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Resumen

La Enfermedad de Necrosis Hepatopancreatica Aguda (AHPND por sus siglas en inglés)
representa una de las principales problematicas en la acuicultura del camardn, causando altas
mortalidades y pérdidas econdmicas significativas. Esta enfermedad es provocada por cepas de
Vibrio parahaemolyticus que portan el pldsmido pVA1, el cual codifica las toxinas PirA y PirB,
responsables del dafio en el hepatopancreas. Debido a las limitaciones asociadas al manejo de
cepas patogenas, la expresion heterdloga en Escherichia coli constituye una alternativa segura
para su estudio. El objetivo del presente estudio es producir de manera recombinante las
toxinas PirA y PirB de V. parahaemolyticus utilizando E. coli como sistema de expresidon
heterdlogo. En este trabajo se logrd la expresion de las toxinas recombinantes Pir AP y Pir BYP
en E. coli BL21 mediante los vectores pCOLDI y pET28a. Las construcciones genéticas se
confirmaron mediante la purificaciéon del ADN plasmidico y la electroforesis en gel de agarosa.
La expresidn proteica se indujo con IPTG y se evalué mediante SDS-PAGE, donde se observé una
mayor acumulacion en la fraccién insoluble, lo que sugiere la formacién de cuerpos de inclusion.
La identidad de las proteinas se confirmé mediante Western blot con anticuerpos anti-His-Tag.
Finalmente, las proteinas se purificaron mediante cromatografia de afinidad con Ni-sefarosa.
Los resultados demuestran que el sistema de expresiéon empleado es adecuado para la
produccion de las toxinas Pir AY? y Pir B'P, lo que constituye una fuente confiable para estudios
posteriores sobre su estructura, funcién y aplicaciones en el estudio, diagndstico y control de
AHPND.

Palabras clave: AHPND; Vibrio parahaemolyticus; toxinas PirA y PirB; expresién heterdloga;
Escherichia coli.
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Summary

Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND) is a major threat to shrimp aquaculture,
causing high mortality rates and substantial economic losses worldwide. The disease is
associated with strains of Vibrio parahaemolyticus carrying the pVA1 plasmid, which encodes
the PirA and PirB toxins responsible for the characteristic hepatopancreatic damage. Because
working with pathogenic strains is subject to biosafety constraints, heterologous expression in
Escherichia coli offers a practical, safer approach to studying these toxins. In this study, PirA and
PirB toxins from V. parahaemolyticus were successfully expressed as recombinant proteins in E.
coli BL21 using the expression vectors pCOLDI and pET28a. The presence of the constructs was
confirmed by plasmid extraction and agarose gel electrophoresis. Protein expression was
induced with IPTG and analyzed by SDS-PAGE, which showed greater accumulation in the
insoluble fraction, consistent with inclusion body formation. The identity of the recombinant
proteins was further confirmed by Western blot using anti-His tag antibodies. Purification was
achieved by Ni-sepharose affinity chromatography. Overall, the expression system proved
effective in producing Pir AYP and Pir BV, providing a reliable source of these toxins for future
studies on their structure, function, and potential applications in AHPND research, diagnosis,
and control.

Keywords: AHPND; Vibrio parahaemolyticus; PirA and PirB toxins; heterologous expression;
Escherichia coli.
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1. INTRODUCCION
1.1 Acuicultura de camarén y Vibrio spp.

Durante 2022, la actividad pesquera y acuicola registrd una produccién histérica de
aproximadamente 223.2 millones de toneladas, generando un valor econédmico cercano a los
472 000 millones de ddlares estadounidenses, aportando en promedio 20.7 kg de productos
acudticos de origen animal destinados al consumo per cdpita. Estos productos representaron
alrededor del 15% de las proteinas animales consumidas a nivel mundial, en diversos paises de
Asia y Africa, el consumo per capita de productos acudticos de origen animal superé el 50%. Por
otra parte, aunque la pesca extractiva ha permanecido relativamente constante en los ultimos
afos, la acuicultura presentd un incremento de 6.6% desde 2020, llegando a aportar mas del

57% de los productos acudticos destinados al consumo humano (FAO, 2024).

Uno de los cultivos de importancia comercial es el de camarén, principalmente el blanco
(Penaeus vannamei), registrando 6.8 millones de toneladas, lo que lo consolida como una de las
principales actividades productoras de alimentos de origen acuatico segln datos de 2022 (FAO,
2024). Los sistemas de cultivo intensivos y semiintensivos, aunque incrementan la
productividad, generan condiciones ambientales que pueden deteriorarse rapidamente, lo que
provoca estrés fisiolégico en los camarones. Este estrés conduce a una disminucidon de las
defensas inmunitarias y a un incremento de la susceptibilidad frente a patégenos (Horowitz y
Horowitz, 2001; Le Moullac y Haffner, 2000). Diversos microorganismos potencialmente
patdgenos pueden coexistir de forma latente con los camarones sin causar dafio aparente; no
obstante, bajo condiciones de estrés, estas infecciones pueden activarse y derivar en brotes

agudos que ocasionan pérdidas significativas en la produccion (Gémez-Gil et al., 2001).

Las bacterias pertenecientes al género Vibrio han sido identificadas recurrentemente como
patdgenos oportunistas en el cultivo de camardn, tanto durante la etapa larvaria como en los
sistemas de engorda. La presencia y predominancia de determinadas especies varia
dependiendo de la fase de cultivo. En estanques de engorda se han reportado con mayor
frecuencia especies como Vibrio parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. vulnificus vy
Photobacterium damselae. en sistemas de cultivo larvario destacan principalmente V. harveyi y

V. splendidus (Gémez-Gil et al., 2001).
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La vibriosis representa una de las enfermedades bacterianas mas importantes en las etapas
iniciales del desarrollo de los camarones, debido a las elevadas tasas de mortalidad que puede
ocasionar, generando pérdidas econdmicas significativas para la industria acuicola (Aguirre-

Guzman et al., 2001).

1.2 Vibrio parahaemolyticus y la Enfermedad de Necrosis Hepatopdancreatica Aguda (AHPND)
en camarones

Actualmente, al menos 20 especies del género Vibrio han sido reportadas como patégenas de
camarones peneidos (Jayasinghe, 2010; Heenatigala y Fernando, 2016). Entre ellas destaca la
especie Vibrio parahaemolyticus, una bacteria patégena ampliamente distribuida en ambientes
marinos, presente en sedimentos, particulas en suspensién y en forma plancténica, y que actua
como agente infeccioso de diversos organismos marinos. Muestra una marcada afinidad por el
camaron blanco (Litopenaeus vannamei), al cual se adhiere a la superficie quitinosa y prolifera

en condiciones de alta disponibilidad de nutrientes (Broberg et al., 2011).

V. parahaemolyticus destaca como el principal agente causal del sindrome de mortalidad
temprana (EMS, por sus siglas en inglés), una enfermedad emergente que afecta gravemente la
produccién camaronera (Zorriehzahra y Banaederakhshan, 2015), posteriormente denominada
AHPND (del inglés Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease) (Tran et al.,, 2013). Esta
enfermedad ha sido diagnosticada en camarones peneidos como Penaeus monodon Fabricius,
1798 y Litopenaeus vannamei (Boone, 1931), y ha sido reportada desde 2009 en paises del
Pacifico Asiatico, con una posterior expansién al Pacifico Mexicano y al resto de América (Hong
et al., 2016), afectando principalmente a postlarvas durante los primeros 20—30 dias posteriores
a la siembra, con tasas de mortalidad que pueden alcanzar el 100% (Lightner et al., 2012 a,
2012b), generando pérdidas econdmicas cercanas a los mil millones de ddlares en Asia, de

acuerdo con la Global Aquaculture Alliance.

1.3 Toxinas de V. parahaemolyticus: proteinas PirA'" y PirB"P

Los andlisis histopatoldgicos de camarones infectados con EMS/AHPND han demostrado la
contraccion, pérdida y separacién de las células epiteliales presentes en los tubulos del

hepatopancreas hacia la luz tubular, son evidencia de una respuesta inflamatoria significativa, lo



que sugiere una etiologia mediada por toxinas (Tran et al., 2013). Tran et al. (2013) describieron
al agente causal de la AHPND como una cepa virulenta de Vibrio parahaemolyticus (VPAHPND)
capaz de colonizar el estdmago del camardn, producir una potente toxina y provocar dafio
agudo en el hepatopancreas. Posteriormente, se demostrd que la patogenicidad de estas cepas
estd asociada a la adquisicion de un plasmido especifico de aproximadamente 70 Kpb (pVA1),
que codifica la toxina binaria Pir (del inglés Photorhabdus insect-related), compuesta por las
subunidades PirA'? y PirB'P, homdlogas a la toxina binaria Pir de las bacterias del género
Photorhabdus. Este plasmido contiene, ademds, genes involucrados en mecanismos de
transferencia horizontal mediante conjugacién, lo que sugiere su potencial de diseminacién no
solo entre cepas de V. parahaemolyticus, sino también hacia otras especies bacterianas (Han et

al., 2015a, 2015b).

Estudios estructurales han demostrado que las toxinas PirAYP y PirB'P conforman un sistema
binario con actividad formadora de poros, capaz de interactuar con las membranas celulares y
de provocar la desestabilizacién de la integridad tisular (Lin et al., 2019). Adicionalmente, se ha
evidenciado que la expresidn de los genes PirAY? y PirB"? esta regulada por sistemas de quorum
sensing, lo que indica que la produccién de estas toxinas depende no solo de la presencia del
plasmido, sino también de factores ambientales y de la densidad celular bacteriana (Kumar et

al., 2020; Lin et al., 2022; Muthukrishnan et al., 2022).

1.4 Proteinas recombinantes PirA"? y PirB"P: Expresion heteréloga en Escherichia coli

A pesar de los avances en la comprensién de la genética y la epidemiologia de V.
parahaemolyticus, persisten limitaciones importantes en el estudio funcional de las toxinas
PirAY? y PirB'P. El manejo directo de cepas patdgenas representa un alto riesgo bioldgico,
requiere infraestructura de bioseguridad especializada y dificulta la obtencidn de cantidades
suficientes de toxinas purificadas para estudios bioquimicos, estructurales y de toxicidad.
Ademads, la elevada variabilidad genética entre aislados clinicos y ambientales complica la
estandarizacién de protocolos experimentales y de ensayos de desafio en camarén (Kongrueng

etal. 2015).
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La produccidn de proteinas recombinantes en sistemas bacterianos comenzé a desarrollarse
hace aproximadamente cuatro décadas como respuesta a la necesidad de obtener proteinas
terapéuticas de manera continua, segura y con calidad homogénea. Desde entonces, los
sistemas de expresion heterdloga se han consolidado como herramientas eficientes para la
obtencién y analisis de proteinas de interés biotecnolégico. Entre los organismos utilizados con
mayor frecuencia para este propdsito destaca E. coli, debido a las ventajas que ofrece a nivel
experimental y productivo, incluyendo su rapida tasa de crecimiento, bajo costo de
mantenimiento y facilidad para realizar manipulaciones genéticas (Demain y Vaishnav, 2009;
Rosano y Ceccarelli, 2014). Ademas, el conocimiento detallado de su genoma, fisiologia y
metabolismo ha favorecido el desarrollo de multiples estrategias de ingenieria genética
orientadas a optimizar la produccion de proteinas recombinantes. Asimismo, se dispone de una
amplia variedad de vectores de expresién bien establecidos que facilitan el control de la
expresion heterdloga y la obtencién de altos niveles de produccion en medios de cultivo
simples, lo que convierte a E. coli en un sistema eficiente y confiable para el estudio y

produccién de proteinas de interés (Demain y Vaishnav, 2009).

La secuencia genética de la proteina objetivo suele incorporarse en plasmidos de expresién
utilizados para la produccién recombinante, cuyo tamafo y numero de copias estan
determinados principalmente por el origen de replicacién. Los plasmidos caracterizados por
presentar un alto numero de copias intracelulares (hasta 500 copias por célula o mas) son
frecuentemente preferidos, ya que se asume que un mayor numero de copias del gen de interés
favorece una mayor produccién de la proteina recombinante. Sin embargo, el nimero real de
copias plasmidicas se encuentra sujeto a variaciones asociadas con las condiciones ambientales

del cultivo y la fisiologia bacteriana (Sayadi et al., 1989).

El uso de E. coli como sistema heterélogo permite una produccion eficiente, reproducible y
controlada de proteinas de interés, lo cual resulta especialmente relevante para la expresion de
proteinas bacterianas, entre ellas las toxinas PirAY? y PirB'? descritas en cepas patdgenas de V.
parahaemolyticus. Este enfoque facilita su estudio funcional en condiciones seguras vy
estandarizadas, favoreciendo una comprension mas detallada de los mecanismos de

patogenicidad asociados con la AHPND. Adicionalmente, estas toxinas han sido estudiadas en



otros contextos, particularmente por su similitud estructural y funcional con toxinas bacterianas
utilizadas como bioinsecticidas, asi como por su potencial de aplicacién en diversos desarrollos
biotecnoldgicos y biomédicos. En este contexto, la produccién recombinante de proteinas PirA'?
y PirB'P representa una estrategia clave para generar herramientas confiables orientadas tanto
al andlisis de patogenicidad, diagndstico y control de la enfermedad, como a la exploracién de
nuevas aplicaciones biotecnoldgicas, motivo por el cual el presente trabajo se centrd en la
clonacion, expresion y produccion de estas toxinas recombinantes en E. coli como sistema

heterdlogo.



2. ANTECEDENTES
2.1 Origen y diseminacion de AHPND

La AHPND fue reportada por primera vez en 2009-2010 en regiones meridionales de China y
rapidamente se extendié hacia Vietnam, Tailandia, Malasia y, posteriormente, a paises de
América Latina, incluido México. Esta enfermedad afecta principalmente a camarones peneidos
durante las primeras etapas postlarvarias, generando mortalidades que pueden alcanzar el
100% en los primeros 30 dias de cultivo (Lightner et al., 2012a, 2012b; FAO, 2014). La rapida
diseminacion de AHPND ha causado pérdidas econdmicas millonarias en la industria

camaronera mundial, evidenciando su impacto sanitario y productivo.

2.2 Relacién entre el plasmido pVA1 vy la virulencia de V. parahaemolyticus

La identificacion del agente causal de la AHPND fue posible mediante estudios comparativos
entre cepas de V. parahaemolyticus con caracteristicas patédgenas y no patdgenas, en los que se
secuenciaron por completo sus genomas. Estos andlisis permitieron detectar un plasmido de
aproximadamente 70 kb, denominado pVA1, cuya presencia se limita a las cepas asociadas a la
enfermedad. En dicho plasmido se localizaron los genes PirA*? y PirB*?, responsables de la
produccién de las toxinas implicadas en la patogenicidad. La relevancia funcional de este
elemento genético se confirmd mediante bioensayos de infeccion experimental y andlisis
histopatolégicos en camardn, en los que Unicamente las cepas portadoras de pVA1l indujeron
lesiones caracteristicas de la AHPND. En contraste, las cepas que carecian del pldsmido no
provocaron dafio, lo que permitid establecer que las toxinas PirAY? y PirB'? son las responsables
directas del dafio severo al hepatopancreas, incluyendo necrosis tisular, desprendimiento del
epitelio y destruccién de los tubulos hepatopancredticos (Tran et al., 2013; Veldzquez-Lizarraga

etal., 2019).

Investigaciones posteriores confirmaron que la patogenicidad de V. parahaemolyticus asociado
a AHPND esta estrechamente relacionada con la presencia del pldsmido pVALl. Este elemento
genético movil contiene no solo los genes PirA"? y PirB'?, sino también genes asociados a la

transferencia horizontal, lo que sugiere un alto potencial de diseminacién entre cepas



bacterianas. Se ha propuesto que la adquisicion de este plasmido convierte cepas no patdgenas

en altamente virulentas (Han et al., 2015b; Lee et al., 2015).

2.3 Toxinas PirAVP y PirB"P

Los primeros estudios sobre la toxina binaria Pir fueron realizados por Duchaud et al. (2003) en
donde secuenciaron el genoma de la bacteria entomopatégena Photorhabdus luminiscens y
proponen que esta toxina era una hormona que tenia efecto sobre la metamorfosis de los
insectos impidiendo que los organismos alcanzaran su estadio adulto, es decir, cumplir su ciclo

de vida completo.

Posteriormente Sirikharin et al. (2015) y Wang et al. (2023) realizan la evaluacion de la
bioquimica, biologia y aplicacién de las toxinas binarias y se confirma que PirAY? y PirB"? forman
un sistema de toxina binaria, en donde uno de los componentes presenta actividad citotdxica

mientras que el otro componente media la unién a un receptor especifico de union.

Existen otros estudios como los de Lee et al. (2015), Ahantarig et al. (2009), y los de Lin et al.
(2017), en los cuales se ha realizado la evaluacién de los mecanismos citotéxicos y la estructura
de las toxinas PirAY? y PirB'P, en donde se ha encontrado y confirmado que las toxinas PirAY? y
PirB'P de V. parahaemolyticus presentan similitud estructural con las toxinas Cry de Bacillus
thuringiensis. Estos estudios muestran que las secuencias de aminoéacidos de Pir BY?, pero no pir

AY?, muestran similitud con el dominio formador de poros de la toxina Cry de B. thuringiensis.

Algunos autores como Yang et al. (2014), Lee et al. (2015), y Wang et al. (2023) realizan estudios
sobre la evaluacion del genoma y anotacion funcional de V. parahaemolyticus y determinan que
los genes codificantes para las toxinas PirAY? y PirBY? en esta bacteria se encuentran formando

parte de un plasmido denominado pVA1 con un tamafio aproximado de 70 kb.

Recientemente Wang et al. (2023), realizaron una revision bibliografica de las toxinas Pir de
Photorhabdus y Vibrio en insectos y crustaceos como insecticida y determinaron que PirAY? y
PirB'P se comporta como una toxina binaria que mata insectos y crustdceos acuaticos, ademas,
concluyen que PirAY? y PirBY?P se complementan unas con otras para maximizar su actividad

citotoxica.



2.4 Produccidn de proteinas recombinantes

El proceso de sintesis de proteinas recombinantes constituye uno de los avances mas
significativos de la biotecnologia contemporanea. En 1973, Cohen et al. realizaron un
experimento histérico al insertar un gen extrafio en un plasmido bacteriano y expresarlo en E.
coli, estableciendo el fundamento de la tecnologia de clonacion y expresion recombinante. Este
avance permitié visualizar por primera vez la posibilidad de utilizar microorganismos como

“fabricas" bioldgicas para la sintesis de proteinas de interés.

Durante los afos 80, E. coli se consolidd como el sistema principal de expresién debido a su
rapido crecimiento, bajo costo y facilidad de manipulacion. En 1982 se logrd uno de los hitos
mas importantes en biotecnologia: la produccién comercial de insulina humana recombinante,
la primera proteina terapéutica aprobada basada en ADN recombinante (Goeddel et al., 1979).
Este logro transformé la industria farmacéutica y confirmé la viabilidad de la produccidn de

proteinas recombinantes a nivel masivo.

A lo largo de las ultimas décadas, se han optimizado multiples componentes tecnoldgicos,
incluyendo vectores de alta expresion, promotores fuertes como T7, etiquetas de purificacion
(His-tag, GST) y protocolos de cromatografia, lo que ha contribuido al perfeccionamiento de la
solubilidad, la estabilidad y el rendimiento de las proteinas producidas (Rosano y Ceccarelli,
2014). Actualmente, la obtencidn de proteinas recombinantes representa un proceso
fundamental para el desarrollo de vacunas, enzimas, toxinas, terapias bioldgicas y estudios

funcionales, incluyendo las toxinas bacterianas PirA'P y PirB"".



3. JUSTIFICACION

La necrosis hepatopancredtica aguda es una de las principales enfermedades que afectan la
industria acuicola del camarén a nivel mundial, lo que ocasiona pérdidas econdmicas
significativas. Esta patologia es provocada por cepas de V. parahaemolyticus portadoras del
plasmido pVA1, responsable de codificar las toxinas PirAY? y PirB'P, responsables del dafio
severo en el hepatopdncreas. Sin embargo, el estudio estructural y funcional de estas toxinas se
ve limitado por los riesgos asociados al manejo de cepas patdgenas y por la dificultad para

obtener cantidades suficientes de la toxina nativa.

La expresion recombinante en E. coli representa una alternativa segura y eficiente para la
produccion controlada de PirAY’ y PirBY?, evitando la manipulacion de cepas virulentas y
facilitando su purificacién y caracterizacion molecular. Disponer de estas proteinas en forma
recombinante permitird avanzar en su analisis bioquimico y en la evaluacién funcional in vitro,
generando bases experimentales para futuros estudios orientados al diagndstico, a la

comprension del mecanismo de accién y al manejo sanitario de AHPND en la acuicultura.
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4. HIPOTESIS
Las toxinas PirAY? y PirB'P de V. parahaemolyticus pueden expresarse de manera heterdloga en

E. coli en forma soluble y en cantidades detectables, conservando caracteristicas estructurales

gue permitan su purificacidon, su caracterizacion molecular y bioquimica.



11

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Obtener las proteinas recombinantes PirAY? y PirBY? de V. parahaemolyticus mediante su
expresion heterdloga en E. coli, con el fin de disponer de material proteico purificado en

cantidad suficiente para su caracterizacion molecular.

5.2 Objetivos particulares

e Generar y confirmar construcciones genéticas adecuadas para la expresion heterdloga de
los genes PirAP y PirB"P.

e Establecer condiciones de expresion en E. coli que permitan la produccion de las proteinas
recombinantes PirA'? y PirBY?, detectables.

e Obtener las proteinas recombinantes PirAY? y PirBY? con un grado de pureza adecuado
mediante técnicas de purificacidn por afinidad.

e Confirmar la identidad y el peso molecular de las proteinas recombinantes mediante

analisis electroforético e inmunodeteccion.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Obtencidn y validacidon de construcciones recombinantes

La base experimental para la obtencién de las proteinas recombinantes PirAY? y PirB'? utilizadas
en el presente estudio se sustenta en desarrollos previos reportados por Almanza (2018), quien
llevé a cabo la caracterizacién molecular de cepas de V. parahaemolyticus asociadas a AHPND.
En dicho trabajo se realizé el aislamiento de plasmidos, la confirmacién por PCR de los genes
correspondientes a PirAY? y PirB'?, el analisis comparativo de sus fragmentos y la generacion de

construcciones recombinantes destinadas a su expresion heterdloga.

Desde el punto de vista metodolégico, Almanza (2018) desarrollé la amplificacion especifica de
los genes codificantes de PirA'P y PirBY? mediante Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR),
seguida de la verificacion de la identidad de los productos mediante secuenciacion y su
alineamiento con secuencias de referencia. Posteriormente, los fragmentos génicos fueron
clonados en vectores intermedios y subclonados en vectores de expresion que incorporan sitios
de restriccion especificos para asegurar su correcta insercidén y orientacién. Las construcciones
recombinantes obtenidas fueron transformadas en cepas competentes de E. coli, y su integridad
estructural fue confirmada mediante PCR de colonia, digestiones enzimaticas y secuenciacion.

En el presente estudio, dichas construcciones recombinantes generadas en trabajos anteriores

fueron utilizadas para la expresidn y caracterizacién posterior.

6.2 Crecimiento rutinario de E. coli con las construcciones genéticas de las endotoxinas Pir AYP
y Pir BP

Las construcciones genéticas correspondientes a los genes codificantes de las endotoxinas
PirAY? y PirB'P, previamente generadas y validadas, se encontraban preservadas a —-80 °C en
crioviales de 2 mL (medio Luria Bertani (LB) suplementado con glicerol al 30% v/v), para su

conservacion a largo plazo.

La reactivacion bacteriana se realizé mediante inoculacion de 50 plL del cultivo criopreservado
en tubos que contenian 5 mL de medio LB estéril suplementado con agente antibidtico

apropiado como marcador de seleccién. Se utilizaron 2 vectores de expresion recombinante
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(Fig. 1): Los vectores pColdI-PirAY? y pET28a-PirB'? (Almanza, 2018) con resistencia a ampicilina

y kanamicina, respectivamente.
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Figura 1. Mapas de los vectores de expresidn recombinante utilizados en este estudio. (A)
Vector pCOLDI que alberga el gen responsable de codificar la toxina PirAY?, regulado por un
promotor inducible, sefialado con una flecha azul. (B) Vector pET28a que contiene el gen que
codifica la toxina PirB'?, también bajo un sistema de expresidon inducible, indicado con una
flecha roja. En ambos vectores se muestran los principales elementos funcionales, incorporando
elementos como el origen de replicacion y el marcador selectivo de resistencia a antibidticos y
la regién de clonacién multiple. Tomado de Almanza (2021).

En el caso de las células transformadas con el vector pColdl-PirA'*, se adicioné ampicilina (50
pug/mL), mientras que para las células portadoras del vector pET28a-PirBP se empled

kanamicina (50 pg/mL), segln los marcadores de resistencia codificados en cada plasmido.

Los cultivos permanecieron en incubacidn nocturna a 37 °C y 150 rpm de agitacién continua,
para favorecer el crecimiento bacteriano. Posteriormente, se sembraron alicuotas de 50 pL en
placas de agar LB suplementadas con el antibidtico correspondiente, mediante la técnica de
extension en superficie con material estéril. Las placas fueron incubadas a 37 °C en condiciones
estdticas durante 16—-18 horas, lo que permitid la formaciéon de colonias aisladas para su

posterior uso en ensayos de expresion.
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6.3 Validacion de las construcciones genéticas y purificacion de los vectores pCOLDI (Gen Pir
A"P) y pET28a (Gen Pir B'P).

Una vez obtenidas las placas con crecimiento bacteriano correspondiente a cada construccion
recombinante, se seleccionaron colonias aisladas y se inocularon en 5 mL de medio LB
suplementado con el antibidtico correspondiente. Los cultivos fueron mantenidos a 37 °C bajo
agitacién continua de 150 rpm durante aproximadamente 3 horas hasta alcanzar la fase
logaritmica de crecimiento. Posteriormente, las células fueron recuperadas por centrifugacién a
4,500 x g durante 10 minutos; se elimind el sobrenadante y el pellet bacteriano fue procesado

para el aislamiento de ADN plasmidico (ADNp).

La purificacién del ADNp se realizé mediante el kit comercial de minipreparacion de plasmidos
PureLink™ Quick (Invitrogen K210011), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente,
la pastilla celular bacteriana se homogenizé en 250 pL de amortiguador de resuspension (R3)
suplementado con RNasa A, seguida de la adicion de 250 pyL de amortiguador de lisis (L7) y
posterior neutralizacion con 550 pL de amortiguador de precipitacion (N4). Tras la
centrifugacién a 12,000 x g durante 10 minutos, el sobrenadante fue transferido a una columna
de afinidad de silice y sometido a los pasos de lavado correspondientes con amortiguador W9
suplementado con etanol. Finalmente, el ADNp fue eluido con 75 uL de amortiguador TE

previamente precalentado y almacenado a -20 °C hasta su uso.

La integridad del ADNp purificado se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2%
en amortiguador TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA, pH 8.3), utilizando GelRed (Merck,
SCT122) como agente intercalante y un marcador de peso molecular 2-Log DNA Ladder (New
England Biolabs). Las imagenes fueron obtenidas con un sistema de fotodocumentacién UVP
BioDoc-It 2 (Analytik Jena). Adicionalmente, la concentracién y pureza del ADNp fueron
determinadas por espectrofotometria utilizando un espectrofotometro (NanoDrop, Thermo

Scientific).

6.4 Preparacion de células quimicamente competentes con el protocolo de CaCl2.

La cepa utilizada para expresién E. coli BL21 fue inoculada en 10 mL de medio LB y cultivada

durante la noche a 37 °C con agitacién constante a 150 rpm. A partir del cultivo reactivado, se
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tomaron 500 uL y se inocularon en 5 mL de medio SOB (Super Optimal Broth; compuesto por
triptona 20 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 0.5 g/L, KCl 0.186 g/L; pH ajustado a 7.0 y
suplementado después de la esterilizacién con MgCl, o MgSO,4 hasta una concentracion final de
10 mM), y se incubd bajo las mismas condiciones. Posteriormente, se utilizaron 500 pL del
preinéculo para inocular 50 mL de medio SOB en un matraz de 250 mL, el cual se incubd
durante 3 horas a 37 °C con agitacién a 200 rpm, hasta alcanzar la fase logaritmica de

crecimiento.

El cultivo en fase logaritmica fue transferido a tubos de centrifuga previamente enfriados y se
mantuvo en hielo durante 10 minutos. Posteriormente, se centrifugd a 2,700 x g durante 10
minutos a 4 °Cy se descartd el sobrenadante. La pastilla celular fue homogenizada en 10 mL de
CaCl; frio 0.1 M y se incubé en hielo durante 20 minutos. A continuacion, se realizé una segunda
centrifugacién bajo las mismas condiciones (2,700 x g, 10 minutos, 4 °C) y se elimind

nuevamente el sobrenadante.

La pastilla resultante fue homogenizada en CaCl; frio 0.1 M y posteriormente se afiadié glicerol
estéril hasta alcanzar una concentracion final del 30% (v/v). La suspension celular fue alicuotada
en volumenes de 100 pL en tubos estériles previamente enfriados y almacenada a -80 °C hasta

SuU uso.

6.5 Transformacion y verificacion de la cepa BL21 quimicamente competente con los vectores
pCOLDI (Gen PirA'P) y pET28a (Gen PirB"") purificados.

Se utilizaron viales de células quimicamente competentes de la cepa E. coli BL21, previamente
preparados y almacenados a -80 °C. Las células fueron descongeladas y mantenidas en hielo
durante 30 minutos. Posteriormente, se mezclé con 8 uL de ADNp purificado en cada vial (un
vial correspondiente al vector pColdI-PirA? y otro al vector pET28a-PirB'") y se mezcld

suavemente.

Las células fueron sometidas a un choque térmico a 42 °C durante 50 segundos, seguido de una
incubacién inmediata en hielo durante 2 minutos. Posteriormente, se afadieron 400 plL de
medio SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression; compuesto por triptona 20 g/L,
extracto de levadura 5 g/L, NaCl 0.5 g/L, KCl 0.186 g/L, MgCl, 10 mM, MgS0O, 10 mM y glucosa
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20 mM; pH 7.0) y las suspensiones se incubaron a 37 °C con agitacién a 150 rpm durante una

hora para permitir la recuperacion celular.

Para la seleccién de transformantes, se prepararon placas de agar LB (30 mL por caja)
suplementadas con el antibidtico correspondiente: ampicilina (50 pug/mL) para el vector pColdl-
PirAYP y kanamicina (50 pg/mL) para el vector pET28a-PirB"?, afiadiendo el antibiético al medio
previamente enfriado y antes de su solidificaciéon. Se sembraron 50 puL del cultivo recuperado en
cada placa utilizando puntas estériles y extension en superficie con asas plasticas estériles.
Como controles, se realizaron siembras de la cepa BL21 sin plasmido y de las cepas
transformadas con ambos vectores, mediante siembra cruzada en medios con los antibidticos

correspondientes. Las placas se incubaron a 37 °C durante 16—18 horas.

6.6 Extraccion de ADNp mediante el método de Birnboim para confirmar transformantes.

Se seleccionaron colonias transformadas aisladas y libres de colonias satélite, utilizando un
palillo estéril para realizar una resiembra en placas réplica de agar LB suplementadas con el
antibidtico correspondiente. Con el mismo indculo se prepararon cultivos liquidos en 10 mL de
medio LB con antibidtico, en tubos de 50 mL, empleando ampicilina (50 pug/mL) para las células
portadoras del vector pColdI-PirAY? y kanamicina (50 pg/mL) para las células con el vector
pET28a-PirB"’. Las placas se incubaron en condiciones estéaticas a 37 °C, mientras que los
cultivos liquidos se incubaron a 37 °C con agitacidon constante a 150 rpm, ambos durante la

noche (16 h).

Los cultivos liquidos fueron cosechados en tubos de 2 mL mediante centrifugacion sucesiva a
4,500 x g durante 2 minutos a 4 °C, descartando el sobrenadante en cada paso y conservando el
pellet celular. La extracciéon de ADNp se realizé mediante el método de lisis alcalina de Birnboim
y Doly (1979). El pellet fue homogenizado en 150 uL de solucién | (glucosa, Tris-HCI, pH 8.0,
EDTA, pH 8.0) suplementada con RNasa A (100 pg/mL) y homogeneizado mediante agitacion en
un voértex. Posteriormente, se afiadieron 300 pL de la solucién Il (NaOH 0.2 N, SDS 1%), recién
preparada, mezclando suavemente por inversién y manteniendo la suspensiéon en hielo durante
5 minutos. Se agregaron 150 uL de la solucién Il de Birnboim (acetato de potasio 3 M, ajustada

a pH 5.5 con acido acético glacial), previamente enfriada a 4 °C, y se mezclé suavemente por
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inversién. Posteriormente, los tubos se mantuvieron en hielo durante 30 minutos para
favorecer la neutralizacién y la precipitacidon de proteinas, de complejos SDS-proteina y de ADN
cromosémico. Las muestras se centrifugaron a 13,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C y el
sobrenadante fue transferido cuidadosamente a microtubos limpios, evitando arrastrar el

precipitado.

El ADNp fue precipitado con 600 uL de isopropanol frio (-20 °C), incubado durante 15 minutos a
-20 °Cy centrifugado nuevamente bajo las mismas condiciones. El pellet obtenido se lavd con
500 pL de etanol al 70% frio (-20 °C), se centrifugd a 13,000 rpm durante cinco minutos a 4 °C,
se elimind el sobrenadante y se dejd secar a temperatura ambiente. Finalmente, el ADNp fue re

suspendido en 40 uL de agua destilada estéril y almacenado a 4 °C hasta su analisis.

La integridad del ADNp se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2% en
amortiguador TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA, pH 8.3), teiiido con GelRed (Merck,
SCT122) y visualizado en un sistema de fotodocumentacién UVP BioDoc-It 2 (Analytik Jena),
utilizando como referencia un marcador de peso molecular 2-Log DNA Ladder (New England
Biolabs). La concentracidn y pureza del ADNp se determinaron por espectrofotometria a 260 nm

utilizando un Multiskan FC Microplate Photometer (ThermoScientific).

6.7 Induccién de la expresion heteréloga de las toxinas PirA'? y PirB'P

Se seleccionaron ocho colonias aisladas de las placas réplica y se inocularon individualmente en
10 mL de medio LB suplementado con el antibidtico correspondiente: ampicilina (50 pg/mL)
para las células portadoras del vector pColdI-PirAY? y kanamicina (50 pg/mL) para las células con
el vector pET28a-PirB"". Los cultivos se incubaron a 37 °C, con agitacién constante a 150 rpm,

hasta alcanzar una densidad éptica (ODsoo) de 0.6.

El crecimiento bacteriano fue monitoreado mediante espectrofotometria a 600 nm utilizando
microplacas de 96 pocillos en el Multiskan FC Microplate Photometer (ThermoScientific). Se
realizaron mediciones cada 30 minutos a partir de las 2.5 horas de incubaciéon. Una vez
alcanzada la fase logaritmica de crecimiento (ODsoo = 0.6), los cultivos se mantuvieron en hielo

durante 30 minutos y posteriormente se indujo la expresidon proteica mediante la adicidon de
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isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) en un gradiente de concentraciones finales de 0.1,

0.2,0.5y1mM.

Tras la induccidn, los cultivos fueron incubados a 16.8 °C durante 24 horas con agitacion
constante a 160 rpm. Finalmente, las células fueron cosechadas por centrifugacién a 4,500 x g,
se descarté el sobrenadante y los pellets celulares se almacenaron a -20 °C hasta su posterior

procesamiento.

6.8 Extraccion de proteinas PirAVP y PirB"P

Las pastillas celulares previamente cosechadas y almacenadas a -20 °C fueron descongeladas y
se mantuvieron en hielo. A cada tubo se le afiadi6 1 mL de amortiguador de lisis (50 mM
NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol; pH 8.0 ajustado con NaOH), suplementado con
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) a una concentracién final de 5 mM, como inhibidor de
proteasas. La suspensién fue homogeneizada mediante pipeteo repetido con puntas estériles y
posteriormente transferida a tubos de 15 mL que contenian una perla de vidrio estéril (0.5 cm

de diametro).

Las muestras fueron sometidas a agitacidén vigorosa en vortex en seis ciclos de 10 segundos cada
uno para favorecer la ruptura celular. Posteriormente, se realizd centrifugacion a 4,500 x g
durante 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante (fraccidn soluble) fue transferido cuidadosamente a
microtubos estériles de 1.5 mL, evitando arrastrar material precipitado. El pellet remanente fue
homogenizado en 500 pL de amortiguador de lisis sin PMSF y conservado en tubos limpios para

su posterior analisis a -20° C.

6.9 Cuantificacion de proteinas mediante el método de BCA (acido bicinconinico)

La concentracidon de proteinas fue determinada utilizando el kit Pierce™ BCA Protein Assay
(Thermo Scientific™), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se prepard una curva estandar
de albumina sérica bovina (BSA) mediante diluciones seriadas a concentraciones de 2.0, 1.0, 0.5,

0.25,0.125y 0.0625 pg/uL.

El volumen total de reactivo de trabajo (Working Reagent, WR) requerido para el ensayo se

calculé mediante la férmula:
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WR = (# estandares + # de muestras) * (volumen de WR por muestra) (1)

El WR se prepard mezclando 50 partes del reactivo A con una parte del reactivo B.

Se cargaron 20 uL de cada muestra proteica y de los estdndares en una microplaca de 96
pocillos, y posteriormente se afiadieron 200 pL de WR a cada pocillo. La placa fue incubada a 37
°C durante 30 minutos. Tras la incubacion, la absorbancia se midi® a 562 nm con un
espectrofotémetro  Multiskan FC Microplate Photometer (Thermo Scientific™). Las

concentraciones de proteina se calcularon a partir de la curva estandar generada.

6.10 Visualizacion de proteinas en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

La separacion de proteinas se realiz6 mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), siguiendo el sistema de Laemmli (1970) y las

recomendaciones del fabricante (Bio-Rad).

Las muestras proteicas fueron previamente ajustadas a una concentraciéon de 0.5 pg/uL. Se
prepard un amortiguador de carga compuesto por Tris-HCI 0.5 M (pH 6.8), glicerol 20%, SDS al
10%, 2-B-mercaptoetanol 10% y azul de bromofenol 0.004% como agente de seguimiento. Las
muestras se mezclaron con el amortiguador de carga y se desnaturalizaron mediante incubacién

a 95-100 °C durante cinco minutos.

Para la separacion, se preparé un gel de resolucion al 10%, utilizando solucion de
acrilamida/bisacrilamida al 30%, Tris-HCIl 1.5 M (pH 8.8), SDS al 10%, persulfato de amonio (APS)
al 10% y TEMED 0.05% como catalizador de polimerizacidn. Una vez polimerizado el gel de
resolucion, se prepard un gel de apilamiento empleando solucién de acrilamida/bisacrilamida al

30%, Tris-HCl 1.0 M (pH 6.8), SDS al 10%, APS al 10% y TEMED 0.05%.

Una vez solidificados los geles, se cargaron 30 plL de cada muestra en los pocillos
correspondientes y se llevé a cabo la electroforesis en una cdmara vertical utilizando
amortiguador de corrida 1X (Tris base—glicina—SDS). La corrida se realizé aplicando inicialmente
80 V durante 20 minutos para permitir el apilamiento de las proteinas, seguido de 100 V

durante aproximadamente 45 minutos para la separacion en el gel de resolucién.
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Al finalizar la electroforesis, el gel se sumergio en una solucién de tincion con azul de Coomassie
R-250, compuesta por 0.1% (p/v) de colorante disuelto en una mezcla de metanol al 40% (v/v),
acido acético al 10% (v/v) y agua destilada al 50% (v/v), durante 24 horas. Posteriormente, el gel
fue sometido a un proceso de decoloracion utilizando una solucién compuesta por metanol al
40% (v/v), acido acético al 10% (v/v) y agua destilada al 50% (v/v), realizando cambios de
solucion y agitacidon constante hasta eliminar el exceso de colorante y lograr una adecuada

visualizacidén de las bandas proteicas.

6.11 Deteccidn de las proteinas PirAV? y PirB'? mediante Western blot

La separacion inicial de las proteinas se realizdé mediante SDS-PAGE segun el sistema de
Laemmli, siguiendo las recomendaciones del fabricante (Bio-Rad). Las muestras proteicas fueron
previamente ajustadas a 0.5 pg/uL, mezcladas con amortiguador de carga (Tris-HClI 0.5 M pH
6.8, glicerol 20%, SDS al 10%, 2-B-mercaptoetanol 10% y azul de bromofenol 0.004%) y
desnaturalizadas a 95-100 °C durante 5 minutos. Se emplearon un gel de resolucién al 10% y un
gel de apilamiento estdndar. Las muestras (30 pL) fueron cargadas en los pocillos y la
electroforesis se realizé con amortiguador de corrida 1X (Tris base—glicina—SDS), aplicando 80 V

durante el apilamiento y, posteriormente, 150 V hasta completar la migracién.

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa mediante electrotransferencia en sistema humedo a 100 V durante 65 minutos,
utilizando un amortiguador de transferencia (Tris base 25 mM, glicina 192 mM y metanol al

20%).

Posteriormente, la membrana fue bloqueada con leche descremada al 5% disuelta en TBS (Tris
20 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) durante 30 minutos a temperatura ambiente (22 °C) con
agitacién constante (120 rpm). Tras el bloqueo, se realizaron dos lavados de 10 minutos con

TBS-Tween-20 al 0.1% en agitacion.

La membrana fue incubada con el anticuerpo primario anti-His tag (Santa Cruz sc-8036 HRP,
1:1000), diluido en solucidon bloqueadora, durante dos horas a temperatura ambiente con

agitacién. Posteriormente, se realizaron tres lavados de 10 minutos con TBS-Tween al 0.1%,
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seguidos de la incubacién con el anticuerpo secundario (anti-ratén, HRP, 1:5000), también

diluido en solucién bloqueadora, durante dos horas en las mismas condiciones.

Finalizada la incubacion con el anticuerpo secundario, se realizaron tres lavados adicionales de
10 minutos con TBS-Tween al 0.1%. La membrana fue equilibrada en acetato de sodio 0.1 M (pH
5.4) durante cinco minutos y posteriormente revelada con una solucién de diaminobencidina
(2.5 mg en 10 mL de acetato de sodio) activada con 5 plL de perdxido de hidréogeno al 33%, hasta

la visualizacion de las bandas inmunorreactivas.

6.12 Purificacion de las proteinas PirA'? y PirB"? mediante cromatografia de afinidad en Ni-
sefarosa

La fraccion que contenia la proteina recombinante (seccién 6.8) fue centrifugada a 15,000 x g
durante 20 minutos a 4 °C para eliminar material insoluble. El sobrenadante fue posteriormente
filtrado a través de una membrana de 0.22 um con el fin de evitar obstrucciones durante el
proceso cromatografico. La purificacion se realizdé mediante cromatografia de afinidad
utilizando una columna pre-empacada con resina Ni-sefarosa (Ni-NTA). La columna fue
previamente equilibrada con 5-10 volimenes de amortiguador de equilibrio (50 mM Tris-HClI,

150 mM NaCl, pH 7.4) a un flujo constante de aproximadamente 1 mL/min.

La muestra proteica se aplicé a la columna a un flujo de 0.5—-1 mL/min, lo que permitio la unidn
de la proteina marcada con histidina a los iones de niquel inmovilizados en la matriz.
Posteriormente, la columna fue lavada con 5-10 voliumenes del mismo amortiguador de
equilibrio para eliminar proteinas unidas de forma no especifica. La elucién de la proteina de
interés se llevé a cabo con un amortiguador que contenia 250 mM de imidazol. Las fracciones

obtenidas fueron recolectadas en volumenes de 0.5 — 1 mL para su analisis posterior.

Una vez concluida la elucién, la columna fue regenerada mediante lavado con 0.1 M de EDTA,
seguida de un reequilibrio con el amortiguador inicial y almacenamiento en solucién
conservadora con etanol al 20%. Las fracciones obtenidas se analizaron mediante SDS-PAGE
para evaluar la presencia y la pureza de la proteina recombinante (Ausubel et al., 1995). Por
otra parte, las fracciones obtenidas durante la elucion fueron analizadas por SDS-PAGE y

western blot, para evaluar la presencia y pureza de las proteinas recombinantes.
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7. RESULTADOS

7.1 Validacion de las construcciones genéticas y purificacion de los vectores pCOLDI (Gen
PirAVP) y pET28a (Gen PirB"P).

La integridad del ADNp purificado de las cepas BL21-pCOLDI (PirAYP) y BL21-pET28a (PirB"P) fue
evaluada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2% (Fig. 2). Las muestras
correspondientes a BL21-pCOLDI mostraron la presencia de multiples conformaciones
plasmidicas, observdndose bandas compatibles con las formas superenrollada, circulares
abiertas y, en menor proporcién, formas lineales del ADNp. Estas distintas migraciones son
caracteristicas del ADNp purificado y reflejan las variaciones estructurales que puede presentar

la molécula durante el proceso de aislamiento.

De manera similar, las preparaciones plasmidicas de BL21-pET28a presentaron bandas definidas
correspondientes a conformaciones tipicas del ADNp. Aunque la intensidad de algunas bandas
fue menor que en otras muestras, la presencia de bandas bien definidas en las posiciones
esperadas indica que el ADNp se mantuvo estructuralmente integro durante el proceso de

purificacién.

En conjunto, los resultados obtenidos confirman la presencia y la integridad del ADNp de ambos
vectores de expresion, lo que permitid su uso en ensayos posteriores de transformacién en
células quimicamente competentes y en experimentos subsecuentes de expresion de las

proteinas recombinantes.
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Figura 2. Anélisis del ADNp purificado de las cepas BL21-pCOLDI (Gen PirA"?) y BL21-pET28a
(Gen PirB"P) mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2%. Carril 1: marcador de peso
molecular (2-Log DNA Ladder, NEB). Carriles 2—4: preparaciones plasmidicas de BL21-pCOLDI
(PirA"P). Carriles 5—6: preparaciones plasmidicas de BL21-pET28a (PirB"?). Los recuadros rojos
indican las diferentes conformaciones plasmidicas observadas, incluyendo las formas
superenrolladas, circular abierta (laxa) y lineal. PM, peso molecular;kb, kilobases.

7.2 Purificacion de ADNp mediante el método de Birnboim para confirmacion de
transformantes

La Fig. 3 muestra la integridad del ADNp purificado a partir de la cepa E. coli BL21 transformada
con los vectores pCOLDI (Gen PirA"P) y pET28a (Gen PirB"?), obtenido mediante el método de
extraccion alcalina descrito por Birnboim. Este analisis se realizd con el propdsito de confirmar
la presencia de los vectores en las colonias obtenidas tras el proceso de transformacién

mediante choque térmico en células quimicamente competentes.

Para este analisis, se seleccionaron colonias bien aisladas, sin presencia de colonias satélite, que
mostraban morfologia tipica y crecimiento en medio selectivo de agar LB suplementado con el
antibiodtico correspondiente a cada vector (ampicilina para pCOLDI y kanamicina para pET28a),
lo que indica la presencia y mantenimiento del plasmido. A partir de estas colonias se
establecieron cultivos liquidos individuales, de los cuales se extrajo el ADNp para su posterior

analisis.
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En los carriles 1 y 10 se observa el marcador de peso molecular, cuyas bandas permiten estimar
el tamafio aproximado de las moléculas de ADN presentes en las muestras analizadas. Las
migraciones observadas son consistentes con los tamafios esperados de los vectores empleados

en este estudio.

Los carriles del 2 al 9 corresponden a las purificaciones plasmidicas de las cepas BL21-pCOLDI
(Gen PirA"P). En estas muestras se aprecian claramente distintas conformaciones plasmidicas
caracteristicas del ADNp, incluyendo las formas superenrolladas, circular abierta y lineal. Las
bandas presentan una migracion definida y una adecuada integridad, lo que indica que el ADNp

se recuperd satisfactoriamente mediante el procedimiento de extraccién.

Por otra parte, los carriles del 11 al 18 corresponden a las purificaciones plasmidicas de las
cepas BL21-pET28a (Gen PirB'P). En estas muestras se observa al menos una conformacion
plasmidica bien definida y, en la mayoria de los casos, dos formas del ADNp. Las bandas
muestran una intensidad y definicién adecuadas, lo que sugiere que el ADNp obtenido presenta

buena calidad e integridad estructural.

En conjunto, los resultados observados confirman la presencia de los vectores plasmidicos en
las colonias seleccionadas, asi como la integridad del ADNp purificado, lo que valida el éxito del
proceso de transformacion y permite continuar con los experimentos posteriores de expresion

de las proteinas recombinantes.
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Figura 2. Visualizacion del ADNp purificado de cepas transformadas de E. coli BL21 mediante el
método de Birnboim en gel de agarosa al 1.2%. Carriles 1 y 10: marcador de peso molecular (2-
log DNA ladder, NEB). Carriles 2-9: purificaciones plasmidicas de BL21-pCOLDI (Gen PirA'P).
Carriles 11-18: purificaciones plasmidicas de BL21-pET28a (Gen PirB"F). PM, peso molecular; b,
kilobases.

7.3 Visualizacion de proteinas en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

La Fig. 4 muestra el perfil proteico obtenido tras la induccidon de la expresidn recombinante en E.
coli BL21 y posterior extraccidn celular. Después de la induccién con IPTG, las células fueron
sometidas a lisis mecdnica para separar las fracciones soluble (sobrenadante) e insoluble

(precipitado), con el objetivo de evaluar la distribucién de las proteinas expresadas.

El analisis mediante SDS-PAGE al 10% tefiido con azul de Coomassie R-250 permitié comparar
ambas fracciones. Se observa que la cantidad de proteinas en la fraccién soluble (carriles 2, 3 y
4) es menor en comparacién con la fraccién insoluble (carriles 5, 6 y 7). Este patron sugiere que
una proporcién importante de las proteinas recombinantes se encuentra en la fraccidn
insoluble, lo cual es consistente con la formacién de cuerpos de inclusién (Ibs del inglés inclusion

bodies ), fendmeno comun en sistemas de sobreexpresién en E. coli.
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En particular, la cepa BL21-pET28a (Gen PirB"?) muestra una mayor intensidad de bandas en la
fraccion precipitada, lo que indica una acumulacién mds marcada de proteinas en esta fraccion,

en comparacioén con las demas condiciones evaluadas.

» W

Figura 3. Visualizaciéon de extractos proteicos mediante electroforesis en SDS-PAGE al 10%,
tefiidos con azul de Coomassie R-250. Las muestras proteicas se ajustaron a una concentraciéon
de 0.5 mg/mL y se cargaron 30 uL por pocillo. Carril 1: control proteico (cepa de referencia).
Carril 2: sobrenadante de BL21 sin plasmido inducido con IPTG (0.1 mM). Carril 3: sobrenadante
de BL21-pCOLDI (Gen PirA"P) inducida con IPTG (0.1 mM). Carril 4: sobrenadante de BL21-
pET28a (Gen PirBP) inducida con IPTG (0.1 mM). Carril 5: precipitado de BL21 sin pldsmido
inducido con IPTG (0.1 mM). Carril 6: precipitado de BL21-pCOLDI (Gen PirA"?) inducido con
IPTG (0.1 mM). Carril 7: precipitado de BL21-pET28a (Gen PirB"?) inducido con IPTG (0.1 mM).
Carril 8: sobrenadante de BL21-pCOLDI (Gen PirA'?) inducida con IPTG (0.1 mM).

7.4 Western blot para la deteccidn de las proteinas PirA'? y PirB'? mediante anticuerpos.

La Fig. 5 muestra la deteccidn especifica de las proteinas recombinantes mediante Western blot,
como paso confirmatorio posterior al analisis por SDS-PAGE. Hasta este punto, se habia
evidenciado la sobreexpresion de proteinas en las fracciones soluble e insoluble; sin embargo,
debido a la complejidad del perfil proteico, fue necesario confirmar la identidad de las proteinas
de interés mediante un método mas especifico. Con este propdsito, las proteinas separadas por
SDS-PAGE fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa y detectadas utilizando
anticuerpos dirigidos contra la etiqueta de histidina (His-tag) presente en las construcciones

recombinantes.
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En el carril 1 se observa el marcador de peso molecular. En el carril 2 (sobrenadante de BL21 sin
pldsmido) no se detecta sefial, lo cual confirma la especificidad del anticuerpo, ya que no hay
proteinas marcadas con His-tag en esta muestra. De manera similar, en el carril 5 (precipitado

de BL21 sin plasmido) tampoco se observan bandas detectables.

Los carriles 3 y 6 corresponden a BL21-pCOLDI (Gen PirA"P) en las fracciones soluble y
precipitada, respectivamente. En ambos casos se detecta una banda especifica compatible con
el tamafio esperado de la toxina PirAY?, observandose mayor intensidad en el carril 6, lo que

indica una mayor acumulacion en la fraccidn insoluble.

Los carriles 4 y 7 corresponden a BL21-pET28a (Gen PirB"?) en sobrenadante y precipitado,
respectivamente. En estas muestras se detecta una banda de mayor peso molecular,
consistente con la toxina PirBYP. Al igual que en el caso de PirAY?, la mayor intensidad observada
en el carril 7 sugiere que esta proteina se encuentra predominantemente en la fraccién

insoluble.

En conjunto, estos resultados confirman de manera especifica la expresién de las proteinas
recombinantes PirAY? y PirB'P en E. coli BL21. Asimismo, la mayor intensidad de las bandas en
las fracciones precipitadas respalda la formaciéon de IBs, en concordancia con lo observado

previamente en el andlisis por SDS-PAGE.
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Figura 4. Deteccién de las proteinas recombinantes PirAY" y PirBY? mediante Western blot en
membrana de nitrocelulosa utilizando anticuerpos anti-His-Tag. Las muestras proteicas fueron
ajustadas a una concentracion de 0.5 mg/mL y separadas previamente por SDS-PAGE. La
deteccion se realizé empleando un anticuerpo primario anti-His-Tag y un anticuerpo secundario
anti-raton, seguida de revelado con diaminobencidina. Carril uno marcador de peso molecular.
Carril dos: sobrenadante de BL21 sin plasmido inducido con IPTG (0.1 mM). Carril tres:
sobrenadante de BL21-pCOLDI (Gen PirAP) inducida con IPTG (0.1 mM). Carril cuatro
sobrenadante de BL21-pET28a (Gen PirB"?) inducida con IPTG (0.1 mM). Carril cinco: precipitado
de BL21 sin plasmido inducido con IPTG (0.1 mM). Carril seis: precipitado de BL21-pCOLDI (Gen
PirA"?) inducido con IPTG (0.1 mM). Carril siete: precipitado de BL21-pET28a (Gen PirB“P)
inducido con IPTG (0.1 mM). PM, peso molecular; KDa, kilodaltons.
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8. DISCUSION

La expresion heterdloga de proteinas recombinantes en E. coli continla siendo una de las
estrategias mas utilizadas para la produccidn de proteinas de interés biotecnoldgico, debido a
su facilidad de manipulaciéon genética, su rdpida tasa de crecimiento y su capacidad para
producir altos niveles de proteina (Rosano y Ceccarelli, 2014). En el presente trabajo se logré la
obtencidn y expresion de las endotoxinas PirAY? y PirBY? mediante los vectores de expresion
pCOLDI y pET28a en la cepa E. coli BL21, lo que permitid evaluar la produccion de estas

proteinas bajo condiciones de induccién con IPTG.

La confirmacién de la presencia de los vectores recombinantes en las cepas transformadas se
realizé mediante la purificacion de ADNp y su andlisis por electroforesis en gel de agarosa. Los
resultados mostraron las diferentes conformaciones plasmidicas caracteristicas del ADN
circular, incluyendo las formas superenrolladas, circular abierta y lineal, lo cual es consistente
con preparaciones obtenidas mediante métodos de extraccién alcalina como el descrito por
Birnboim y Doly (1979). La presencia de estas conformaciones, junto con la integridad de las
bandas observadas, confirma la estabilidad estructural del ADNp recuperado y el éxito del

proceso de transformacién mediante choque térmico en células quimicamente competentes.

Posteriormente, la expresién de las proteinas recombinantes se evalué mediante induccion con
IPTG, utilizando los sistemas de expresidn presentes en los vectores pCOLDI y pET28a. El analisis
por SDS-PAGE evidencié diferencias claras en la distribucion de las proteinas entre las fracciones
solubles e insolubles. En particular, se observd una mayor acumulacién proteica en las
fracciones correspondientes al precipitado celular, lo que sugiere la formacién de IBs. Este
fendmeno se reporta ampliamente durante la sobreexpresion de proteinas heterdlogas en E.
coli, especialmente en aquellas que requieren estructuras especificas o se producen a niveles

elevados (Baneyx, 1999; Baneyx y Mujacic, 2004).

La presencia de las proteinas recombinantes se confirmdé mediante Western blot utilizando
anticuerpos dirigidos contra la etiqueta de histidina. En este andlisis se detectaron bandas
especificas correspondientes a PirA'? y PirB'P en las cepas transformadas, mientras que en la

cepa BL21 sin plasmido no se observd seiial detectable, lo que confirma la especificidad del
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sistema de deteccion. Adicionalmente, la mayor intensidad de las bandas en las fracciones
insolubles, en comparacién con las fracciones solubles, respalda la acumulacion preferencial de

ambas proteinas en IBs.

La formacién de IBs, aunque tradicionalmente considerada una limitaciéon, no necesariamente
supone una desventaja en la produccion de proteinas recombinantes. Estas estructuras pueden
actuar como reservorios de proteinas relativamente puras, facilitando procesos posteriores de
purificacion, solubilizaciéon y replegamiento para recuperar su actividad biolégica (Rosano y
Ceccarelli, 2014). No obstante, la proporcidn entre proteinas solubles e insolubles puede ser
modulada mediante la optimizacion de pardmetros de cultivo como la temperatura, la
concentracion del inductor y el tiempo de expresidn, factores que influyen directamente en la

capacidad de plegamiento de la célula hospedera (Sgrensen y Mortensen, 2005).

En este contexto, es importante sefalar que, aunque en este trabajo se observd una
acumulacién predominante en la fraccién insoluble, también se detectaron proteinas en la
fraccién soluble, lo que sugiere que las condiciones de expresién empleadas permitieron, al
menos parcialmente, el plegamiento adecuado de las toxinas. Este comportamiento puede estar
relacionado tanto con las condiciones de induccion como con la compatibilidad del sistema
bacteriano con los genes expresados, incluido el uso de codones adecuados para E. coli, lo que
favorece una traduccién eficiente y reduce los errores durante la sintesis proteica (Rosano y

Ceccarelli, 2014).

Desde el punto de vista funcional, las toxinas PirAY? y PirBY? constituyen un sistema binario en el
que ambas proteinas actian de manera complementaria. Se ha propuesto que PirA"? participa
en el reconocimiento o en la unién a la célula blanco, mientras que PirB'? ejerce el efecto
téxico, posiblemente mediante la formacién de poros en la membrana celular (Lee et al., 2015).
Este mecanismo presenta similitudes con el de las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis, lo que
sugiere la existencia de estrategias de accidon conservadas entre distintos sistemas toxigénicos

(Palma et al., 2014).

La relevancia de estas toxinas radica en su papel como principales factores de virulencia

asociados al sindrome de la AHPND, una enfermedad que ha generado pérdidas significativas en
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la industria acuicola a nivel mundial (Han et al., 2015c; Lee et al., 2015). En este sentido, la
obtencién de PirAY? y PirB"" en sistemas recombinantes constituye una herramienta
fundamental para el estudio de su mecanismo de accidén, asi como para el desarrollo de

estrategias de diagndstico, control y prevencién de esta patologia.

Adicionalmente, la disponibilidad de estas proteinas recombinantes en cantidades suficientes
permite realizar estudios estructurales, ensayos de interaccién molecular y evaluaciones
funcionales en distintos modelos experimentales. En particular, su posible relacién estructural y
funcional con las toxinas Cry sugiere que podrian explorarse en modelos alternativos, como
Spodoptera frugiperda, ampliamente utilizados en estudios de toxicidad bacteriana (Palma et

al., 2014).

A pesar de los resultados obtenidos, es importante considerar algunas limitaciones del presente
estudio. Si bien se logré la expresidon y deteccion de las proteinas recombinantes, no se
realizaron analisis directos de actividad bioldgica ni estudios estructurales que permitan
confirmar plenamente su funcionalidad. Asimismo, el uso de E. coli como sistema de expresion
implica limitaciones inherentes, particularmente la ausencia de modificaciones
postraduccionales complejas como la glicosilacién, la formacidn de enlaces disulfuro en
condiciones no oxidantes y ciertos mecanismos de plegamiento asistido presentes en otros
sistemas celulares. En el caso de las toxinas PirAY? y PirB'?, aunque se trata de proteinas de
origen bacteriano que no requieren glicosilacién, su correcta actividad bioldgica podria
depender de un adecuado plegamiento conformacional y de la formacién de complejos
funcionales entre ambas subunidades, procesos que pueden verse afectados durante la
sobreexpresidn heterdloga en E. coli, favoreciendo la formacién de IBs y posibles estados

parcialmente plegados (Rosano y Ceccarelli, 2014).

En conjunto, los resultados obtenidos demuestran que las construcciones genéticas empleadas
permiten la expresién de las toxinas PirAYP y PirBYP en E. coli BL21, lo que confirma la
funcionalidad del sistema de expresion empleado. Estos hallazgos establecen una base sdlida
para estudios posteriores enfocados en la purificacién, la caracterizacién estructural y la

evaluacion funcional de estas endotoxinas, contribuyendo al entendimiento de sus mecanismos
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de accién y a su posible aplicacion en el estudio de la patogénesis asociada a V.

parahaemolyticus.

La obtencidon de las toxinas PirAY"? y PirB'" en sistemas recombinantes abre la posibilidad de
explorar su aplicacién en diversos ambitos biotecnolégicos. Debido a su naturaleza como
toxinas formadoras de poros y a su similitud funcional con las toxinas Cry de B. thuringiensis,
estas proteinas podrian evaluarse como candidatas para el desarrollo de bioinsecticidas o
agentes de control bioldgico, particularmente en sistemas que requieren alta especificidad hacia
organismos blanco (Palma et al., 2014). Asimismo, considerando su papel clave en la virulencia
asociada al sindrome de la AHPND (Han et al., 2015c; Lee et al., 2015), estas toxinas representan
una herramienta potencial para el desarrollo de métodos diagndsticos, incluyendo ensayos
moleculares e inmunoldgicos, asi como para el disefio de estrategias orientadas a la vacunacién

o a la inhibicién de la interaccidn toxina-hospedero en sistemas acuicolas.

Por otra parte, el estudio detallado de su mecanismo de accién a nivel molecular podria
contribuir al entendimiento general de las toxinas formadoras de poro, lo cual tiene
implicaciones en areas como la biomedicina, particularmente en el disefio de moléculas con
actividad citotdxica selectiva o como herramientas para estudiar procesos de permeabilizacidon

de membranas celulares (Dal Peraro y van der Goot, 2016).

En conjunto, estas perspectivas resaltan el potencial de las toxinas Pir no solo como factores de
virulencia, sino también como herramientas versatiles en biotecnologia, acuicultura y desarrollo

de nuevas estrategias de control bioldgico.
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9. CONCLUSIONES

En el presente estudio se confirmaron y validaron las construcciones genéticas pCOLDI (PirA?) y
pET28a (PirB"") mediante analisis de ADNp. Las proteinas recombinantes PirA'? y PirB'P fueron
expresadas exitosamente en E. coli BL21 tras la induccién con IPTG y su presencia fue
corroborada mediante SDS-PAGE y Western blot. Se observé una mayor acumulacion de ambas
proteinas en la fraccién insoluble, lo que sugiere la formacion de cuerpos de IBs, aunque
también se detectd expresion en la fraccién soluble. La purificacion mediante cromatografia de
afinidad con Ni-NTA permitié recuperar las proteinas recombinantes. En conjunto, estos
resultados demuestran que el sistema de expresién empleado es funcional y adecuado para la
produccion de las toxinas PirAY? y PirB'?, lo que establece una base sdlida para su

caracterizacion y aplicacién en estudios posteriores.
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