XII Congreso Nacional
de Biotecnologia y Bioingenieria &’
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Introduccion. Dentro de las enfermedades que afectan a la
camaronicultura el sindrome del virus de la mancha blanca
(del ingles: white spot syndrome virus, WSSV) es la
enfermedad viral més seria en los cultivos de este
crustaceo. Actualmente esta enfermedad ha causado
grandes pérdidas en la industria del camardn alrededor del
mundo, ya que puede causar hasta el 100% de mortalidad
en 3-7 dias después de comenzada la infeccion (1).

En el camardn existen mecanismos de defensa innatos
igual que en otros invertebrados, como la fagocitosis,
actividades de encapsulacién y mecanismos humorales (2).
Otros sistemas importantes conocidos son la “Respuesta
Quasi-lImmune” y la profenoloxidasa (3).

Algunas de las principales proteinas estructurales del
WSSV son el VP28, VP26 y VP664 de la envoltura,
tegumento y nucleocapside, respectivamente (4), cada una
de ellas ha sido caracterizada a nivel de gen, lo que ha
permitido el desarrollo de estrategias para combatir al
WSSV. No obstante, ninguna ofrece una proteccion
altamente significativa. Una solucién a esto, puede ser el
desarrollo de “vacunas recombinantes”, que consisten
basicamente en la expresion de un gen que codifica para
una determinada proteina a manera de antigeno. De esta
manera, en este trabajo hemos clonado el gen vp28
insertado bajo el marco de lectura de la proteina de fusién
AGA2 (ver fig. 2) presente en el vector de expresion
pYD1 (invitrogen) tipo shuttle, para la produccién de la
cepa recombinante de E. coli con pJMaga2::vp28.
Posteriormente se pretende subclonar en S. cerevisiae con
el fin de producir la proteina AGA2-VP28 y evaluarla
como un inmunoestimulante en el camardén contra WSSV.

Metodologia. A Partir de muestras de ADN de camarén
infectado con WSSV se amplifico el gen vp28, utilizando
cebadores con sitios de restriccion Pstl, para asi poder
clonarlo en el sitio de clonacién multiple del vector pYD1.
Se seleccionaron 12 colonias, a las cuales se les realiz6 un
PCR utilizando los cebadores pYD1 F y el VP28pst R. De
las colonias que amplificaron se mandaron secuenciar a
partir del plasmido utilizando los cebadores del mismo. Al
final se analizaron las secuencias y se contrastaron con la
base de nucleétidos de BLAST.

Resultados y Discusion. A partir de las muestras de ADN
de camarén con WSSV, se logré amplificar un fragmento
de 630 pb. Los sitios de restriccion Pstl fueron
indispensables en el proceso de clonacion en el pYDL1. El
PCR utilizando los cebadores pYD1l F y VP28pst R
confirmé la orientacién del fragmento clonado, solo 6 de
las 12 colonias seleccionadas amplificaron un fragmento
esperado de ~ 691pb (colonia 2,3,5,7,11 y 12). Solo a las

colonias positivas se les extrajo el plasmido
pJMaga2::vp28 y se les mandd secuenciar. De las
secuencias obtenidas se realizd un alineamiento de
“contig” y como se observa en la figura 1 se pudo
constatar la localizacién de los sitios Pstl (subrayado en
rojo), la region del gen vp28 (mindsculas en azul) y la
region del plasmido (mayusculas). Posteriormente la
secuencia se comparo con la base de datos de nucle6tidos
de BLAST, encontrando similitudes del 100% con
secuencias correspondientes al gen vp28 de la envoltura
del virus de la mancha blanca.
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Fig. 1. Secuencia del pJMaga2::vp28 vp28

Conclusiones. Utilizando cebadores adaptadores con el
sitio de restriccion Pstl hemos logrado clonar el gen vp28
fusionado a un fragmento del gen aga2 de S. cereviseae,
ambos estan en funciéon del promotor GAL1 que se
expresa en la levadura. Nuestro siguiente trabajo sera el
subclonar el plasmido pJMaga2::vp28 en la células de
levadura para inducir la sintesis de la proteina que nos
servirg de inmunoestimulante contra el virus de la mancha
blanca en el camaron (Estos Gltimos resultados seran
presentados e el cartel).
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