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INTRODUCCION

La avicultura es una industria alimenticia de gran importancia a nivel mundial que se
caracteriza por su continuo crecimiento en varios paises, incluido Uruguay. Una de las
claves para el desarrollo productivo de esta industria es el aspecto sanitario. Las aves
de corral en un entorno de produccién intensiva estan expuestas a factores de estrés y
a enfermedades infecciosas que alteran su salud y bienestar general, disminuyendo su

potencial genético y nutricional para una produccién eficiente.

ENFERMEDAD INFECCIOSA DE LA BURSA

La Enfermedad Infecciosa de la Bursa o de Gumboro se encuentra ampliamente
distribuida en America del Sur y es una de de las principales enfermedades de las aves
de corral, generando alta morbilidad y eventual mortalidad. Se trata de una afeccidn
que afecta el sistema inmune de las aves a temprana edad y favorece la apariciéon de

infecciones secundarias por agentes oportunistas (Cosgrove, 1962; Hitchner, 1970).

Agente etiolégico: Virus de la Enfermedad Infecciosa de la Bursa

Su agente etioldgico es el virus de Gumboro o virus de la Enfermedad Infecciosa de la
Bursa (IBDV, del inglés Infectiuos Bursal Disease Virus). IBDV se replica en la bursa o
bolsa de Fabricius, el principal érgano linfoide de los pollos de corta edad (entre 3y 6
semanas); alli el virus destruye los linfocitos B inmaduros, causando daifo masivo e
inmunosupresion (Hirai & Calnek, 1979; Kaufer & Weiss, 1980).

Se pueden distinguir dos serotipos de IBDV, 1y 2, descritos originalmente mediante
ensayos de neutralizacion. De los dos serotipos, el serotipo 1 es el Unico que se asocia
con la enfermedad clinica (McFerran et al., 1980). Aislados del serotipo 1 de IBDV
muestran una amplia gama de potencial inmunosupresor, patogenicidad y virulencia
(Brandt et al., 2001).

Estructura y organizacién gendmica

IBDV pertenece al género Avibirnavirus dentro de la familia Birnaviridae, la cual se
caracteriza por incluir virus con genoma de ARN doble hebra bisegmentado (Miiller et
al., 1979). IBDV presenta una capside de simetria icosahedrica de 60 nm de didmetro,
sin envoltura lipidica (Bottcher et al., 1997).

Los dos segmentos gendmicos de IBDV, denominados A y B, codifican cinco proteinas
(Figura 1). El segmento A es el de mayor tamafio (3,3 kb) y contiene dos marcos

abiertos de lectura (ORFs) parcialmente solapados (Spies et al., 1989). El ORF mas



grande A1, produce una poliproteina de 1012 aminodcidos (110 kDa) la cual, por un
proceso de autoproteolisis, genera las proteinas virales pVP2, VP3 y VP4 (Dobos et al.,
1979; Kibenge et al., 1990). EIl ORF mas pequeiio A2 codifica para la proteina no
estructural VP5 (Mundt et al., 1995).

El segmento B es de menor tamafio (2,9 kb) y codifica para la proteina VP1, la ARN

polimerasa ARN-dependiente del virus (Spies et al., 1987).
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Figura 1. Esquema del genoma de IBDV. Se representan ambos segmentos gendmicos y las

proteinas que codifican. La proteina madura VP2 se origina por procesamiento ulterior de la
pVP2.

Proteinas virales

VP2

La proteina precursora de VP2, pVP2 de 512 aminodcidos (41 kDa), se genera por el
procesamiento de la poliproteina. La proteina precursora se hidroliza
proteoliticamente de forma secuencial en su extremo carboxi-terminal, generando
cuatro péptidos pequenos de 7 a 46 aminoacidos; estos péptidos se mantienen
asociados al virién y parecen tener un papel importante en el ensamblaje, y la
encapsidacion del genoma (Figura 1). Posteriormente, pVP2 es escindida nuevamente
para liberar la proteina VP2 madura (Da Costa et al., 2002).

VP2 es una proteina estructural de 454 aminoacidos (38 kDa). Cada unidad de VP2 se
pliega en tres dominios, denominados Base (B), Capa (S) y Proyeccion (P) (Figura 2A).
Los dominios B y S son muy conservados, mientras que el dominio P es el mas variable
(Caston et al., 2001; Garriga et al., 2006; Letzel et al., Dic. 2007). VP2 constituye la
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capside viral, organizdndose de a trimeros (Figura 2B). Doscientos sesenta trimeros se
disponen para formar la capa externa del virién (Bottcher et al., 1997; Luque et al.,
2009).

Ademas de su rol estructural, VP2 tiene gran importancia en la determinacién de la
virulencia de IBDV (Brandt et al., 2001). VP2 contiene la mayor regién antigénica
responsable de la induccién de anticuerpos neutralizantes (Schnitzler et al., 1993). Esta
region incluye una porcién particular, denominada regiéon hipervariable, entre las
posiciones aminoacidicas 206 y 350. Esta regidn hipervariable presenta la mayor tasa
de mutacion del genoma de IBDV y concentra los cambios mas significativos de la

estructura proteica (Bayliss et al., 1990; Jackwood et al., 1996).

C-ter
Figura 2. A) Representacion de la estructura de VP2. Se muestran los diferentes dominios:
proyeccion P (naranja), capa S (azul) y base B (verde), y los extremos amino- y carboxi-terminal
(rojo). B) Diagrama que representa la union de tres monémeros de VP2 formando un trimero.

Figura tomada y modificada de Garriga et al., 2006.

VP3

La proteina estructural VP3 de 257 aminodcidos (33 kDa) es clave en la organizacién y
ensamblaje viral, asi como en el empaquetamiento del genoma. Posee un extremo
carboxi-terminal altamente hidrofilico que actia como dominio de unién a otras

proteinas y es vital en el ensamblaje del virién (Maraver et al., Jun. 2003).



VP3 se asocia en homo-trimeros que se ensamblan constituyendo la cara interna del
virion. Ademds, interacciona con pVP2 en la morfogénesis de la particula viral
(Chevalier et al., 2004). VP3 tendria dos dominios funcionales en su extremo carboxi-
terminal, uno mediante el cual interacciona con VP1 y otro dominio cargado
positivamente, que se uniria a ambos segmentos gendmicos, contribuyendo a su
estabilidad (Tacken et al., 2002). La proteina VP3 seria fundamental para crear un
andamiaje para el ensamblado de las diferentes proteinas del virién y permitir, entre
otras cosas, su correcta replicacion (Tacken et al.,, 2000; Maraver et al., Feb. 2003;
Pous et al., 2005).

VP4

La proteina VP4 de 243 aminoacidos (27 kDa) es la proteasa viral y se encarga del
procesamiento co-traduccional de la poliproteina. Produce el clivaje de pVP2-VP4 y de
VP4-VP3, generando pVP2, VP3 y la propia VP4. También procesa la regién C-terminal
de pVP2 para generar la proteina VP2 madura (Jadagish et al., 1988; Petit et al., 2000).

Se han encontrado dos aminoacidos criticos para la actividad catalitica de VP4, Ser-
652, que representa el residuo nucleofilico y Lys-692, el sitio catalitico. Esta diada
catalitica de serina-lisina, se conserva entre los birnavirus (Lejal et al., 2000; Birghan et
al., 2000).

VP5

La proteina no estructural VP5 de 145 aminodacidos (17 kDa) es la proteina mas
pequefia de IBDV. Su region codificante se solapa casi totalmente con el gen de la
poliproteina, correspondiendo la primer base del coddn del gen de la poliproteina a la
tercer base del codén del gen vp5. El gen vp5 es conservado entre las distintas cepas
de IBDV (Mundt et al., 1995).

VP5 no es esencial en la replicacion del virus pero esta muy relacionada con el proceso
de apoptosis celular, lo cual tendria un rol importante en la liberacién de la progenie
viral y la patogénesis (Mundt et al., 1997; Yao & Vakharia, 2001; Schroder et al., 2001).

VP1

La proteina VP1 de 878 aminodcidos (90 kDa) es codificada por el gen vpl que ocupa
casi totalmente el segmento gendmico B. VP1 es la ARN polimerasa ARN-dependiente
del virus, la responsable de la replicacion del genoma y de la sintesis del ARNm (Von
Einem et al., 2004). VP1 se encuentra asociada covalentemente a los extremos 5’ del
ARN gendmico e interacciona con VP3, formando un complejo ribonucleoproteico
(Lombardo et al., 1999).



La proteina VP1 también participa de la encapsidacion del genoma durante el
ensamblaje de las particulas virales debido a su interaccidon con VP3, crucial en la
morfogénesis viral (Maraver et al., Feb. 2003). La formacién de complejos VP3-VP1 es
un paso critico en la generacién de progenie y el ciclo de vida del virus (Lombardo et
al., 1999; Tacken et al., 2002). Se ha demostrado que VP1 es determinante para la
replicacion viral célula-especifica (Brandt et al, 2001), y junto a VP2, contribuye vy
modula la virulencia de IBDV (Boot et al., 2000; Li et al., 2005; Boot et al., 2005).

La estructura de VP1 se determind por cristalografia de rayos X y presenté una
estructura ovalada compacta (Figura 3). La cadena polipeptidica se organiza en tres
dominios principales:

i) Un domino central (aminoacidos 169-657) que posee una estructura muy conservada
entre las ARN polimerasas ARN-dependientes. Este dominio recuerda la forma de una
mano derecha con sus subdominios “dedos”, “palma” y “pulgar” (Figura 3).

ii) Una region N-terminal (aminodcidos 1-168) que rodea el dominio central y une los
subdominios dedos y pulgar en un lado de la hendidura catalitica.

iii) Una region C-terminal (aminodcidos 658-845) que se extiende a través de palmay

dedos al otro lado de la hendidura catalitica (Garriga et al., 2007; Pan et al., 2007).

El sitio activo de la polimerasa, la palma, es el subdominio mas conservado y presenta
una region central invariable formada por cuatro cadenas de hojas B y cinco motivos
cataliticos comunes (de A a E). Una caracteristica inusual de VP1 de los birnavirus es la
permutacion del motivo C, provocando que estos cinco motivos cataliticos esenciales
se ordenen en forma particular (C-A-B-D-E). Ademas, el motivo C posee en su sitio
activo la secuencia Ala-Asp-Asn, en lugar de la secuencia tradicional Gli-Asp-Asp (Von
Einem et al., 2004; Pan et al., 2007).

Como sucede con otras polimerasas, la interaccion con iones metalicos es importante
para su actividad. VP1 depende de iones Mg+2, pero se ha visto estimulada también
por otros iones divalentes como Mn*? y sorprendentemente por Co*. El motivo C est3
involucrado en el control de la dependencia de iones metalicos y se cree que su
permutacion en VP1 puede llevar a requerimientos inusuales de iones metdlicos (Von
Einem et al., 2004; Letzel et al., 2007).



Figura 3. Estructura de VP1. En el diagrama se representan las estructuras secundarias de los
subdominios dedos, pulgar y palma, y los extremos amino- y carboxi-terminal. Figura tomada y
modificada de Garriga et al., 2007.

Ciclo replicativo

Una vez que el viridn ingresa a la célula, VP1 cataliza el proceso de replicacidon
gendmica y sintesis del ARNm viral (Spies et al., 1987).

La polimerasa de los birnavirus comienza la sintesis de ARN viral mediante el
mecanismo de protein-priming. Este mecanismo es utilizado por varios virus para
iniciar la sintesis de genomas de ADN o ARN, siendo los birnavirus los Unicos virus de
ARN doble hebra que lo utilizan. Usualmente el cebador y la polimerasa son dos
proteinas distintas pero en los birnavirus, VP1 cumple ambos roles. Ademas de la
actividad de ARN polimerasa, VP1 posee actividad enzimatica de auto-guaninil
transferasa (Spies & Miiller, 1990) catalizada por un sitio activo diferente del sitio
activo de la polimerasa (Pan et al., 2009). Esta reaccidon de auto-guanilacién de VP1 es
el primer paso del proceso de protein-priming, no depende del molde de ARN y
requiere de iones divalentes como cofactores. En esta reaccidn se genera un producto
(VP1-pG) que puede ser nuevamente guanilado (VP1-pGG) y asi unirse a la secuencia
conservada (-pCC) que se encuentra formando parte de una horquilla localizada en el

extremo 3’ del molde de ARN, inicidandose asi la polimerizacidon nucleotidica. Como



consecuencia, los extremos 5’ de las cadenas de ARN de ambos segmentos genémicos
y los ARNm virales estdan unidos covalentemente a VP1 (Boot et al., 2004; Pan et al.,
2007; Pan et al., 2009).

La generacion del ARN viral ocurre de manera semiconservativa, asimétrica y por
hebra-desplazada. Primero, el ARN doble hebra viral debe separarse, asi la hebra
negativa de cada segmento genémico puede utilizarse como molde para la sintesis de
ARN viral. En la estructura de VP1 se observa un prominente surco cargado
positivamente, cercano al canal de entrada del molde de ARN. Este surco parece
estabilizar la hebra que no estd siendo utilizada como molde, y permite que se
convierta en ARNm al ser desplazada por la hebra de ARN naciente (Spies et al., 1987;
Pan et al., 2007).

Los ARNm virales se diferencian de los ARNm celulares por no poseer cola poli(A) en su
extremo 3’, aunque la formacidon de estructuras secundarias en su 3’-UTR seria
importante en la eficiencia de la traduccion. Los ARNm virales en su extremo 5’ no
poseen el cap caracteristico de ARNm celulares y solo presentan 5’-UTR de corta
longitud. Esto no permite la formacién de estructuras secundarias y terciarias que
puedan actuar como IRES (internal ribosome entry site) y reclutar factores de inicio
para la traduccién, tal como como ocurre con otros virus de ARN que también carecen
de 5-cap (Boot et al., 2004). Los ARNm de los birnavirus utilizarian un mecanismo
alternativo para entrar a los ribosomas y comenzar la traduccion. Se ha demostrado la
interaccion entre el intermediario guanilado de VP1 y el extremo carboxi-terminal del
factor de inicio de la traduccién, elF4All, permite reclutar la subunidad ribosomal

menor 40S al extremo 5’ del ARNm viral y comenzar la traduccion (Tacken et al., 2004).

Historia y Epidemiologia

La Enfermedad Infecciosa de la Bursa se observd por primera vez en 1957 y fue
descrita por Albert Cosgrove en una granja de la comunidad de Gumboro, Delaware
(Estados Unidos), por lo que también se conoce como Enfermedad de Gumboro
(Cosgrove, 1962). Inicialmente se considerd que era generada por una variante del
Virus de la Bronquitis Infecciosa aviar (IBV), y se la llamé “nefrosis aviar” por encontrar
dano severo en los rifiones de pollos afectados. Posteriormente se establecié que la
enfermedad era generada por el Virus de la Enfermedad Infecciosa de la Bursa
(Hitchner, 1970). Tras sus estudios en el tropismo tisular y persistencia del virus, este

autor logré la primera descripcion de la patogenia de IBDV.
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La cepa cldsica (cIBDV) fue la primera en surgir y se expandid rapidamente, en 1965 ya
se encontraba distribuida por todo Estados Unidos, reportandose casos también en
Europa y Medio Oriente. A mediados de los afios 70 fue controlada exitosamente por
vacunacion (Lasher & Davis, 1997).

Para los afios 1986-1987, la efectividad de los programas de vacunacion habia
disminuido y se reporto la emergencia de nuevas cepas de IBDV. En Estados Unidos se
describieron las primeras cepas llamadas variantes antigénicas (valBDV), que
presentaban un cambio antigénico y un leve aumento de la virulencia. Al caracterizar
estas cepas se encontré que contenian cambios Unicos en la regidn hipervariable de
VP2, mostrando una manifestacion clinica un poco diferente a las cepas clasicas.

En Bélgica y Holanda se reportaron por primera vez cepas de IBDV que produjeron un
brote severo de la enfermedad, provocando alta mortalidad en granjas.
Antigénicamente estas cepas no presentaban diferencias con las cepas clasicas, pero
mostraban una mayor virulencia, por lo que se las denomind hipervirulentas (vvIBDV)
(Chettle et al., 1989). La caracterizacion de las cepas vvIBDV revelé al compararlas con
cepas cIBDV, la presencia de mutaciones aminoacidicas en todas las proteinas virales,
aunque la mayoria se concentraban en la regién hipervariable de VP2 (Brown et al.,
1994).

Después de la emergencia de las cepas vvIBDV, la enfermedad sufrié una expansién a
nivel mundial, consiguiendo para los afios 90 una distribucion por toda Europa, Asia y
Africa. Posteriormente se identific6 en paises de América Latina como Brasil,
Venezuela, Republica Dominicana, Argentina (Di Fabio et al., 1999; Banda et al., 2003;
Remorini et al., 2006) y mas recientemente en Estados Unidos (Stoute et al., 2009). En
2004 se observd por primera vez un brote de vvIBDV en Uruguay (Hernandez et al.,
2006).

El evento epidemioldgico que llevo a la emergencia y expansién de vvIBDV no se
conoce, pero se ha sugerido que pudo haber sido consecuencia de un evento de
reordenamiento gendmico que incorporé un segmento B desconocido hasta ese
momento (Hon et al., 2006). El reordenamiento gendmico (reassortment) es una
estrategia caracteristica de virus de ARN segmentados que genera variabilidad y juega
un importante papel en la evolucién, creacién y expansion de nuevas cepas con
patogenia alterada, virulencia e incluso con distintos hospederos.

Andlisis de filogenia y coalescencia sugieren que el gen vp1 de las cepas hipervirulentas
tiene un origen independiente del resto de las cepas de IBDV (Yamaguchi et al., 1997;
Islam et al.,, 2001), posiblemente de algun ave silvestre que haya oficiado como

reservorio natural. Se han encontrado aislamientos de IBDV particulares que carecen
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de vwVP1 y podrian corresponder a los “antiguos” IBDV que presentaban una menor
patogenia. Estos IBDV antiguos habrian aportado el segmento A a los vvIBDV actuales
(Le Nouen et al., 2006). Estos hechos brindan sustento a la hipdtesis que sugiere un
posible rol del reordenamiento de vpl en el inicio de la expansion de vvIBDV (Kong et
al., 2004; Hon et al., 2006).

Las bases genéticas de la expresion del fenotipo de alta virulencia no han sido
claramente establecidas (Jackwood & Sommer, 2005). La caracterizacion molecular se
ha enfocado en la regidn hipervariable de VP2, estudiando los cambios nucleotidicos y
aminoacidicos involucrados en la virulencia en las distintas cepas (Brandt et al., 2001).
No obstante, se ha demostrado que VP2 no es el Unico factor asociado a virulencia
(Boot et al., 2000), ya que VP1 también modula y contribuye a su expresion (Boot et
al., 2005).

La generacion artificial de IBDV reordenados con capacidad infecciosa (Li et al., 2005)
impulsé la idea de la existencia de este tipo de IBDV circulando naturalmente. En el
ano 2006, Le Nouén et al. reportaron por primera vez aislamientos naturales de IBDV
con segmentos gendmicos reordenados. Dichos aislamientos, que presentaban el
segmento A relacionado filogenéticamente a cepas vvIBDV y el segmento B con
caracteristicas de cepas cIBDV, desarrollaron una manifestacion patogénica intermedia
entre cepas vvIBDV y cIBDV (Le Nouén et al., 2006).

Esta evidencia sustenta la hipdtesis de que la expresién del segmento A no es
suficiente para regular la virulencia; lejos de eso, el incremento de virulencia de los
vIBDV se deberia a la expresién coordinada de ambos segmentos gendmicos (Hon et
al., 2006).

Diagnostico y caracterizacion de IBDV

Inmunidad e inmunosupresion

IBDV infecta células B en proliferaciéon que se encuentran en la bursa de Fabricius. Su
periodo de incubacién es corto (dos a tres dias), detectdndose el antigeno viral en la
bursa luego de 12hs de la inoculacion oral con el virus (Hirai & Calnek, 1979; Kaufer &
Weiss, 1980; Kibenge et al., 1988).

Una activa replicacién viral genera la apoptosis de las células linfoides, causando
deplecién de los foliculos de la bursa que consisten en su gran mayoria de células B.

Los pollos infectados con IBDV experimentan asi supresion de la inmunidad humoral.
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La activa replicacidn viral en la bursa estd acompanada de grandes cantidades de
células T que se infiltran en este 6rgano, por lo que la inmunidad de células T juega un

importante rol en la defensa contra IBDV (Kim et al., 2000).

Signos clinicos y lesiones

Los signos clinicos no son especificos, y su severidad depende de la cepa viral. Los
sintomas mas comunes incluyen diarrea, anorexia, depresién, deshidratacion vy
plumaje erizado.

La bursa sufre cambios importantes a partir de los tres dias post-infeccidn:
inflamacidn, coloracidn roja, necrosis, atrofia y hemorragias (Kibenge et al., 1988; Saif,
1998). Se ha observado que las cepas cIBDV producen mayor dafo en la bursa y
también acumulan mds células T, en comparacién con las valBDV (Rauf et al., 2011).
Las cepas vvIBDV ademads de dafiar la bursa, causan lesiones severas en otros tejidos y
organos del sistema inmune como el timo, bazo y medula ésea (Saif, 1998).
Generalmente, esta enfermedad alcanza el 100% de morbilidad, pero la mortalidad
varia segln la cepa viral, las cepas vvIBDV estan asociadas a altos porcentajes de

mortalidad.

Prevencion y control

Debido a que IBDV es altamente contagiosa y muy resistente en el ambiente, las
medidas higiénicas no son suficientes y la vacunacién se vuelve esencial para el control
de la enfermedad. Los planes de vacunacién para combatir la infeccion de IBDV
incluyen vacunas con virus atenuados e inactivados. Las vacunas con virus atenuados
incluyen cepas clasicas y variantes, e imitan la infeccidn natural en el huésped. Las aves
reproductoras también son inoculadas con vacunas con virus inactivados para inducir

respuesta inmune pasiva y transferir proteccién a la progenie.

Diagndstico y caracterizacion

El desarrollo y aplicacién de técnicas de diagndstico y caracterizacidon rapidas vy
confiables se ha vuelto imprescindible para el mejoramiento del control sanitario de
las enfermedades, en la obtencidn de informacién epidemioldgica, y en la
implementacién de esquemas de vacunacion.

El diagnéstico de IBDV depende de la deteccidon de anticuerpos especificos inducidos
por el virus o de la deteccion del virus en los tejidos, utilizando métodos inmunolégicos

o moleculares.
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Las técnicas inmunoldgicas tradicionales, como el ELISA, son dutiles para la
identificacion del virus, pero solo detectan cambios a nivel antigénico y no permiten la
discriminacion entre cepas cIBDV y vwiIBDV.

Las técnicas de analisis genético, son las mads utilizadas, permitiendo la rapida
identificacidn y caracterizacién de IBDV. Se han descrito sitios en el genoma viral que
actian como marcadores genéticos de variaciones antigénicas y patogénicas,
permitiendo la genotipificacion de las distintas cepas de IBDV. De manera general, las
técnicas de analisis genético para IBDV incluyen la amplificacién por RT-PCR
(retrotranscripcién - reaccién en cadena de la polimerasa), del ARN viral extraido
directamente de las bursas de Fabricius (Lin et al., 1994; Lee et al., 1994; Mittal et al.,
2005). Posteriormente se aplican las metodologias de caracterizacion. Una de las
técnicas mas empleadas para genotipificar IBDV ha sido el RFLP (Polimorfismo en el
Largo de los Fragmentos de Restriccion). Esta utiliza diferentes enzimas de restricciéon
para el posterior analisis de los fragmentos obtenidos por la digestion que permiten
detectar la presencia de secuencias de ADN especificas de las distintas cepas.

La forma mas precisa de identificacidon y caracterizacidon de IBDV es la secuenciacion,
que revela la composicidn nucleotidica y permite deducir la composicidn aminoacidica
del genoma viral.

Las técnicas de identificacién y caracterizacién se han centrado en el analisis de la
region hipervariable de VP2, pero la deteccién de aislamientos con segmentos
genomicos reordenados, ha sido motivo de una reevaluacion de los sistemas de
diagndstico y genotipificacién utilizados hasta el momento en IBDV (Herndndez et al.,
2011). El analisis de VP2 nos proporciona informacién solo del segmento gendmico A,
por ello resulta importante a la hora del diagndstico y la caracterizacion incluir el
segmento B. El estudio de VP1 permite obtener informacién mas completa del genoma
del virus, pudiendo contribuir con el desarrollo de técnicas de diagnostico mas
precisas, que puedan detectar casos de reordenamiento genémico. Ademas de lograr
un mayor conocimiento de la diversidad y variabilidad de IBDV, aportando datos que
puedan ayudar a un mejor entendimiento de su evolucién, epidemiologia, y

contribuyendo a la prevencién y el control de la enfermedad.
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OBJETIVOS

OBIJETIVO GENERAL
Caracterizacion genética del gen vp1l del Virus de la Enfermedad Infecciosa de la Bursa

de aislamientos de campo uruguayos de diferentes patogenias.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Desarrollar un ensayo molecular para la amplificaciéon total del gen vpl vy
estandarizar la metodologia utilizando una cepa vacunal.
e Obtener las primeras secuencias completas del gen vpl de cepas uruguayas
clasicas e hipervirulentas.
e Realizar el estudio comparativo con secuencias existentes en la base de datos.
e Identificar marcadores moleculares asociados con las distintas cepas.

e Estudiar las presiones selectivas del gen vpl y de los marcadores identificados

para aportar informacion sobre el origen y evolucién de las cepas hipervirulentas.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras

Para la realizacion de este trabajo se utilizd una cepa vacunal y virus de campo. La cepa
vacunal se obtuvo de la vacuna comercial Nobilis Gumboro D78 de Laboratorios
Intervet, la cual incluye en su formulacidn virus de una cepa clasica atenuada.

Los virus de campo se obtuvieron a partir de muestras de bursas extraidas
directamente de pollos que presentaban signos clinicos caracteristicos de IBDV. Estas
muestras se almacenaron a —802C hasta su procesamiento. Se eligieron dos muestras
con cepas de campo de patogenicidad diferente (cldsica e hipervirulenta); estas cepas

habian sido previamente caracterizadas analizando el gen vp2.

Tabla 1. Se detallan los aislamientos, a que cepa pertenecen, y su origen.

D78 Clasica Vacunal
MO07C Clasica Campo
M102 Hipervirulenta Campo

Extraccion del genoma viral

La vacuna liofilizada se resuspendié en PBS (solucion salina amortiguada por fosfatos),
esta resuspension se utilizé para la extraccién de ARN mediante el kit “High Pure RNA
isolation kit” (Roche).

En el caso de la extraccién del ARN viral de las muestras de campo, se cortaron
pliegues internos de las bursas y se efectué un pre-tratamiento con SDS (dodecil
sulfato sddico) y proteinasa K. La extraccion del ARN viral se realizd con el método de
TRIzol, obteniéndose 50ul de ARN eluido en agua ultra pura (Ver Anexo).

Amplificacion del genoma viral
Cebadores
En este estudio se utilizaron cuatro juegos de cebadores para lograr la amplificacidon

completa del gen vp1, incluyendo parte de las regiones 5’-UTR y 3’-UTR, amplificando
2779 pb en total (Figura 4).
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Figura 4. Representacion grafica del segmento B de IBDV (barras grises) utilizando el programa
bioinformatico Artemis 12.0 (The Wellcome Trust Sanger Institute). Los cebadores utilizados se

muestran en diferentes colores.

Se disefaron nuevos juegos de cebadores para utilizar en conjunto con cebadores
previamente disefiados en el laboratorio, logrando la amplificacidon total deseada
(Tabla 2). El disefo se realizo usando la herramienta Primer BLAST del “National Center
for Biotechnology Information” (NCBI) y se utilizé el programa Oligo Analyzer 3.1 de
“Integrated DNA Technologies” (IDT) para analizar sus temperaturas de melting (Tm) y

la posible formacién de estructuras secundarias y dimeros.

Tabla 2. Descripcidon de los cebadores utilizados. Se muestran las secuencias nucleotidicas en
sentido 5’ — 3’, las posiciones de hibridacion en el genoma viral y el tamafio del amplicén
generado con la utilizaciéon de cada juego de cebadores. Se indica con (+) si el cebador es

directo y con (-) si es reverso.

MuF (+) 5'- GGATACGATCGGTCTGAC - 3' 1-18 845
VP1R (-) 5'- TTGATGACTTGAGGTTGATTTTG - 3' 864 - 883

VP1F (+) 5’- AGATTCTGCAGCCACGGTCTCT - 3’ 290-311 g53
Sb1R (-) 5" — TTGGACATCACGGGCCAGGT - 3’ 1165-1184

Sb2F (+) 5" - ATCAACCTCAAGTCATCAAGTGG - 3° 865 - 887 1120
Sb2R (-) 5 —TGTTCAGGAGTGGGTAGTTC - 3’ 2007 - 2026

Sb3F (+) 5 - ATCTTGGGATCTATGTGCCG - 3’ 1850 - 1869 909
Sb3R (-) 5 - GGGTCTGGGGTTAGTGTC - 3’ 2778 - 2795

Retrotranscripcion

Para la sintesis de ADN complementario (ADNc) se utilizé el kit “RevertAid First Strand
cDNA Synthesis” (Fermentas). Por cada retrotranscripcion (RT) se utilizaron 10ul de
ARN extraido (Ver Anexo). Se realizaron RT especificas utilizando un juego de

cebadores (directo y reverso) por tratarse de un genoma de ARN doble hebra.
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Reaccidn en cadena de la Polimerasa

Para la amplificacién de los fragmentos gendmicos se utilizé la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizando cebadores especificos (Tabla 2). Las
concentraciones y volumenes de los reactivos se muestran en la Tabla 3. Las
condiciones de ciclado se mantuvieron, adecuando la temperatura de hibridacién para
cada juego de cebadores (Tabla 4).

Para las reacciones de RT y PCR se utilizé un termociclador Corbett PCR Thermal Cycler.

Tabla 3. Composicién general de la reaccidon de PCR. Se indica concentracién inicial y final

de cada reactivo asi como el volumen utilizado para cada uno de ellos.

Buffer 10x 1x 1,5ul
MgCl, 25mM 2uM 1,5ul
dNTPs 40mM 0,8mM 0,375ul
Cebador directo 10 uM 0,4ul 0,75ul
Cebador reverso 10uM 0,4ul 0,75ul
Taq polimerasa (Fermentas) 5U/ul 0,05U/ul 0,15ul
ADNCc - - 1l
H,0 - - 8,975ul

Tabla 4. Condiciones de ciclado utilizadas en las reacciones de PCR. Se indican las

temperaturas de hibridacién para los correspondientes cebadores.

Desnaturalizacidn

inicial 95 eC 5 minutos

Desnaturalizacion 95 oC 30 segundos
30 ciclos Hibridacion 55 - 62°C 1 minuto
Extensidn 72 °C 1 minuto

Extension final 72 eC 15 minutos

Visualizacion del amplicon
Los productos de las reacciones de PCR (amplicones) fueron analizados mediante
electroforesis en geles de agarosa al 0,8%, tefiidos con bromuro de etidio vy

visualizados en un transiluminador con luz UV.
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Purificacion de los amplicones
Los amplicones se cortaron del gel de agarosa y se purificaron utilizando el kit “GFX
PCR DNA and Gel Band purification kit” (General Electric).

Clonaciéon

La clonacién de los amplicones purificados se realizdé con el kit “Genelet PCR Product
Cloning kit” (Fermentas), utilizando células competentes de E. Coli XL-1 Blue.

El vector utilizado (pJET1.2/blunt) contiene el gen que codifica para B-lactamasa, que
proporciona resistencia a la ampicilina a la bacteria que lo adquiera. También contiene
un gen “letal” cuya secuencia codificante incluye sitios diana para diversas enzimas de
restriccion (sitio de policlonado), asi el gen “letal” es interrumpido al adquirir un
inserto y su producto no se expresa. De esta manera al cultivar las bacterias en un
medio (LB) con ampicilina solo aquellas que hayan adquirido el vector lograran crecer;
asimismo solo las bacterias que han sido transformadas con el vector que contiene el
inserto sobreviviran por tener el gen “letal” interrumpido. Solo las bacterias

recombinantes que contienen el inserto creceran en la placa.

Figura 5. Mapa del vector de clonacién
pJET1.2/blunt. Se indica el gen de la B-
lactamasa (Ap") y el gen “letal”
(eco47IR).

Los fragmentos a clonar fueron ligados al vector utilizando DNA ligasa T4. Las
transformaciones fueron incubadas en medio liquido con agitacidon a 379C durante 90
minutos. Luego estos cultivos fueron plagueados en medio sélido LB-agar-ampicilina
(Ver Anexo).

Finalmente, para corroborar la presencia del fragmento de interés en las colonias
transformadas se realizd un screening por PCR, con cebadores especificos para el
inserto, utilizando las mismas condiciones ya citadas, pero se aplicé directamente cada

colonia como ADN molde y se analizé mediante una corrida electroforética.
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Extraccion de ADN plasmidico

Los clones positivos se incubaron en medio liquido LB-ampicilina a 372C toda la noche
con agitacidén. La extraccion del ADN plasmidico se realizé mediante minipreparaciones
(Ver Anexo). La presencia del fragmento de interés en los clones se establecié
mediante una nueva reaccion de PCR, bajo las mismas condiciones ya mencionadas y
posterior corrida electroforética. Los productos de las minipreparaciones fueron

cuantificados en Nanodrop.

Secuenciacion
Los insertos fueron secuenciados en forma automadtica, empleando los cebadores

especificos del vector: pJET-F y pJET-R.

Andlisis bioinformatico de las secuencias

Los cromatogramas de las secuencias fueron revisados y editados utilizando el
programa “BioEdit Sequence Alignment Editor” (BioEdit).

Las secuencias parciales del gen vpl de los dos virus de campo y del virus vacunal se
ensamblaron utilizando la herramienta SeqMan de Lasergene, obteniendo de ese
modo la secuencia lineal completa del gen vp1 de cada cepa.

Se realizd una busqueda de homologia con las secuencias disponibles en la base de
datos del NCBI. Se utilizé la herramienta BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool),
un algoritmo que permite comparar la secuencia nucleotidica de interés con las
existentes en la base de datos. BLASTN realiza alineamientos con las secuencias de
mayor homologia y brindando valores estadisticos para cada alineamiento, como el
porcentaje de identidad calculado en base al nimero de residuos que coinciden entre
la secuencia de interés y la encontrada por la base de datos.

Con las secuencias nucleotidicas de las muestras y las encontradas en la base de datos
se realizaron alineamientos con el método Clustal W del programa “Molecular
Evolutionary Genetics Analysis” version 4 (MEGAA4). Con la informacién obtenida del
alineamiento se realizaron estimaciones del niumero de diferencias nucleotidicas y
aminoacidicas existentes entre las secuencias.

Se realizd una reconstruccion filogenética a través del método neighbour-joining
utilizando el programa MEGA4; el soporte estadistico de los clusters se establecié
mediante bootstrap con 1000 réplicas.

Para determinar las presiones selectivas a las que estan sometidos los codones de VP1,
se utilizé el algoritmo “Single likelihood ancestor counting” (SLAC) de la interfase
Datamonkey. SLAC es uno de los métodos de conteo basado en verosimilitud mas

utilizados para identificar las presiones selectivas (positivas, negativas y neutras) de los
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codones. Este método infiere por verosimilitud la secuencia ancestral y usandola como
referencia contabiliza para cada codén del alineamiento el nimero de cambios
sindnimos y no-sindnimos, con el objetivo de establecer si el nUmero de cambios no-
sinédnimos por sitio no-sinébnimo (dN) es significativamente diferente del nimero de

cambios sinébnimos por sitio sinénimo (dS).
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RESULTADOS

Amplificacion del gen vpl

Los primeros ensayos realizados consistieron en la puesta a punto de las condiciones
de la amplificacion con el objetivo de establecer las variables 6ptimas para el
funcionamiento de los cebadores. Para cada juego de cebadores se realizaron
reacciones de PCR con gradiente de temperatura relativa a su Tm, seleccionando la
temperatura de hibridacién de mayor rendimiento. Estos ensayos se realizaron con la
cepa vacunal con el objetivo de estandarizar los procedimientos y contar con un

control positivo para los ensayos.

Tabla 5. Temperaturas de hibridacién dptimas para cada juego de cebadores establecida por

estudio de gradiente de temperatura.

MuF/VP1R 552C
VP1F/Sb1R 622C
Sb2F/Sb2R 62°C
Sb3F/Sb3R 62°C

Luego de determinar la temperatura Optima para cada juego de cebadores, se
realizaron las amplificaciones de cada segmento con su juego de cebadores
correspondiente.

Los cebadores fueron probados en la amplificacion de cepas con distintas virulencia y
mostraron un buen rendimiento. De esta manera se logré la amplificacion del gen vpl

en los virus de campo MO7C (cldsico) y M102 (hipervirulento).

Figura 6. Electroforesis en gel de
agarosa al 0,8% de la amplificacidn
de la muestra M102 con los
distintos cebadores. En todos los
casos el carril 1 corresponde a un
marcador de peso molecular, el
carril 2 al blanco (control sin ADNc)
y el carril 3 a la amplificacion de
M102 con A) MuF/VP1R; B)
VP1F/Sb1R; C) Sb2F/Sb2R y D)
Sb3F/Sb3R.
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Clonacioén y verificacion de los productos obtenidos
Los amplicones obtenidos fueron clonados en el vector pJET1.2/blunt. Se corrobord la
presencia de los insertos de interés en el vector realizando un screening por PCR con

cebadores especificos para cada inserto, bajo las condiciones anteriormente descritas.

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% correspondiente al screening de colonias de
la clonacion de D78 con Sb2F/Sb2R (tamafio del inserto 1120pb). Carriles: 1- Blanco; 2- Colonia
1; 3- Colonia 2; 4- Colonia 3; 5- Colonia 4; 6- Colonia 5; 7- Colonia 6 y 8- Control positivo:
producto de PCR D78 Sb2F/Sb2R.

Luego de confirmar la presencia del inserto en las colonias, se seleccionaron las
colonias 1 y 2 y se realizé una extraccion de ADN plasmidico. Se realizdé una nueva
amplificacién por PCR con cebadores especificos, con el fin de verificar que los

productos de las minipreparaciones contenian efectivamente el amplicon deseado.

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% de los
amplicones D78  Sb2F/Sb2R  obtenidos de |las
minipreparaciones. Carriles: 1- Blanco; 2- Minipreparacién
colonia 1; 3- Minipreparacién colonia 2 y 4- Control
positivo: producto de PCR D78 Sb2F/Sb2R.

Se realizd el mismo procedimiento para la clonacidn de los otros fragmentos de D78.
Una vez probada y estandarizada, esta técnica fue aplicada en los dos virus de campo,
utilizando D78 como control positivo. Las amplificaciones y las clonaciones se
realizaron satisfactoriamente, tanto sobre la cepa de campo cldsica como en la

hipervirulenta.
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Angdlisis de las secuencias

Para obtener la secuencia lineal del gen vpl completo, las secuencias parciales
obtenidas de los virus de campo y el virus vacunal se ensamblaron y compararon. De
esta manera se obtuvo una secuencia nucleotidica consenso codificante de 2634pb
para cada virus analizado. Mediante su secuencia deducida de aminoacidos se obtiene

la secuencia de 878 aminodacidos de la proteina VP1 (Figura 9).

Descripcion de las secuencias

Las secuencias fueron analizadas y se estimé su divergencia nucleotidica vy

aminoacidica (Tabla 6y 7).

Tabla 6. Resultado del estudio de divergencia nucleotidica entre las muestras analizadas. Se

muestra el nimero de bases diferentes por secuencia que surge del andlisis entre las

’ TR [ e |
1. clBDY D78 Uruguay [vac)

2. clBDV MO7C Uruguay 87,000
3. wwIBDY M102 Uruguay 285,000 287,000

secuencias.

Tabla 7. Resultado del estudio de divergencia aminoacidica entre las muestras analizadas. Se

muestra el nimero de aminodcidos diferentes por secuencia que surge del analisis entre las

; T =
1. clBDV D78 Uruguay [vac)

2. clBDY MO7C Uruguay 13,000
3. wwIBDY M102 Uruguay 20,000 28,000

secuencias.

Andlisis comparativos

Se realizé una busqueda de homologia para las secuencias nucleotidicas de D78, M07C
y M102 en la base de datos del GenBank mediante BLASTN.

La cepa vacunal D78 mostré un 100% de homologia nucleotidica con la misma cepa
obtenida y analizada por investigadores de EEUU, asi como con cepas clasicas de
referencia de ese mismo pais (Tabla 8).

La secuencia del virus clasico MO7C revelé el mayor valor de identidad nucleotidica,
96%, con aislamientos cldsicos de EEUU, China, y Europa (Tabla 9).

En el caso del virus hipervirulento M102 se obtuvo un 99-98% de identidad
nucleotidica con aislamientos hipervirulentos de referencia de Europa y Asia (Tabla
10).
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Tabla 8. Resultado del BLASTN de la cepa clasica vacunal D78. Se muestra nimero de acceso,

nombre del aislamiento, pais de origen y tipo de cepa a la cual pertenecen. En todos los casos

se muestra el porcentaje de identidad con respecto a la muestra D78.

EU162090.1 D78 EEUU c 100%
EU162095.1 H30 EEUU o 100%
EU162093.1 CS-2-35 EEUU o 100%
EU162092.1 ViBursa CE EEUU o 100%
EU162091.1 ViBursa G EEUU o 100%

Tabla 9. Resultado del BLASTN de la cepa clasica de campo MO7C. Se muestra nimero de
acceso, nombre del aislamiento, pais de origen y tipo de cepa a la cual pertenecen. En todos

los casos se muestra el porcentaje de identidad con respecto a las muestra MO7C.

[T Tt iy

'

AY459320.1 Edgar EEUU o 96%
AY459321.1 9109 EEUU o 96%
AY103464.1 JD1 China o 96%
AY918947.1 Lukert EEUU c 96%
AY103464.1 Cu-1 Alemania o 96%

Tabla 10. Resultado del BLASTN de la cepa hipervirulenta M102. Se muestra nimero de
acceso, nombre del aislamiento, pais de origen y tipo de cepa a la cual pertenecen. En todos

los casos se muestra el porcentaje de identidad con respecto a la muestra M102.

AF240687.1 D6948 Holanda Y 99%
AJ318897.1 UK661 Inglaterra vV 99%
DQ679811.1 HOL Holanda Y 99%
DQ927043.1 Ks Israel Y 98%
AF083093.1 IL3 Israel w 98%



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/157931474?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=60&RID=BPM92PYR01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/157931480?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=BKXWTF1N01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/157931476?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=59&RID=BPM92PYR01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/41748321?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BKXWTF1N01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/9230681?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BK3UZE1Z012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/15425536?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BK3UZE1Z012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110808606?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BK3UZE1Z012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/116178743?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=BK3UZE1Z012

Caracterizacion genética de las secuencias

El alineamiento de secuencias del gen vpl completo de los virus caracterizados y de
virus de referencia disponibles en la base de datos, permitié establecer los cambios
existentes entre ellos. Los resultados de estos analisis revelaron que la mayoria de los
cambios nucleotidicos y aminoacidicos existentes entre las secuencias diferencian a las
cepas hipervirulentas de las demas cepas.

Analizando la secuencia de aminoacidos (Figura 9) se observan quince cambios que
distinguen cepas hipervirulentas de las clasicas y variantes, de los cuales doce
diferencian cepas hipervirulentas de las clasicas, variantes y del serotipo 2, siendo
cambios caracteristicos de cepa y serotipo (Tabla 11).

No obstante, se pudo observar que existen muchos mds cambios nucleotidicos que

aminoacidicos (259 vs. 15).

Tabla 11. Cambios aminoacidicos observados que diferencian las cepas hipervirulentas (vv)
de las cepas clasicas (c), variantes (va) y del serotipo 2, tras el analisis comparativo de las
secuencias en estudio y de aislamientos de referencia mundiales (Figura 9). Se muestran los

doce cambios caracteristicos de cepa y serotipo (sombreado).

Posicién aminocidica vvIBDV cIBDV, valBDV Serotipo 2

4 \Y, | \
61 I \Y Vv
145 T N N
146 D E E
147 N G G
242 E D D
287 A T T
390 M L L
393 D E E
508 K R K
511 S R S
562 P S S
646 S G G
682 P S S
695 R K K

26


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/9230681?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BK3UZE1Z012

10 20 20 @ s0
S ERERY PR EEREY PR B [ TR PR

SPQARSKISAAFCIKPTACODVEELLIP! PEDPLASPSRLAKF LRENCYKI LOPRS LPENEEYE TDQI LPD LAWMRQ!

120 120
. — T .

vvIBDV_D6948_Holanda MS|
vvIBDV_UK661_Inglaterra -
vvIBDV Mi02 Uruguay
cIBDV_D78 EEUU_(vac) .- J— .
IBDV_D78 Uruguay (vac)| ...I..... B 5
cIBDV_H30_ EEUU e SR,
IBDV MO7C Uruguay L
c /_Edgar_EEUU saadscasonn s
valBDV_Variant E

23-8_Serotipo_2 = ......... B AR R T S e S e s AV s S A L R S e S S e S R S S S SN SRR R Sa RO

[J

d

5

140 1s0 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260
v ns Al i s ol sk fisee Ndeeatiee se b santinese b smlse vetesastametasestisanelapsiivsae leins sl sl wmmmliveme lamsadessels selise el
vvIBDV_Dé6948_Holanda LKOMIYLFLQVPEATDNLKDEVTLLTONIRDKAYCSCTYMCQATRLVAMKEVATCRNPNKDPLKLCYTFESIAQLLDITLPVCPPCED! LTRVPSRMLVLTCDVDCEFEVEDYLPKINLKSSSCL
vvIBDV_UK661_ Inglaterra Py g ssny diimes . i E
vvIBDV M102 Uruguay
cIBDV_D78_EEUU_(vac)
IBDV_D78_Uruguay_(vac)
cIBDV_H30 EEUU
! M07C_Uruguay
cIBDV_Edgar_EEUU
valBDV_Variant E_EEUU
23-8_Serotipo_2

{

i

270 200 2%0 100 10 az0 230 240
Rl T T A (YR et (P Lo e o RO T el [ SR Fr-$pon KRp g U St ISRl st (g e
vvIBDV_D6948_Holanda TKCETICEMIAISNQFLRELSALLKQCACTKCSNKKKLLSMLSDYWY LSCCLLFPKAERYDKS TWLTKTRNIWSAPSP
vvIBDV_UK661 Inglaterra .......................... cese .

wvIBDV M102 Uruguay

H

cIBDV_D78_EEUU_(vac) . 2
icIBDV_D78_Uruguay (vac) S
cIBDV_H30 EEUU Sek s . B
|cIBDV_M07C_Uruguay cosemes T
cIBDV_Edgar_EEUU seseae o
valBDV_Variant E_EEUU ceeeaeen &
23-8_Serotipo_2 , S
400 410 420 420 440 450 460 470 420 %0 500 510 s20
ol LT o oo i [ SRl VI [ G Iy S e (R (I Seor ] S rtieh e B st R SRy RPN ISy | SRS T S e e |
vvIBDV_D6948_Holanda APDEPKALVYADNIYIVHSNTWYSIDLEKCEANCTROHMOAAMYYI LTRCWSDNCDPMENQTWATEFAMN CSCNAATFINNHLLSTLVLDOWN LMKOQPSPDSEEFKSI
vvIBDV_UK661_ Inglaterra ...... SAN o S LS . = e S AR S PO R S aaie S N e Gk s B H A i A B S NS e s R A B SR

vvIBDV M102 Uruguay [  ...... e e e e & o B e aast . feplc L Sl atig B0 - PR
cIBDV D78 EEUU_(vac)

cIBDV_D78_ Uruguay_(vac)

cIBDV_H30 EEUU

s30 sé0 550 560 570 s80 590 00

w gasn s Rorme atlmseroitel Ui misga f simse o Biisesosmsmsomzmr e mse Bhazarmsior by imsosmradiorsinsal) sioraioracnsorion Yoo o wiavel)
vvIBDV_D6948_Holanda EDKLCINFKIERSIDDIRCKLROLVPLAQPCYLSGCVEPEQPSPTVE LDLLCWSATY SKDLCIYVPVLDKERLFCSAAYPKCVE!
vvIBDV_UK661_Inglaterra §5i 5 eied SR e e A i SRR L e s e S A S e B B St a S

vvIBDV M102 Uruguay
cIBDV_D78 EEUU_(vac)
IBDV_D78_Uruguay_ (vac)

!
;

DOOOOOO0:

23-8_Serotipo_2 v iod o oas m A B e b S

200 ne 220 220 240 750 760 70 780
oiorsi Rl mrese Nimrviose fiwiwiwiorbinmroisiflarecsie Koovase e lins niaihiersunrshliseie oilisie e dilie e e wilio:wiois Pinior o §obon-a e ik o a0l o-or e fs-are of
vvIBDV_D6948_Holanda LNRPVPPKPPNVNRPVNTCGC LKAVSNA CRYRNEAGLSCLVLLATARSRLODAVKAKAE AEKLHKSKPDDPDADWFERSETLSDLL
vvIBDV_UK661_Inglaterra S —— iameze — e T ——— S O —— L ———
IBDV M102 Uruguay SRR SRk W SR A
IBDV_D78 EEUU (vac)
EIBDV_DTQ_Urug\ny_(vm:) Seamisina - :
IBDV_H30 EEUU o B S EPRE R
cIBDV_M07C Uruguay
cIBDV_Edgar_EEUU
valBDV_Variant_E_EEUU e .
23-8_Serotipo_2 O e

o

o

U

7% 200 210 820 830 240 850 260 70
Y P B o o RoLrot [Tk tory IO bt ey IeioRs O ok [orr ) (o Ratoen ISOr o] R et INITe sl Ry RSy
vvIBDV_D6948_Holanda EKADIASKVAHSALVETSDALEAVQSTSVYTPKYPEVKNPQTASNPVVCLHLPAKRATGVQAALLCACTSRPMCME APTRSKNAVKMAKRROROKE SR
vvIBDV_UK661_Inglaterra i vow PR N Nt 3 Mmoo e Pea
vvIBDV M102 Uruguay S
IBDV D78 EEUU (vac)
IBDV_D78_Uruguay_(vac)
IBDV_H30 EEUU -
M07C_Uruguay -
cIBDV_Edgar_EEUU
valIBDV_Variant_E_EEUU
23-8_Serotipo_2 -

Figura 9. Andlisis comparativo de secuencias aminoacidicas de las muestras en estudio

M
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(recuadros rojos) con aislamientos de referencia mundiales hipervirulentos (vv), clasicos (c),
variantes (va) y del serotipo 2. Se muestra con un punto cuando la secuencia es igual en esa

posicion respecto a la cepa hipervirulenta D6948.
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Reconstruccidn filogenética

Utilizando las secuencias en estudio y las disponibles en la base de datos (n=56) se
construyo un darbol filogenético mediante el método de neighbour-joining (Figura 10).

En el mismo se puede apreciar la presencia de dos agrupamientos bien definidos. Un
agrupamiento se encuentra formado por cepas de baja patogenia, clasicas y variantes
e incluye a la cepa vacunal D78. La cepa cldsica uruguaya M0O7C ocupa una posicion
basal e independiente en el clado, con un valor de soporte del 99%. El otro
agrupamiento, respaldado por valores de soporte del 99%, esta formado

exclusivamente por cepas hipervirulentas e incluye la cepa uruguaya M102.

Andlisis de las presiones selectivas

Se estudiaron las fuerzas selectivas a las que estd sometida la evolucién de VP1,
calculando el dN/dS global y cada uno de los codones que codifican su secuencia
proteica.

Se obtuvo un valor de dN/dS global de 0,074. El valor de significancia (p) se fijé de
manera estricta en 0,1, dando como resultado que de los 878 codones que forman
VP1, ninguno se encuentra sometido a presidn selectiva positiva, 237 estan bajo
seleccion negativa y los restantes 641 son selectivamente neutros. Al aumentar el
valor p fijdndolo en 0,5, se obtiene que 7 codones estdn bajo presion selectiva positiva,

518 sometidos a presidn negativa y 353 son selectivamente neutros.
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Figura 10. Arbol filogenético obtenido por el método neighbor-joining, utilizando el

alineamiento de las secuencias completas del gen vp1 disponibles en el NCBI y las obtenidas en
este estudio (en letra roja). Para cada aislamiento se detalla su nombre, el pais de origen, y su

patogenia. Se muestran en cada nodo los valores de soporte.

29



DISCUSION

En los ultimos afios se ha progresado en la comprensidn de la epidemiologia molecular
del Virus de la Enfermedad Infecciosa de la Bursa, descifrando la composicion del
genoma, identificando regiones para determinar relaciones genéticas entre las
diferentes cepas, y entendiendo la capacidad para generar variabilidad y evolucionar
de este virus (Le Nolien et al., 2005).

Los estudios genéticos de IBDV se han enfocado en el segmento A, principalmente en
la regién hipervariable de VP2 que constituye la principal regiéon antigénica viral
(Bayliss et al., 1990; Schnitzler et al., 1993). Esta regién ha sido ampliamente utilizada
para analisis antigénicos y moleculares de identificacion de IBDV.

La comprension de las bases moleculares implicadas en la patogenia de las cepas
hipervirulentas contintda siendo una interrogante (Jackwood & Sommer, 2005). Los
analisis comparativos de cepas con diferente patogenia, como vvIBDV y cIBDV, han
mostrado una gran cantidad de diferencias aminoacidicas concentradas en la regiéon
hipervariable de VP2, pero también en el resto de las proteinas virales (Brandt et al.,
2001). El desarrollo de sistemas de genética reversa (Mundt & Vakharia, 1996) facilité
el estudio de los segmentos gendmicos, genes, e incluso aminodcidos particulares y su
rol en la patogenia de IBDV. De esta manera se demostré que VP2 no es el Unico
determinante del fenotipo hipervirulento (Boot et al., 2000). Existen factores que
contribuyen a la virulencia en el resto del segmento genémico A y también en el
segmento B, los que actuarian de forma sinérgica (Boot et al., 2005).

Para comenzar a entender la accidn conjunta de ambos segmentos gendmicos en la
patogenia ha sido muy importante el analisis de los reordenamiento gendmico que
presenta IBDV. Inicialmente, utilizando herramientas de genética reversa se logro
generar de forma artificial un virus de IBDV reordenado cuyos segmentos A y B
provenian de cepas con diferentes patogenia (Li et al., 2005). En estos virus se pudo
observar una variacion en la manifestacion clinica respecto a las cepas originales de las
que provinieron los segmentos. Poco después, este hecho fue corroborado en
aislamientos naturales reordenados cuyos segmentos gendmicos provenian de cepas
clasicas e hipervirulentas (Le Nolen et al., 2006). Los brotes de IBD provocados por
estos virus reordenados mostraron una menor patogenia a la observada para cepas
vvIBDV tipicas, lo que indica que ambos segmentos estan involucrados en la virulencia
y patogénesis de IBDV (Le Nolen et al., 2006). Tras estos hallazgos, se ha vuelto
necesario el estudio de ambos segmentos y la investigacion del rol de VP1 en la

virulencia y patogenia de IBDV.
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En el presente trabajo se realizé la primera caracterizacidon genética completa del gen
vpl que codifica para la ARN polimerasa ARN-dependiente de aislamientos de IBDV
uruguayos, representando una de las primeras caracterizaciones de este tipo para
virus que circulan en Sudamérica. Para el estudio utilizamos una cepa vacunal como
referencia y dos aislamientos de campo uruguayos. Estos ultimos fueron previamente
caracterizados por su segmento A, siendo uno de fenotipo clasico y otro hipervirulento
(Hernandez et al., 2006). Posteriormente se procedidé a la amplificacion, clonacion y
secuenciacion del gen vpl, obteniéndose finalmente secuencias de 2779 pb que
incluyen el gen completo y porciones de las regiones 5" y 3° UTR de los tres IBDV

estudiados.

Identificacion y descripcion de las secuencias

El marco abierto de VP1, correspondiente a una secuencia de 2634 pb, fue identificado
en las secuencias de los tres virus caracterizados, obteniéndose luego su secuencia
deducida de aminodcidos tipica con sus 878 residuos.

Al aplicar el algoritmo BLASTN se obtuvo, como era de esperar, un 100% de homologia
nucleotidica entre el gen vpl de la cepa vacunal D78 caracterizada y el
correspondiente a la vacuna D78 publicada en el banco de genes, lo que corrobora que
el procedimiento desarrollado en este trabajo es correcto.

La cepa cldsica de campo MO7C mostré mayor homologia nucleotidica con cepas
clasicas de América del Norte, Asia y Europa (Tabla 9), lo que confirma que el
segmento gendmico B de este virus es de tipo clasico. La comparacion de los virus
clasicos estudiados, el de campo MO7C y el vacunal D78 entre si, mostré que
presentan una divergencia a nivel nucleotidico y aminoacidico (Tablas 6 y 7). Esta
divergencia también se observa al comparar MO7C con aislamientos clasicos de
referencia. En este sentido debemos tomar en cuenta que el aislamiento M07C fue
colectado en el afio 2007, en contraste con aislamientos cldsicos presentes en la base
de datos que datan de varios afios atrds (Ej. Edgar aislado en los afios 60’) y
posiblemente no representen a las cepas cldsicas que se encuentran circulando en los
ultimos anos en Uruguay vy la region.

En el caso de la muestra hipervirulenta de campo M102, la comparacion con las
muestras clasicas estudiadas D78 y MO7C, mostrd que se diferencia con ellas en 285y
287 nucledtidos, y en 20 y 28 aminoacidos, respectivamente. Mediante la aplicacion
del algoritmo BLASTN a la secuencia de M102 se obtuvo que el mayor porcentaje de

homologia nucleotidica (99%) lo presenta con cepas hipervirulentas europeas de
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referencia, indicando que efectivamente se trata de un aislamiento hipervirulento
(Tabla 10).

Estos resultados son concordantes con la clasificacién realizada anteriormente
mediante el analisis del segmento A de los aislamientos de campo aqui estudiados
(Tabla 1), por lo que podemos afirmar que estos aislamientos no presentan

reordenamiento gendmico.

Estudios evolutivos: analisis de filogenia y presiones selectivas

Se realizd la reconstruccién filogenética con las secuencias obtenidas, y las que se
encuentran en la base de datos, logrando un n=56. Entre ellas se incluyeron cepas
clasicas, hipervirulentas, variantes y del serotipo 2 (no patogénico). El analisis mostré
la presencia de dos grandes agrupamientos o clados, que presentaron un soporte
estadistico de 99% (Figura 10).

El primer clado se encuentra formado por cepas de baja patogenia, clasicas y variantes.
La cepa vacunal D78 quedé perfectamente integrada en este grupo de baja patogenia,
mostrando su identidad con las D78 caracterizadas por otros grupos, y también una
estrecha relacion con cepas vacunales del mismo origen de virus madre (Ej. VIBursa).
La filogenia reveld que el virus de campo MO7C posee una posicion basal en el clado,
presentando cierta divergencia respecto a las cepas clasicas tradicionales. Esta
divergencia también habia sido detectada en los andlisis de identidad de secuencia, lo
que mostraria que el virus uruguayo clasico de campo MO7C se diferencia de
aislamientos cldsicos de referencia mundiales y podria representar una forma de baja
patogenia un tanto distinta respecto a las tradicionales. Resultados similares obtenidos
en el laboratorio mediante el andlisis del gen VP2 sustentan esta hipétesis, sugiriendo
que los virus uruguayos presentan un nivel de divergencia significativo que demanda
estudios futuros mas profundos.

El segundo clado representado en la filogenia esta integrado exclusivamente por cepas
de alta patogenia, hipervirulentas, de procedencia europea, africana y asiatica. En este
grupo se ubicé el virus de campo hipervirulento M102, mostrando cdmo se observé
mediante los andlisis comparativos, que es muy similar a los aislamientos
hipervirulentos circulantes en el mundo.

Es importante mencionar que el arbol filogenético de la figura 10 muestra una
distribucién muy similar a la obtenida por Hon et al. (2006), en cuyo trabajo se
realizaron complejos estudios de filogenia y coalescencia para descifrar el origen
filogenético del segmento B de IBDV. Esta organizacién filogenética muestra que el

clado de las secuencias de vpl hipervirulentas (vwVP1) se separa de las demads
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secuencias del serotipo 1y 2 de IBDV, indicando un origen independiente para vvVP1.
Si bien el origen de vwVP1 es desconocido, su independencia filogenética observada
con respecto a las restantes cepas de IBDV sugiere que debe haber sido reordenado
desde un reservorio desconocido, posiblemente un ave silvestre que pueda ser
portadora natural de IBDV. Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Hon
et al. (2006) brindando apoyo a la teoria de que un reordenamiento del segmento B
desde un reservorio desconocido originé el surgimiento de las cepas vvIBDV. La
existencia de IBDV atipicos que carecen de vwVP1 sustenta esta hipdtesis, pudiendo ser
estos aislados los “antiguos” IBDV que brindaron un segmento a las formas

hipervirulentas actuales (Le Nolien et al., 2006).

Estudio de las presiones selectivas

Se utilizaron todas las secuencias disponibles codificantes de VP1 para detectar el tipo
de fuerza de seleccidon que se encuentra actuando, aplicando el método estadistico
dN/dS. Este método permite una interpretacidn directa a través del valor obtenido de
la razén dN/dS, indicando el tipo de presion de seleccidn (neutral, positiva o negativa)
gue actuaria en la regidén analizada.

En este estudio se obtuvo un valor global de dN/dS de 0,074, lo que indica que VP1 se
encuentra evolucionando bajo selecciéon negativa o purificadora. La accién de una
seleccion purificadora elimina los cambios aminoacidicos que alteren la conformacién
y funcion de la proteina. El hecho de que la region gendmica que codifica para VP1 se
encuentre bajo seleccion purificadora refleja la importancia funcional de VP1 y su poca
tolerancia a los cambios en su secuencia de aminodacidos. Este es un resultado légico si
consideramos que VP1 es proteina con multiples funciones esenciales para el virus,
entre las que se encuentran la replicacién del genoma viral (Von Einem et al., 2004),
colaboracién en la encapsidacion y morfogénesis del virion (Maraver et al., Feb. 2003),
ademads de su participaciéon aun no totalmente definida, en la modulacion de la

virulencia (Boot et al., 2005).

Caracterizacion genética de las secuencias

El alineamiento y andlisis comparativo de las 56 secuencias de vp1l, se focalizd en la
identificacion de cambios claves entre las cepas de alta y baja patogenia, intentando
asociarlos con la patogenicidad y como posibles determinantes del papel de VP1 en la

virulencia de IBDV.
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Al analizar las secuencias se observd un patrén conservado, mostrando cambios que
diferencian principalmente las cepas hipervirulentas de las cldsicas y variantes. Estos
cambios fueron numerosos a nivel de secuencia nucleotidica, pero no todos se vieron
reflejados en la secuencia proteica. La mayoria de las mutaciones fueron sinénimas,
indicando una restriccidon en la variabilidad aminoacidica, verificdndose por el indice
dN/dS que VP1 se encuentra evolucionando bajo seleccién purificadora. Al analizar las
secuencias aminoacidicas se observa un patron conservado (Figura 9) en el que se
identifican 15 cambios que permiten distinguir cepas de alta patogenia y de baja
patogenia. De estos 15 cambios aminoacidicos, 12 fueron caracteristicos de cepa y
serotipo, permitiendo diferenciar cepas hipervirulentas del resto de las cepas del
serotipo 1 y también de cepas del serotipo 2 (Tabla 11). Los virus caracterizados en
este trabajo presentaron todos los marcadores de acuerdo a su clasificacién, excepto
la muestra clasica de campo MO7C, que mostré un cambio Unico en la posicién
aminoacidica 145. En esta posicion, definida previamente como marcador de
patogenia (Hernandez et al. 2006), las cepas hipervirulentas presentan una treonina,
mientras que las cepas clasicas y variantes una asparagina. Aqui, MO7C mostré un
cambio no reportado antes, presentando una serina en dicho sitio. Estos tres
aminodacidos son polares y comparten tanto la propiedad hidrofilica como el tamaiio,
no siendo cambios drasticos para la proteina. Como ya habiamos observado, la
muestra clasica de campo MO7C es un tanto diferente a las secuencias clasicas
presentes en el mundo, sin embargo, excepto por uno, presenta todos los marcadores
conservados y caracteristicos de las cepas clasicas. Este resultado sustenta su
clasificacion dentro del grupo de cepas clasicas, a pesar de la divergencia que
presentan.

En Herndndez et al. (2006) se analizaron 178 aminodcidos de VP1 desde las posiciones
71 a la 248 de la proteina, identificAndose 3 sitios caracteristicos (146, 147 y 242)
sugeridos como marcadores diagndsticos para IBDV. En el presente trabajo en el que
se incluyo el gen completo de VP1, se identificaron 12 sitios (Tabla 11) entre los que se
incluyen los descritos por Herndndez et al. Dichos sitios muestran una alta
conservacion y demostraron ser caracteristicos de cepa y serotipo permitiendo su
rapida distincidn, por lo que podrian ser considerados como posibles marcadores de
virulencia para el virus. Creemos que este es un aporte muy relevante para un mayor
conocimiento del modelo en estudio. La caracterizacion genética de IBDV, un virus
emergente que demuestra una capacidad de variacién y diversificacion, requiere de la
definicion de marcadores genéticos solidos de patogenicidad vy virulencia,
especialmente para el desarrollo de técnicas de diagnéstico en ambos segmentos

gendmicos.
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PERSPECTIVAS

Para brindar un apoyo mas sdlido al procedimiento aqui desarrollado para la
amplificacion completa del gen vpl, seria necesario incrementar el nimero de
muestras a analizar. Por otra parte, dado que a nivel regional no existen reportes de
caracterizacion total del gen vpl, Unicamente existen caracterizaciones parciales de
unos pocos aislamientos de Brasil, seria interesante contar con mayor informacién y

caracterizar aislamientos que han circulado en los ultimos afios en la regidn.

Es necesario continuar los estudios de los aislamientos clasicos que se encuentran
circulando en Uruguay y ampliarlo a la regidon. De esta manera se podria aportar mayor
informacién sobre la divergencia encontrada en estos virus, y evaluar el desarrollo de

técnicas especificas de identificacion para su control.

En este trabajo se observo la existencia de aminoacidos conservados en la proteina
VP1 que permiten distinguir a las cepas hipervirulentas de las demds cepas del
serotipo 1 (cldsicas y variantes) y el 2. Por ser especificos de cepa y serotipo, estos
aminodcidos son claros candidatos de marcadores moleculares asociados a virulencia.
Estos deberan ser validados en futuros estudios intentando establecer la fidelidad de
esta asociacion. El presente trabajo representa un punto de inicio para un mayor
entendimiento de la epidemiologia del virus, habiendo revelado candidatos a

marcadores de identificacion de IBDV.

En este trabajo se propuso brindar un aporte al conocimiento del origen y la evolucién
de IBDV, analizando el segmento B casi en su totalidad por su aparente importancia en
el surgimiento de las cepas de alta virulencia. Los datos aqui obtenidos concuerdan
con las hipdtesis mdas aceptadas mundialmente acerca de la causa de la expansion de
las cepas hipervirulentas. Dar continuidad a la investigacion, incluyendo nuevas
técnicas y métodos de andlisis de datos como estudios de coalescencia, puede proveer

importantes pistas sobre el camino evolutivo de IBDV.
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ANEXO: PROTOCOLOS

Extraccion de ARN viral de bursa

Tomar pliegues internos de la bursa y cortarlos, no superando los 100 mg.

Colocar en un eppendorf y agregar 100uL de SDS al 5% y cortar con tijera hasta
lograr una buena disociacion del tejido.

Agregar 4ul de Proteinasa K e incubar a 602C durante 20 minutos.
Centrifugar durante 2 minutos a 10000g.

Agregar 1mL de TRIzol, mezclar utilizando vortex.

Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

Agregar 200uL de cloroformo, mezclar utilizando vortex.

Incubar 3 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar durante 15 minutos a 12000g.

Extraer el sobrenadante que contiene el ARN y colocarlo en un nuevo
eppendorf.

Agregar 500uL de Ispropanaol frio.

Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar 10 minutos a 12000g.

Reconocer el pellet de ARN. Descartar el sobrenadante.

Resuspender el pellet en 1mL de Etanol al 75% frio. Mezclar utilizando vortex.
Centrifugar durante 5 minutos a 7500g.

Descartar el sobrenadante.

Eliminar los restos de etanol del pellet, incubando el eppendorf abierto en
estufa a 559C, tener cuidado de no secar el pellet.

Disolver el ARN en 50uL de agua ultra pura y guardarlo a -809C.

Extraccion de ARN viral de vacuna

Realizado con el kit “High Pure RNA isolation kit” (Roche).

Mezclar 400mL de la solucién tampdn S1(“Binding buffer” con “carrier” Poli A) y
200mL de muestra, en un eppendorf de 1,5mL.

Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Ubicar una columna en un tubo colector.

Transferir la mezcla solucion tampdn S1-muestra a la columna.
Centrifugar durante 15 segundos a 8000g.

Descartar el sobrenadante.
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Adicionar a la columna 500mL de la soluciéon tampoén 3a (“Inhibitor Removal
Buffer”).

Centrifugar durante 1 minuto a 8000g.

Descartar el sobrenadante.

Adicionar a la columna 450mL de la solucién tampdn 3 (“Wash Buffer”).
Centrifugar durante 1 minuto a 8000g.

Descartar el sobrenadante.

Centrifugar durante 10 segundos a 13000g.

Transferir la columna a un eppendorf de 1,5mL.

Adicionar a la columna 50mL de la soluciéon tampon 4.

Centrifugar durante 1 minuto a 8000g.

Almacenar a -80°C.

Retrotranscripcion

Realizado con el kit “RevertAid First Strand cDNA Synthesis” (Fermentas).

Agregar 10uL de extraccién de ARN en un tubo de 0,2mL.
Agregar 1ul de cebador foward.

Agregar 1ul de cebador reverse.

Mezclar y dar un spin.

Incubar la mezcla durante 5 minutos a 982C para su desnaturalizacion.
Pasar inmediatamente a hielo y mantenerlo alli.

Agregar 4ul de Buffer de reaccién 5X.

Agregar 1ul de Ribolock (inhibidor de ARNasa)

Agregar 2uL de dNTPs 10mM.

Mezclar y dar un spin.

Incubar 5 minutos a 37°C.

Agregar 1ul de Retrotranscriptasa RevertAid.

Incubar durante 60 minutos a 42°C.

Incubar durante 10 minutos a 70°C.

Almacenar a -20°C.

Purificacion de ADN a partir de gel de agarosa

Realizado con el kit “GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit” (General Electric)

Escindir con bisturi limpio el fragmento del gel que contiene el amplicon que
desea purificar.
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- Colocarlo en un tubo de 1,5mL y determinar su peso.

- Adicionar 10pL de “Capture Buffer type 3” por cada 10mg de gel y mezclar por
inversion.

- Incubar durante 15-30 minutos a 60°C.

- Centrifugar el mix (solucién tampdn-muestra) durante 10 segundos a maxima
velocidad.

- Colocar una columna en un tubo colector.

- Adadir la muestra a la columna e incubar 1 minuto a temperatura ambiente.
- Centrifugar durante 30 segundos a 16000g.

- Descartar el sobrenadante.

- Adicionar 500uL de “Buffer type 1” a la columna.

- Centrifugar durante 10 segundos a maxima velocidad.

- Descartar el tubo colector y transferir la columna a un tubo de 1,5 mL.

- Adicionar de 10 a 50uL de “Elution Buffer type 6” (H20 libre de ARNasas).

- Incubar durante 1 minuto a temperatura ambiente.

- Centrifugar durante 1 minuto a 16000g.

- Almacenar a -202C

Clonacion
Realizada con el kit “Genelet PCR Product Cloning kit” (Fermentas).
= Reaccién de blunting:
- Colocar 10uL de buffer 2X en un eppendorf

- Agregar hasta 7uL de producto de PCR purificado (la relacion inserto: vector
recomendada es 3:1)

- Adicionar 1ul de enzima DNA Blunting.

- Agregar agua destilada miliQ hasta completar un volumen final de 18L.
- Vortexear y dar un spin.

- Incubar durante 5 minutos a 70°C.

- Enfriar en hielo por varios segundos.

= Reaccidn de ligacién de los productos de PCR al vector PJET1/blunt:
- Agregar 1 pL de vector PJET1/blunt (50 ng/uL).
- Agregar 1 uL de DNA ligasa T4 (50 U/uL).
- Vortexear y dar un spin.

- Incubar durante 5 minutos a 22°C.
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= Transformacién de células XL1 Blue competentes:

Tomar 50uL de células XL1Blue competentes e inocular 5 plL de ligacidn.
Incubar en hielo por 15 minutos.

Incubar en baiio a 422C por 45 segundos.

Transferir rapidamente a hielo por 2 minutos.

En un tubo falcon agregar 300uL de medio SOC.

Incubar en agitador a 200rpm por 1-1,5 horas a 37°C.

Plaguear 100uL por placa de LB agar-ampicilina.

Incubar la placa a 372C toda la noche.

Extraccion de ADN plasmidico

Realizado mediante el método de fenol-cloroformo.

Realizar un cultivo en 3mL de medio liquido LB-ampicilina de la colonia
deseada.

Incubar el mismo a 372C en agitador ON.

Transferir 1,5mL del cultivo a un tubo de 1,5mL. Centrifugar a 1500 rpm.
Descartar el sobrenadante y repetir este paso con el volumen restante.

Resuspender el pellet en 300uL de solucién | (50 mM TRIS.HCI; 10mM EDTA).

Agregar 300uL de solucion Il (200mM de NaOH; 1% SDS). Mezclar por inversién
hasta que el contenido se torne transparente

Afiadir 300uL de solucién Il fria (3M AcNa pH=5,5). Mezclar por inversion e
incubar en hielo durante 15 minutos.

Centrifugar a 1500 rpm durante 15 minutos. Transferir el sobrenadante a un
nuevo tubo de 1,5mL.

Afiadir 1 volumen de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1).

Mezclar con vortex y centrifugar a 1500 rpm.

Transferir la fase acuosa superior a un nuevo tubo.

Afadir 1 volumen de cloroformo. Centrifugar a 1500 rpm durante 15 minutos.
Transferir la fase acuosa superior a un nuevo tubo.

Afiadir 2 volimenes de etanol absoluto frio (-202C).

Anadir 0,1 volimenes de AcNa 3M y mezclar con vortex.

Incubar a -202C ON.

Centrifugar a 1500 rpm durante 15 minutos.

Eliminar el sobrenadante.
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Agregar 900uL de Etanol 70% frio (42C).
Centrifugar a 1500rpm durante 15 minutos.
Eliminar el sobrenadante.

Incubar a 372C hasta que el pellet se halla secado.

Resuspender el pellet en 30uL de agua destilada miliQ.

Adicionar 1 uL de RNAsa 10 ug/mL.

Almacenar a -20°C.
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