus subtilis BB8is gly trpcon 10puL de ADN plasmidico
pDGF. Se plaguearon 100 pL de las células transfdasien Agar LB-CPry se incubaron a 37°C
por 24 horas. Al dia siguiente, se resembrarorsttaacolonias en Agar LB-Cpse incubaron a
37°C por 24 horas y se almacenaron a 4°C paraspagterior. Simultaneamente, las colonias
fueron resembradas en Agar LB-almidon<Grara evaluar la actividad deamilasa extracelular
de la cepa dBacillus subtilisransformada (procedimiento que se indica en eké&rg Protocolo
VII).

Se seleccionaron 10 cepas que no degradaron elGampara la deteccion del fragmento F
en el cromosoma de la cepa transformada, paraalps®i resembraron en 3 mL de LB-Cse
crecieron por 6-8 horas a 37°C y 250 rpm parati@egion de ADN cromosomal. Se amplificé el
fragmento con los oligos FS y RVP28, esperandataléa de amplificacion de 915 pb.

* Transformacion 2

En la trasformacion 2 se co-transformé la cBpaillus subtilis BB8is gly trpcon 10uL
de ADN plasmidico pDGF y 10 puL de ADN cromosomalaleepaBacillus subtilis BB8@legu
gly trp. Se plaguearon 100 pL de las células transformandgjar LB-Cmy se incubaron a 37°C
por 24 horas. Al dia siguiente, se resembrarorsttatacolonias en Agar LB-Cprse incubaron a
37°C por 24 horas y se almacenaron a 4°C paraspagterior. Simultaneamente, las colonias
fueron resembradas en Agar LB-almidén<Grara evaluar la actividad deamilasa extracelular
de la cepa dBacillus subtilistransformada y en Medio Minimo-Gli-Trp para la detmacion de

las auxotrofias.
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2.9 Curva de crecimiento deBacillus subtilis

Para la curva de crecimientoBesubtilis se utilizé un agitador, Thermo Scientific MAXQ
5000,para mantener una agitacion y temperatura consten®s0 rpm y 37°C, respectivamente.
La densidad o6ptica (DO) fue leida en un espectbafetro marca Hach DR 2800. El protocolo
para la Curva de Crecimiento se describe a cortiGna
Activacion de la Cepa:Se sembraron las cepas de interés en Agar LByGm incubaron a 37°C
por 12 horas.

Cultivo: Se tomé una colonia aislada, se resembré en 2@arilB liquido-Cn3 y se incubé 12
horas a 37°C y 200 rpm. Posterior a las 12 horasulfi’o, se midid y registré 12O, como fue
mayor a 1 se preparé una dilucién 1:10.

Preindculo: Se tomaron 2 mL del cultivo crecido 12 horas yesmlsaron en 18 mL de Medio
Schaeffer-C Se incubé 3 horas a 37°C y 250 rpm. Se mididiste la DO.

Inéculo-Curva: Se tomaron 2 mL del Preindculo y se sembraron eml18e Medio Schaeffer-
Cn. Se incubo a 37°C y 250 rpm. Se midi6 y regisarBDO a 600nm cada hora. Se graficé la DO

vs Tiempo.

3.0 Preparacion de alimento de camardn

Se crecieron las cepas de refereiigubtilis BB8(Y la cepa recombinante &e subtilis
BB80-19en500 mL cada una durante 3.5 horas hasta la fasmerpial tardia. Los 500 mL de
cultivo se concentraron a 50 mL (10X), centrifugaid® minutos a 5,000 rpm y 4°C. Los 50 mL
de cultivo concentrado se adicionaron por aspessit®0 grs. de alimento para camarén, se cubrio
con aluminio y se dejo secar a temperatura amb{868€) por dos dias. Una vez seco el alimento
se almacend a 4°C. El tratamiento preparado carepe BB80 se denomindé TT-BB80 vy el
preparado con la clor2B80-19se denominé TT-BB80-19. Los tratamientos de comtegjativo

y control positivo fue alimento comercial.
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3.1 Bioensayo de infeccion con WSSV

3.1.1 Activacion del WSSV

La activacion del virus se llevo a cabo con el tojede contar con la cantidad de tejido
infectado suficiente y viable para el bioensayotefitio infectado fue proporcionado por la Dra.
Ivone Giffard, UABC. La activacién del virus se liza de acuerdo al siguiente protocolo:

F1: Se infectaron 10 organismos, de 5 gramos de pesgia@damente, con 5 gramos de tejido
infectado (Pool de branquias, musculo y plebépodds)monitorearon durante los siguientes 10
dias y se recolectaron los camarones moribundoprgsentaron signos clinicos de la enfermedad.
Para la recoleccion se envolvieron los organismosgl@minio y se colocaron en hielo seco para
una congelacion rapida. Posteriormente, se tratesparal laboratorio y se almacenaron a -70°C
para su posterior uso en F2.

F2: Se infectaron 10 organismos, de 10-12 gramos dg pes 10 gramos de tejido infectado F1
(Pool de branquias, musculo y pleépodos de orgarssnoribundos de F1); y 10 organismos, de
5 gramos de peso aproximadamente, con 5 gramegidteihfectado F1. Se monitorearon durante
los siguientes 10 dias y se recolectaron los camanmoribundos que presentaron signos clinicos
de la enfermedad. Para la recoleccidn se envolviesoorganismos en aluminio y se colocaron en
hielo seco para una congelacion rapida. Posteridanese transportaron al laboratorio y se
almacenaron a -70°C para su posterior uso en enBayo.

Los organismos recolectados de F2 se utilizarorodeijido infectado para el bioensayo.

3.1.2 Animales experimentales

Se recibieron postlarvas 15 (PL15) de camarorcblaitopenaeus vannameipnadas por
Acuicultura Mahr, La Paz, Baja California Sur. Lasstlarvas se mantuvieron en estanques de
2500 L bajo recirculacion constante de agua dedebsistema cerrado, a 28°C, con aeracion a
saturacion de ©y con alimento comercial. Posteriormente, se mehsistema de bioensayo, para
lo que se seleccionaron 5 animales de aproximadaremny se colocaron en estanques de 180 L
(sistema semi-intensivo), se mantuvieron a 28°Q@, @eracién a saturacion de @ con un

recambio de agua de mar del sistema cerrado cdides.3
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3.1.3 Bioensayo

Una semana anterior a la infeccion con el WSSV auéoslorganismos pesaban alrededor
de 10-12 grs, los organismos del experimento smealaron de la siguiente manera; los
organismos de los tratamientos control negativontrol positivo se siguieron alimentando con
alimento comercial, a los organismos del tratamidfit-BB80 se les proporciono el alimento que
contiene la cepa de referen&8asubtilis BB80a los organismos del tratamiento TTBB80-19 se
les proporciono el alimento que contiene la d@paubtilis BB80-1Qjue tiene integrada la fusion
sacB::vp28. Posteriormente, se infectaron animd&eslO-12 gramos con 1 gramo de tejido
infectado por organismo. Durante los siguientes deamonitorearon y registro en bitacora los
organismos vivos. El Control negativo fueron orgaros alimentados con alimento comercial que
no se infectaron. El Control positivo fueron organds alimentados con alimento comercial que
se infectaron como se indica. Una semana postdidiese realizé una segunda infeccion con 1.5
gramos de tejido infectado por organismo, se mogaton y registraron en bitacora los organismos

vivos. Durante todo el experimento se recolectéweranimales muertos para evitar canibalismo.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Amplificacion de fragmento sacB y vp28 por PCR
Se logro la amplificacion del fragmento sacB d@ @80 a partir de ADN cromosomal de
Bacillus subtilisy de vp28 de 615 pb a partir de ADN viral de WS&\g(ra 5).

M 1 2 3 4

Figura 5. Electroforesis de los productos de PCR golificados. M, Marcador de Peso
Molecular de 450, 700 y 1100 pb, 1) sacB de 300 gh,Control Negativo de sacB, 3) vp28 de
615 pb, 4) Control Negativo de vp28.

3.2 PCR sobrelapante

En la Figura 6a se muestra la representacion esgioante la fusion de sacB con vp28,
donde, el extremo 3’ del fragmento sacB hibridaelextremo 5’ del fragmento vp28. El producto
de esta fusion (sacB::vp28) se denomind F y egigesentado por un fragmento de 915 pb,
flanqueado en el extremo 5’ por el sitio de coemBpH |y en el extremo 3’ por el sitio de corte
para Sal I.

En la Figura 6b se presenta la electroforesis aelycto del PCR sobrelapante (F) y los

productos sin fusionar, vp28 y sacB.
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Fusion sacB::vp28

-240 +30 +1 +615
l
SpH | Sal |

Figura 6. Fusion sacB::vp28 (F). a) RepresentaciG@squematica de la fusion sacB::vp28 (F),
b) Electroforesis. Marcador de peso molecular de 45700 y 1100 pb, 1) F de 915 pb, 2) vp28
de 615 pb y 3) sacB de 300 pb.

3.3 Construccion de pGEM-F

Se cloné el inserto F en el vector pGEW (Promega, Co.) para obtener el plasmido
PGEM-F (Figura 7). El vector pGEMT linealizado cuenta con extremos 3’ terminalesmisola
T (en rojo) que son complementarias a las termim&s A (en rojo) que agregaTaq pola los
productos de PCR. Debido a esta complementariedaar ynedio de la Ligasa afiadida en la
reaccion, se logro clonar el inserto F en pGEM pdntgner el plasmido pGEM-F. El plasmido
pPpGEM-F cuenta por lo tanto con los sitios de cpee SpH |y Sal | (en color rosa) propios del

fragmento F.

<= B =

Fragmento F (sacB::vp28)

pGEM pGEM-F

Figura 7. Representacion esquematica de pGEM-F.

Producto de la transformacion #e coli DH5x con pGEM-F, se analizaron 3 colonias

blancas al azar, identificadas como F1, F2 y F8 lggraron crecer en la placa de Agar LB Miller-
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Amp®°-Xgal-IPTG. Se realiz6 la PCR con 2 uL de ADN pléadico de éstas y los oligos FS y
RVP28. En la Figura 8 se presenta la electrofosiss productos de PCR.

M F1 2 F3 O &

Figura 8. Electroforesis de productos de PCR del &agmento F. Productos de PCR a partir
de ADN plasmidico de las colonias F1, F2 y F3. M, &icador de peso molecular de 450, 700
y 1100 pb, (-) Control negativo y (+) Control posito.

3.4 Construccion de pDGF

Una vez construido y purificado pGEM-F se prosiguga la construccion de pDGF a partir
de pGEM-F y pDG1662. La digestion de pGEM-F y pD&26e realiz0 de acuerdo a la reaccion
de digestidon detallada en la Metodologia. En lastign de pGEM-F la escisién con las enzimas
de restriccion SpH | y Sal | dio como resultaddnagmento de ~3000 pb, que representa a pGEM
linealizado y uno de ~900 pb, que representa gihfeanto F liberado, dejando un extremo cohesivo
para SpH | y otro extremo cohesivo para Sal |.ntas que la digestion de pDG1662 dio como

resultado la linealizacion del plasmido con la €éai de 85 pb, dejando igualmente un extremo

cohesivo para SpH | y otro extremo cohesivo paitd.S
1 2 3 4 5 6

Figura 9. Electroforesis de la digestion de pGEM-k pDG1662 con las enzimas de restriccion
SpH Iy Sal I. 1) pDG1662 sin digerir, 2) pDG1662iderido, 3) pGEM-F sin digerir, 4) y 5)
pGEM-F digerido, 6) Producto de PCR de 915 pb.
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Las purificaciones del fragmento F liberado (ingeytpDG1662 digerido (vector) (Figura 10) se

utilizaron en la reaccion de ligacion para obtexgiidasmido pDGF.

Figura 10. Electroforesis de productos de digestiopurificados. Los productos de digestion
se purificaron con kit QI Aquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, USA). 1) Producto de PCR de
915 pb, 2) Fragmento F digerido y purificado, 3) p1662 digerido y purificado.

pDG1662

Sal I

Figura 11. Representacion esquematica del plasmidpDGF. El pldsmido pDGF es el
resultado de la insercion de la fusion sacB::vp2&hepDG1662.

El pDGF obtenido se transformé Encoli DH5x, se analizaron por PCR 15 colonias que
lograron crecer en la placa de Agar LB Miller-AfpLa PCR se realiz6 con 2 uL de ADN
plasmidico de éstas y los oligos FS y RVP28. Bridara 12 se presenta la electroforesis de los

productos de PCR.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 915pb

1011 12 13 14 15 () () 915pb

Figura 12. Electroforesis de los productos de PCRragmento F a partir de ADN plasmidico
de las colonias 1-15. (-) Control negativo, (+) Ctmol positivo, Producto de PCR de 915 pb.

3.5 Transformacion deBacillus subtilis

Una vez construido y purificado pDGF se prosiguid ¢a transformacion dBacillus
subtilis BB80

Producto de la transformacion I0(uL de ADN plasmidico pDGF como ADN exdgeno)
se obtuvieron 115 colonias capaces de crecer eseqmia de Ch Dichas colonias fueron
resembradas en Agar LB-almidon-Epara evaluar actividad deamilasa extracelular de la cepa
de Bacillus subtilistransformada (BB80-18). Ninguna de las coloniaslsadas en Agar LB-
almidén-Cn¥ presenté halo de degradacion del almidén. El @midel medio al reaccionar con
yodo genera un patron de coloracion oscuro, cuahddmiddén se degrada por la amilasa se
observa un halo transparente (Figura 13).
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Figura 13. Tincién dYodo de las clonas dBacillus transformada con pDéF. a)Cultivo de
Bacillus subtilis transformada con pDGF sin tefiir, b) Tincion del Yalo sobre el almidén, se
observa una colonia que presenta un halo de degraclén de almidén (marcada por la flecha
roja).

Tras la transformacion d@acillus subtilis BB8is gly trpcon pDGF, se analizaron por
PCR 10 colonias que lograron crecer en la placdghr LB-Cn?y no presentaron halo de
degradacion del almidér.a PCR se realizé con 2 uL de ADN cromosomal daségtos oligos
FS y RVP28 para comprobar la presencia de la fumidias cepas. En la Figura 14 se presenta la

electroforesis de los productos de PCR.

M1 2 345 6 7 8 9 10 (9

Figura 14. Electroforesis de los productos de PCR del FragmemtF a partir de ADN
cromosomal de las colonias 1-10. M, Marcador de pasnolecular de 450, 700 y 1100 pb, (+)
Control Positivo, (-) Control Negativo.

Las clonas que por medio de PCR muestran amplificadel fragmento F se nombraron
cepaBacillus subtilis BB80-19.
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Producto de la transformacién 2 (Co-transformacmm10 L de ADN plasmidico pDGF
y 10 pL de ADN cromosomal de la cepasubtilis BB8AL7 como ADN exdgeno) se obtuvieron
254 colonias capaces de crecer en presencia éiefBchas colonias fueron resembradas en Agar
LB-almidon-Cn? para evaluar actividad de-amilasa extracelular de la cepa Be subtilis
transformada. De las 254 colonias sélo las colahiag4 y 155 presentaron halo de degradacion
del almidén. Las 254 colonias fueron sembradas palaen Medio Minimo-Gli-Trp para la
determinacion de auxotrofias. De las 254 sélo lograrecer las colonias 93, 109, 195 y 233, que
corresponden a las colonias capaces de desareaiargusencia de Histidina en el medio. Cuando
se recombina la mutaci@egUacarrea el gen sano de Histidina. Por lo que,@pa a transformar
inicialmente no tiene la capacidad de sintetizatidina, hay que agregarla al medio, pero al ser
transformada con la mutacid@egU esta tendré la capacidad de sintetizarla (OlmGsntreras,
2003). Se analizaron por PCR las 4 colonias queiectn en Medio Minimo-Gli-Trp y no
presentaron halo de degradacion del almidénPCR se realizé con 2 uL de ADN cromosomal
de éstas y los oligos FS y RVP28. En la Figuraelpresenta la electroforesis de los productos de
PCR.

M 1 2 3 4 O

Figura 15. Electroforesis de los productos de PCRetl Fragmento F a partir de ADN
cromosomal de las 4 colonias que crecieron en Meditinimo- Gli-Trp. M, Marcador de peso
molecular de 450, 700 y 1100 pb, (+) Control Posit, (-) Control Negativo.

Las 4 colonias que por medio de PCR muestran foaglion del fragmento F se
nombraron cepBacillus subtilis BB80-19.

3.6 Curvas de Crecimiento de las cepas @acillus subtilis
Se realizo las curvas de crecimiento para las d@B&86, BB80-1§ BB80-19 Se registrd

la densidad optica y se grafigd el tiempo de lectura en horas. En la Figura 1fgestran las

curvas de crecimiento de las cepaBdeillus.
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a) Bacillus subtilisBB80
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Figura 16. Curvas de crecimiento déBacillus subtilis. a) Cepa de referenciaBB80, b) Cepa

BB80-18, c) CepaBB80-19. Se observan la fase exponencial (1) que se presede las 2-4

horas de lectura, la fase estacionaria (2) alrededale las 4 horas, y finalmente la fase de
muerte celular (3) con el decaimiento de la lecturde DO.
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3.7 Alimento de camardn recubierto con la vacuna

El alimento preparado con el cultivo 8e subtilis BB80se denomindé TT-BB80 y TT-
BB80-19 para el preparado con el cultivoRlesubtilis BB80-19

3.8 Bioensayo

En la Tabla 10 se muestra el registro de orgargsrms tras la infeccién con el WSSV.

Todos los tratamientos fueron proporcionados unmesa anterior a la infecci.

Tabla 10. Registro de organismos vivos tras lacitifen con el WSSV.

) NUmero de organismos vivos
Numero =
Tratamiento inicial de DIAS POST INFECCION
organismos

112|3(4|5|6|7| 8* |9] 10 | 11 | 12
Control Negativo 5 5/5|5[5|5|5]|5 5 5| 5 5 5
Control Negativo 5 5/5|5[|5|5|5|5 5 5/ 5 5 5
Control Positivo 5 5/5(5(5(4|3]|2 1 11 0 0 0
Control Positivo 5 5/5(5(5(4|3]|2 2 11 0 0 0
TT-BB80 5 5/5|/5[5(3|3|3 2 21 1 0 0
TT-BB80 5 5/5|5(5(4|4|3 3 3| 2 1 0
TT-BB80-19 5 5/5|5[5|5|5|5 5 |5 3 3 3
TT-BB80-19 5 5/5|5[5|5|5|5 5 |5| 5 5 5

El tratamiento TT-BB80 es el alimento preparado leocepaB. subtilis BB80Oy el TT-BB80-19
es el preparado con la cePasubtilis BB80-19* El dia 8 post infeccidon se realiz6 una segunda
infeccidn proporcionando 1.5 gramos de tejido it#éo por organismo.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Discusiones

La integracion de la fusion sacB::vp28 (F) y latacidndegU32al genoma d8. subtilis
generd la cepd. subtilis BB80-19y permitira la expresion constante de ARN de VPAZS3.
integracion de genes heterélogos en sitios espesifilel cromosoma dB. subtilis ha sido
empleado para mejorar la estabilidad de la expnegddica (Ferreirat al.,2005).

De acuerdo a los resultados de las curvas de aertmrealizadas a las cepasB#eillus
subtilis BB80, BB80-18/ BB80-19 éstas presentaron el mismo patron de crecimientwea] la
fase de crecimiento exponencial se presentd eadr2-# horas, la fase estacionaria alrededor de
las 4-5 horas, y la fase de muerte celular corediwk del grafico, se presento de las 5-8 hoeas d
tiempo de lectura, indicando que el crecimiento lae cepas no se ve afectado por las
modificaciones realizadas.

Dentro de los signos clinicos que mostraron loamiginos posterior a la infeccion incluye
la disminucion del consumo de alimento, el nadatew (se observaban desorientados o con
dificultad para llegar a la superficie), enroje@md de los animales (por los cromatéforos
expandidos), letargia (movimiento lento o se olksean en el fondo del estanque) y en algunos
organismos se observaban manchas blancas en stjereteto. Caracteristicas que concuerdan con
los signos clinicos reportados para la infeccidndeSV (Escobedo-Bonillat al, 2008).

L. Fu y colaboradores compararon el uso de espo@dulas vegetativas dgacillus
subtilis que expresaban proteina VP28, reportando tasasresagl 50% de sobrevivencia en
camarones desafiados 3, 14 y 28 dias postvacunaoidmellets recubiertos con las células
vegetativas y esporas. Estos resultados dan urta pata de la administracion oral Becillus
subtiliscomo vehiculo de presentacién de antigenos y sblpaiso para la prevencién de WSSV
en camaron (Fat al., 2008.

Los organismos vacunados con la cBpaubtilisBB80-19sobrevivieron a la infecciéon con
WSSV por un periodo de tiempo mas prolongado. Estugcientes han mostrado que es posible
el bloqueo de la progresion de la enfermedad yicalinyeccion con dsRNA (ARN de doble

cadena) de genes virales especificos. Esta estrategfectiva en al menos tres virus: WSSV, TSV
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(Taura Syndrome Virus) y YHV (Yellow Head Virus)dBalinoet al, 2007). Se han disefiado
ARN de interferencia cortos (SiARNs) de 21-25 pblaegitud, para el control del WSSV, los
cuales han sido pobres inductores de la inmunidadral secuencia especifica, pero al aumentar
la longitud del ARN la proteccion aumenta y el fiende proteccion se prolonga. Por ejemplo, el
dsARN de longitud completa del gen d@l9 provee un alto nivel de proteccion mientras que
pequefios ARNi del mismo gen no protegieron (Robaira.l,2005). La cepa dB. subtilisBB80-

19 contiene la longitud completa del gep28 (615 pb) ya que contiene la informacién para
expresar ARN de la proteina VP28, bajo la regutaaiél promotor fuerte y de expresion
constitutiva desacB en conjunto con la mutacidegU32 que induce la sobreexpresion del
promotor desacBlo cual predice un potencial aumento de la expredel ARN de VP28, el cual
funciona como ARNi y le confiere a los organism@unados con esta cepa una respuesta
antiviral ante la infeccion con WSSV. Se ha obsdovque dsARN de secuencia no especifica
provee proteccién a corto plazo. Lo que lleva aeeglar que el dsARN induce dos vias: la
respuesta inespecifica y la de ARN de interfereriBiabalino et al., 2007). Los factores
desencadenantes de ARNI inespecificos si mejoramsiauesta antiviral del camarén pero no
confieren una respuesta especifica contra el Bagholomayet al.,2012).

Otros estudios han mostrado que la inyeccion inisamuar de dsRNA, ssRNA (ARN de
cadena sencilla) y constructos de ADN para exprésARN protegen contra la infeccion del
WSSV, resultando en altas tasas de sobrevivendbalRoet al., 2005; Robalincet al., 2007;
Sarathiet al, 2008; Krishnaret al.,2009; Sarathet al.,2010; Parizt al.,2013). A pesar de los
resultados exitosos la desventaja de estos estaditzssnecesidad de la inyeccion intramuscular
del ARN que provea al organismo proteccion cons&ranfeccion. Debido a la cantidad de
organismos que se manipulan en el cultivo de camesta metodologia es impréactica. El uso de
la cepa deB. subtilisBB80-19permite una administracion oral por medio de Imehtacion.
Adicionalmente, a pesar de la eficiencia de lostactos de ADN, estos utilizan el promotor de
Citomegalovirus (CMV), promotor que regula la trenygcion de un virus en células eucariotas y
por motivos de seguridad estas vacunas no podefanosnercializadas (Krishnaet al., 2009;
Bartholomayet al.,2012; Pariat al.,2013). La expresion de ARN bajo la regulacion defotor
desacBde la cep®. subtilis BB80-1%0 representa ningun riesgo ya @aeillus subtilis tiene

actividad probidtica y se ha recomendado su usacuplemento en el alimento de camarén y
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como control de bacterias patogenas en el ambtEntiltivo (Farzarfan, A., 2006; Nimawe &
Selvin, 2009; Olmost al.,2011).

La sobrevivencia a varios desafios con WSSV pastsia la vacunacion con la cepa
BB80-19concuerda con las altas tasas reportadas anteritgrfiRobalincet al, 2005; Mejia Ruiz
et al, 2011).

El mecanismo de ARNi es un proceso que emplea degzocesamiento de pequefios
ARNSs para reconocer, unirse y degradar dsARN engiers ARNs que previenen la expresion
del gen de interés de manera secuencia-esped@fcthplomayet al, 2012). Los mecanismos de
accion del ARNi en camardritopenaeus vannamailn son desconocidos. En base a un sencillo
experimento, Robalino y colaboradoes marcaron latap@ara establecer la teoria sobre la
magquinaria del ARNi en camarén. La inyeccion deMiaRle hemocianina en el camaron resulto
en la disminucion del ARNm de hemocianina, los ltados de este experimento sugieren que el
dsRNA viaja, probablemente por la circulacion,gitéd de inyeccion a tejidos distantes. El dSARN
extracelular es ingresado al interior de las cséldal camarén y finalmente interfiere con la
traduccion de la proteina de interés, por lo qo@anme la existencia de maquinaria de ARNi en
camaron (Robalinet al., 2007). SID-1, es una proteina transmembranalsque como canal
para el transporte de dsARN. Lv-SID-1, homologdl2: Epresente ehitopenaeus vannamess
funcional durante el evento de ARNi y fue caraggta como una proteina indispensable para la
respuesta antiviral especifica e inespecifica (&atheet al, 2010). Sin embargo, moléculas
sintéticas que mimetizan a moléculas naturales sRN y ssARN también pueden ser
transportadas e internalizadas por SID-1 (Shih gitety 2011), lo que podria explicar porque el
tratamiento con la cep8B80-19, que expresa ARN de VP28 de manera potencialmente
aumentada, provee una proteccion contra la infaa@WSSV.

Las ventajas del uso @acillus subtilisfrente a los métodos anteriormente utilizados como
métodos de control de WSSV en camaron, resaltaeehq es un organismo patégeno, por lo que
no hay que someterlo a un proceso extra de mociificgpara atenuar genes de patogenicidad,
permitiendo la administracion oral como un procesable en acuicultura. Tiene actividad
probidtica la cual podria funcionar como adyuvaftene capacidad de crecer en medios simples
y econdémicos, lo que disminuye el costo de produccVentajas que cubren la necesidad del
desarrollo de vacunas basadas en acidos nuclegassp aplicacion practica y rentable en el

cultivo de camarén (Bartholomay al, 2012).
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Conclusiones

Se logré amplificar, fusionar en fase y establégexpresion de ARN de vp28el virus
de la mancha blanca, bajo la regulacién del prond#sacBdeBacillus subtilis.

Las cepas, producto de la transformacién 1, quenediio de PCR muestran amplificacion
del fragmento F, indican que se logro integrarséatioriamente el fragmento F en el genoma de
Bacillus subtilis BB80por lo que se le ha nombrado a este dgpaillus subtilis BB80-18.

Las cepas, producto de la transformacion 2, gugecmn en Medio Minimo-Gli-Trp y por
medio de PCR muestran amplificacion del fragmentinéican que se logré co-transformar e
integrar satisfactoriamente el fragmento F y laaoidindegU32en el genoma d8acillus subtilis
BB8Q por lo que se le ha nombrado a este dgpeillus subtilis BB80-19.

De acuerdo a las curvas de crecimiento realizddastegracion del fragmento F, que
codifica para la expresion de ARN de VP28 del vitada mancha blanca, bajo la regulacion del
promotor desacB,no afecta la curva de crecimiento de las cep&adi#ilus subtilistransformadas.
Asi como tampoco se ve afectada por la integrad@dia mutacioreguU32.

El presente estudio muestra que la administradidhde pellets recubiertos c&acillus
subtilis BB80-19,productora de ARN de&/P28 provee una proteccion contra la infeccion
experimental de WSSV en camarédn blahtopenaeus vannameson necesarios mas estudios

para determinar el mecanismo accion del ARNi queiere la respuesta antiviral en el camarén.
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Perspectivas

» Determinar cuantitativamente la expresion de ARNIeecepaBacillus subtilis BB80-19

por PCR tiempo real.

» Evaluar la capacidad protectora del ARNi produgidola cepaacillus subtilis BB80-19

a mayores dias de cultivanyiltiples desafios con WSSV.

» Evaluar la capacidad protectora del ARNi produg@dola cepaacillus subtilis BB80-19

en diferentes estadios del camaron.

» Determinar el mecanismo de accion del ARNi prodaipidr la cep®acillus subtilis BB80-

19en el camaron.
* Determinar los efectos del ARNi en los mecanism®Bdnmunidad innata en camaron.
» Sustituir el gen dep28por los genes de otras proteinas virales para@vkl capacidad

protectora del ARNi producido y universalizar eldatm de expresion de proteinas virales
para el WSSV.
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Anexo

1. Protocolos

I.  Extraccion de ADN cromosomal

1. Crecimiento: Inocular 3 mL de medio LB con la celgainterés. Crecer 6-8 horas con las
condiciones especificas para la cepa de interéibi(aito, temperatura, etc.).

2. Tomar 1.5 mL de la suspension bacteriana y cegaifd minuto a 14,000 rpm.

3. Decantar sobrenadante y resuspender el pellet&bpb de Buffer TE (Tris-HCI 10mM,
pH=8; EDTA 1mM, pH=8).

4. Agregar 5 pL de Lizosima 10mg/mL e incubar 10 nosw 37°C.

5. Agregar 10 pL de RNAasa 10mg/mL e incubar 20 minat87°C.

6. Adicionar 30 pL de SDS 10% y 3 pL de Proteinasa®DK@mL e incubar 1 hora a 37°C.
Nota: La solucion debe tornarse translicida.
Adicionar 100 pL de NaCl 5M y mezclar.

8. Agregar 80 pL de Solucién de CTAB/NaCl (CTAB al 1@%una solucién de NaCl 0.7M).
Mezclar e incubar 10 minutos a 65°C (tapas losdwom parafilm y tapas de seguridad).

9. Agregar 700 pL de solucion Cloroformo/Alcohol Isdhoo 24:1, agitar y centrifugar 5
minutos a 14,000 rpm.

10. Transferir el sobrenadante acuoso-viscoso a unriubgo. Si es muy gruesa la interfase
repetir el paso 6.

11.Agregar un volumen igual de solucion Fenol/ClorofofAlcohol Isoamilico 25:24:1,
agitar y centrifugar 5 minutos a 14, 000 rpm.

12. Transferir el sobrenadante aun tubo nuevo (aprai@mente 600 pL).

13. Agregar 0.6 volumenes de isopropanol (360 uL) pezaipitar los &cidos nucleicos. Agitar
el tubo y centrifugar 10 minutos a 14,000 rpm.

14.Decantar el sobrenadante.

15. Lavar con 1 mL de Etanol al 70%. Centrifugar 5 umms a 14, 000 rpm y decantar el
sobrenadante.

16. Secar el pellet a temperatura ambiente.
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17.Resuspender el pellet con 100 pL de Buffer TE.

Extraccion de ADN plasmidico
1. Crecimiento: Inocular 3 mL de medio LB Miller com tepeE. coli de interés. Agregar
Ampicilina para llevar a una concentracion de 5@ylgde medio. Crecer 6-8 horas a 37°C
a 250 rpm.
Tomar 1.5 mL de la suspension bacteriana y cegaifd minuto a 14,000 rpm.
Decantar sobrenadante y resuspender el pellet@®mpll de Solucion 1 fria.
Agregar 150 pL de la Solucién 2 y mezclar por isi@ suavemente.
Incubar 5 minutos en hielo.

Agregar 200 pL de la Solucién 3 y mezclar por isid@r suavemente.

N o o bk~ Db

Incubar 10 minutos en hielo.

18. Centrifugar 15 minutos a 14,000 rpm.

19. Tomar el sobrenadante, evitando tocar o tomarediptado blanco, y pasarlo a un tubo
nuevo tomando nota del volumen extraido (aproxinmestee 400 uL).

20.Si aun se observan precipitados blancos, repgtass 9.

21.Tratar con 4 uL de RNAasa 10mg/mL e incubar 15 ioma 37°C.

22.Precipitar el ADN plasmidico con dos volimenes ten& Absoluto (800 uL). Invertir
varias veces para mezclar y mantener 30 minut@e°&-

23.Centrifugar 15 minutos a 14,000 rpm.

24.Decantar el sobrenadante y lavar el ADN plasmidao500 pL de Etanol al 70%. Invertir
varias veces.

25. Centrifugar 5 minutos a 14,000 rpm.

26.Descartar el sobrenadante y secar a temperaturiar@mpor no mas de 10 minutos.

27.Resuspender en 80 pL de Buffer TE #OHibre de nucleasas.

28.Almacenar a -20°C.
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Preparacion de células competentés. coli DH5a

. CrecerE. coli DH5 en5 mL de LB Miller sin antibidtico durante toda laahe a 37°C y

200 rpm.

. Diluir el cultivo 1:50 en LB Miller fresco sin atiidtico, crecer a 37°C y 200 rpm hasta

una DQoonmde aproximadamente 0.3-0.4.

. Concentrar las células por centrifugacion a 4°Gnibutos y 2,500 rpm. Descartar el

sobrenadante y resuspender en ¥z volumen dexCa@hM frio. Incubar 20 minutos en
hielo.

. Concentrar las células por centrifugacion a 4°Gnibutos y 2,500 rpm. Descartar el

sobrenadante y resuspender en 1/10 volumen de B2@hM frio. Incubar 1 hora en hielo.

. Usar inmediatamente por choque térmico (50 pL dé@ulag competentes por

transformacion) o agregar glicerol estéril a unaceatracion final de 15%, alicuotar 200

uL en tubos de 600 pL estériles y almacenar a -80°C

Transformacion de células competenteRB. coli DH5a

1. Descongelar en hielo las células competeBteli DH5.

. Enun tubo de 1.5 mL estéril, agregar 50 pL delagloompetentels. coli DHYx y 1 pL

ADN plasmidico o 5-8 puL de producto de ligaciérgligesea el caso. Homogenizar con la

micropipeta.

3. Incubar 30 minutos en hielo.

4. Colocar 2 minutos en bafio maria a 42°C (shock té&re inmediatamente colocar 2

minutos en hielo.

5. Agregar 900 pL de LB Miller sin antibiotico.

6. Incubar 1 hora a 37°C y 250 rpm. Posteriormentsirifegar los tubos por 1 minuto a

14,000 rpm.

. Descartar 800 pL del sobrenadante y con el medtanmte, 100-150 pL, resuspender el

pellet agitando los tubos suavemente.

. Plaquear (con 6 perlitas estériles) en cajas dmlilBr-Amp>°-Xgal-IPTG, para el caso de

pGEM-F; y en cajas de LB Miller-Anif} para el caso de transformaciéon con pDGF.

. Incubar las placas a 37°C de 12-24 horas.
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10. Al siguiente dia se observaran colonias que lograrecer en presencia de ampicilina. Las

colonias se resembraran en otro placa de LB Milep®®para su almacenamiento y uso

posterior a 4°C.

Transformacion de Bacillus subtilis.
. Estriar las colonias de interés en cajas con Liekar toda la noche a 37°C.
. Al siguiente dia por la mafiana, resuspender undaaga las células al siguiente caldo

nutritivo:

Sales de Bacillus 10X 250.0 pL
Glucosa al 20% 62.5 pL
MgSQs 1M 12.5 pL
Casaminoécidos al 20% 2.5 uL
Triptéfano 10mg/mL 31.2 uL
Histidina 10mg/mL 31.2 pL
Glicina 10mg/mL 31.2 uL
H20 dd estéril 2079.0 pL

Mezclar todos los ingredientes en un tubo de enday&8 X 150 estéril con tapa para
permitir la oxigenacion.

. Agitar a 300 rpm y 37°C durante 5 horas o hastasguebtenga un movimiento flagelar
fuerte. Lo anterior debe irse verificando en elnzgcopio.

. Preparar un segundo medio de dilucién que contiessgeiguientes nutrientes:

Sales de Bacillus 10X 250.0 puL
Glucosa al 20% 62.5 pL
MgSQu 1M 12.5 uL
Casaminoécidos al 20% 1.25 L
Triptéfano 10mg/mL 3.1puL
Histidina 10mg/mL 3.1puL
Glicina 10mg/mL 3.1uL
H20 dd estéril 2165.0 pL

5. Preparar una dilucion 1:10 del cultivo crecido $adsocon el segundo medio de dilucion

(250 pL cultivo crecido 5 horas + 2.25 mL de metkdilucion). Adicionar a dos tubos de
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ensaye 1 mL de la dilucién, y sélo a un tubo (protd) adicionar 10 uL de ADN con el

cual se desea transformaBacillus subtilisy otro tubo (control) no se le adiciona nada.

6. Colocar los tubos de nuevo en el agitador a 37Cubar 1.5 horas.

7. Preparar las cajas con antibittico o cajas sekxtile auxotrofia que se transfirié con el

N o o bk~ Db

9.

ADN con el cual se transformd. Plaquear 100 plcd#ivo transformado e incubar a 37°C

por 24 horas.

Purificacion de productos de PCR

Mezclar 100 pL de producto de PCR, previamentealisado en gel de agarosa para
confirmar que sea el producto especifico, con 408q@HO y homogenizar.

Agregar 250 pL de Fenol y dar vortex.

Agregar 250 pL de Cloroformo y dar vortex.

Centrifugar 5 minutos a 14,000 rpm.

Tomar la fase acuosa y pasar a un Centricon YMvBllifore, Co)

Agregar 1 mL de bD.

Centrifugar 15 minutos a 5,000 rpm, repetir el psac hasta obtener un volumen de
aproximadamente 100 pL. Si se logra filtrar todenlgestra agregar 100 pL de® Dar
vortex por 1-2 minutos para despegar el ADN reterd el filtro (poner un pedazo de
papel en el fondo para evitar el contacto direotoe vortex).

Vaciar el contenido del Centricon YM-30 en el tudecoleccion y centrifugar 1 minutos
a 2,000 rpm.

Visualizar el producto purificado en gel de agar@sh2%.

10. Alicuotar el producto purificado y mantener a -20°C

P w0 N PE

Actividad de a-amilasa extracelular deBacillus.

Preparar cajas de LB-almidén al 5%.

Estriar las cepas dgacillu subtilisde interés una noche antes.

Incubar a 37°C por 12 horas.

Al siguiente dia, tomar la caja abrirla y en latpate adentro de la tapa adicionar unos
granulos de Yodo.

Cerrar la caja manteniendo la tapa hacia abajo.
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6. Colocar la caja Petri en la parrilla a 37°C o n@@s) la tapa hacia abajo, hasta que los
vapores de Yodo tifan de azul todo el medio deveultos halos se forman cuando es
degradado el almidén alrededor de las coloniagpabn de lag-amilasas y se observan
translucidos.

2. Medios y Soluciones

Agar LB, para Bacillus

Para prepara un litro de agar LB agregar:
10g de Triptona

5g de Extracto de Levadura

0.5g de NacCl

159 de Agar

Llevar a 1 litro con KO destilada. Esterilizar y posteriormente, plaguealmacenar a 4°C.

Agar LB-almidon

Para determinacion de la actividad dedaanilasas extracelulares Bacillus subtilis.

Para prepara un litro agregar:

10g de Triptona

5g de Extracto de Levadura

0.5g de NacCl

159 de Agar

5g de almidon soluble

Pesar el almidon en un vaso de precipitado. Agragaa y mezclar con una espatula hasta lograr
una disolucién homogénea. Cuando la solucién sdarome, sin grumos, agregar el resto de los
componentes y llevar a 1 litro con.® destilada. Esterilizar y posteriormente, plaquear
almacenar a 4°C.

Agar LB Miller, para E. coli
Para preparar un litro de agar LB Miller agregar:
10g de Triptona
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5g de Extracto de Levadura

10g de NaCl

159 de Agar

Llevar a 1 litro con KO destilada. Esterilizar y posteriormente, plaqueaimacenar a 4°C.

Buffer TAE

Para preparar 1 litro de Buffer TAE 5X agregar:

24.2g de TRIS-Base

5.7 mL de Acido acético glacial

100 mL de EDTA 0.5M pH=8

Aforar a 1 litro con HO destilada. Para su uso en electroforesis, prepaeadilucion 1:5 para
obtener una concentracion 1X (50mL de Buffer TAE5X50 mL de HO destilada).

IPTG

Stock de 10mg/mL del sustrato isopropil-14d galactosido (IPTG) disuelto en 1 mL deCH
dd estéril, se almacena a -20°C. Se utilizan 1@gricada 20 mL de medio LB.

Medio LB, para Bacillus

Para preparar un litro de LB agregar:

10g de Triptona

5g de Extracto de Levadura

0.5g de NacCl

Llevar a 1 litro con KO destilada. Esterilizar y almacenar a 4°C.

Medio LB Miller, para E. coli

Para preparar un litro de LB Miller agregar:
10g de Triptona

5g de Extracto de Levadura

10g de NaCl

Llevar a 1 litro con KO destilada. Esterilizar y posteriormente almacenéiC.



48

Medio Minimo para Bacillus

Medio Minimo para la determinacion de auxotrofigaciar dentro de una botella de 1 litro:
179 de Agar

890 mL de HO destilada y esterilizar.

Por cada litro agregar las siguientes soluciongsiles:

Sales de Bacillus 10X 100 mL
Glucosa al 50% 10 mL
MgSOy 1M 2.5mL
FeCk 2.0 mL

Suplementos nutricionales
Suplementos nutricionales utilizados frecuentememtetrabajos con bacterias. Son tales las
soluciones stock que se agregan 5 mL por litro ddionpara el nivel de suplementacion normal.

Nutriente Solucion Stock (%) Esterilizar Notas
Glicina 0.20 Autoclavear -
Histidina 0.31 Autoclavear -

Disolver la solucion
Triptoéfano 0.41 Filtrar con unas gotas de
NaOH

Medio Schaeffer

Para preparar un litro de medio agregar:

8g de Nutrient Broth

1g de KClI

0.13g de MgS® 7 HO

Llevar a 1 litro con KO destilada. Ajustar pH a 7.2 y esterilizar.
Adicionar asépticamente las siguientes soluciooed.itro de medio:
1 mL de FeS@1mM

1 mL de NaSQx 1M

1 mL de MnC} 10mM
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Sales para Bacillus 10X
140.0g de KHPQy

60.0g de KHPOy

20.0g de (NH)2SOy

Llevar a 1 litro con KO destilada y esterilizar.

Solucion 1 para extraccion de ADN plasmidico
Para preparar 100mL de Solucion 1 agregar:
5 mL de Tris-HCI 1M pH=8

2 mL de EDTA 0.5M pH=8

Llevar a 100 mL con D destilada. Almacenar a 4°C.

Solucién 2 para extraccion de ADN plasmidico
Para preparar 50 mL de Solucion 2 agregar:

5 mL de SDS 10%

1 mL de NaOH 10N

Llevar a 50 mL de kD destilada.

Soluciodn 3 para extraccion de ADN plasmidico
Acetato de Na o K 3M pH=5.5

X-gal
Stock de 20mg/mL de sustrato 5-Br-4-Cl-3-ind@lB-galactosido (Xgal) disuelto en 1 mL de N-
N’-dimetilformamida, se almacena a -20°C. Se wiiZ0 pL del stock para 20 mL de medio LB.



