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Resumen

El analisis del transcriptoma por RNA-Seq de bacterias durante la infeccién por fagos ha sido
ocasionalmente reportado en los uUltimos afios, sin embargo, se sabe poco sobre cémo responden
las bacterias del género Vibrio a la invasion fagica a nivel global del transcriptoma. En el presente
estudio, se investigé el perfil del transcriptoma de Vibrio parahaemolyticus durante una infeccién
litica con el vibriofagovB_Vp_PvVp04 a través de un andlisisde RNA-Seq. Los resultados revelaron
que 14 genes aumentaron su trascripciéon y 34 genes disminuyeron su transcripcion durante la
infeccidn del fago. Es importante destacar que los genes que aumentaron su transcripcién estan
involucrados en procesos importantes para la bacteria como lo son procesamientos de
aminodcidos, metabolismo energético y respuesta a estrés, mientras que en el caso de los que
disminuyeron sus transcritos podemos encontrar algunos genes involucrados principalmente en
el transporte de sustancias al interior o exterior de la bacteria. Estos datos de transcriptoma
contribuyen a una comprensién mdas completa de la interaccién de Vibrio parahaemolyticus a la
infeccion por el fago vB_Vp_PvWp04 permitiendo tener un mayor conocimiento de la respuesta
de la bacteria durante la infeccion.
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Summary

Transcriptome analysis by RNA-Seq of bacteria during phage infection has been occasionally
reported in recent years; however, little is known about how bacteria of the Vibrio genus respond
to phageinvasion at the global transcriptome level. In the present study, the transcriptome profile
of Vibrio parahaemolyticus during a lytic infection with vibriophage vB_Vp_PvVp04 was
investigated through RNA-Seq analysis. The results revealed that 14 genes increased their
transcription, while 34 genes decreased their transcription during phage infection. Importantly,
the upregulated genes are involved in crucial processes for the bacteria such as amino acid
processing, energy metabolism, and stress response, whereas the downregulated genes include
some involved primarily in substance transport into or out of the bacteria. These transcriptomic
data contribute to a more comprehensive understanding of Vibrio parahaemolyticus interaction
with vB_Vp_PvVp04 phage infection, allowing for a greater insight into the bacteria's response
during infection.
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Glosario

Bacteridéfagos: Son virus que infectan exclusivamente a las bacterias.

Biosintesis: Sintesis de compuestos orgdnicos realizada por seres vivos o in vitro mediante
enzimas.

Fenotipo: Rasgos observables en un organismo.

Fold change: Medida que describe cuanto cambia una cantidad entre una medicién original y una
posterior.

Genoma: Conjunto completo de ADN (material genético) en un organismo.

In silico: Método tedrico de investigacion, en el que se utilizan especialmente modelos
informatizados.

Lisogenos: Se aplica a la bacteria que tiene un préfago hospedado en su material hereditario que
puede desencadenar su lisis.

Liticos: Fagos que solo pueden multiplicarse en bacterias y matan a la célula debiso a la lisis al
término del ciclo de vida.

Patogenicidad: La capacidad de los parasitos para infectar un huésped y causar enfermedad.
Pro-fagos: Genoma de un fago que se ha perpetuado en la bacteria hospedadora al integrarse en
su cromosoma.

Recombinacion: Proceso por el cual una hebra de material genético se corta y luego se une a una
molécula de material genético diferente.

Regulacion transcripcional: Sistema proteico que controla la tasa de transcripcion de genes.
Transposones: Representan segmentos de ADN que tienen la capacidad Unica de moverse y
reinsertarse en nuevos lugares dentro del genoma.



1. INTRODUCCION

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria heterétrofa, Gram negativa, haléfila, mévil por medio de
un flagelopolar y flagelos peritricos. Sus condiciones éptimas de crecimiento se encuentran entre
los 20° y 30° C de temperatura, pH de 7.0 a 8.6 (Gémez-Gil et al., 2013); habita en ambientes
marinos y costeros alrededor del mundo; puede vivir de forma plantdnica en la columna de agua,
asociada a detritus o plancton, formando biofilms o como parte del microbiota intestinal de
organismos marinos (Goulden et al., 2012). Posee la capacidad de formar biopeliculas sobre casi
cualquier superficie bidtica y abidtica (Yildiz y Buick, 2009). Su distribucién y dinamica en el agua
estan influenciadas por gradientes medioambientales como la temperatura, salinidad,
disponibilidad de nutrientes y factores bioldgicos; que debido a su metabolismo versatil y rapido
crecimiento es capaz de adaptarse a los constantes cambios que las rodea (Leyton y Riquelme,

2008).

Posee dos cromosomas, en el cromosoma | (promedio de 3 Mpb) contiene los genes esenciales
para el crecimiento bacteriano, mientras que el cromosoma Il (promedio 1 Mpb) estan aquellos
genes que le permiten a la bacteria adaptarse a los cambios ambientales (Thompson et al., 2004).
Ademds, el genoma contiene elementos extra cromosomales modviles como pro-fagos,
transposones y plasmidos, los cuales le permiten a la bacteria intercambiar su material genético
con otras bacterias. De esta forma, adquieren genes que confieren una mayor adaptacion a
condiciones ambientales, genes de resistencia a antibidticos e incluso genes que codifican para
factores de virulencia. Por consiguiente, V. parahaemolyticus forma parte de las especies de
mayor importancia acuatica por su gran plasticidad genémica (Urbanczyk et al., 2013; Han, etal.,

2015a; Xiao et al., 2017).

En general, la virulencia de V. parahaemolyticus varia considerablemente y aun no esta definida
la causa de su epidemiologia (Lovell, 2017). Puede actuar como patégeno oportunista en
organismos de importancia comercial como crustaceos (Yingkajorn et al., 2014), moluscos (Jones

etal., 2014), peces (Hatai et al., 1981) e incluso afectar al ser humano. (Jones et al., 2012). Por



ello, debido a las infecciones y a su vez la resistencia bacteriana que se ha encontrado hacia los
antibidticos en algunas cepas de V. parahaemolyticus se ha considerado desarrollar nuevas
alternativas para el control biolégico (Dy et al., 2018). Como es el uso de bacteriéfagos como
terapia alternativa para el control bacteriano en acuacultura (Liu et al., 2022). Los bacteriéfagos
o fagos son virus que infectan exclusivamente bacterias, introduciendo su material genético
dentro de diferentes células bacterianas susceptibles y utilizan la mecanica metabdlica del
huésped para producir mas bacteriéfagos (Abedon, 2008). Los estudios sobre el mecanismo de
los bacteriofagos liticos es esencial para el desarrollo de la fago terapia, donde la infeccidn
conduce exclusivamente a la muerte celular, lisis y liberaciéon de particulas de la progenie del
bacteriéfago (Kropinski 2006; Cisek et al., 2016).  Por otra parte, las infecciones latentes por
bacteriéfagos liségenos, generalmente implican la inserciéon del genoma de un fago en el
cromosoma de su huésped, como profago, o en su lugar la existencia como plasmido. (J. J.
Dennehy S., T. Abedon, 2012). Tal coevolucién puede tener profundas consecuencias en todos los
niveles de la organizacién biolégica. Dada la abundancia de fagos y potencial impacto de la
seleccién de fagos en poblaciones bacterianas, se presenta un alto interés para llevar a cabo
estudios y lograr entender los procesos co-evolucionarios subyacentes de las interacciones entre
bacteriasy fagosliticos. Por lo tanto, en el presente estudio se evalud el transcriptoma bacteriano
durante la infeccién del vibriofago vB_Vp_PvVp04 (PvWp04) a V. parahaemolyticus a fin de
conocer las interacciones de ofensiva y defensa para determinar especificamente los genes

involucrados en la etapa temprana de la infecciéon bacteria-fago.



2. ANTECEDENTES
2.1 Genoma Vibrio parahaemolyticus

El genoma de Vibrio parahaemolyticus esta reportado con un tamafio de 5.11848 MB, contenido
en dos cromosomas, uno con 3,076 genes y otro menor de 1659 genes, codificando un
aproximado total de 4572 proteinasy un porcentaje de GC del 45.3 % National Library of Medicine
(US), National Center for Biotechnology Information; [1988]. Vibrio parahaemolyticus, nimero de

acceso: NC 004603, NCBI, 2021).

Diversos estudios identificaron multiples copias dispersas de ARNr en el genoma de V
parahaemolyticus, diez en el cromosoma | y uno en el cromosoma Il (Tagomori, K., lida, T. y

Honda, T., 2002; Yasunaga, T., 2003; Chen, Y. et al., 2011).

La mayoria de los genes esenciales requeridos para el crecimiento y la viabilidad estan en el
cromosoma |, mientras que el cromosoma Il parece contener mdas genes relacionados con la
regulaciéon transcripcional y el transporte de varios sustratos, tiene genes esenciales del
metabolismo que se ven involucrados en el crecimiento bacteriano. Ademas, todos los genes
requeridos para la biosintesis del flagelo polar estan en el cromosoma |, mientras que los genes
gue codifican al flagelo lateral se encontraron en el cromosoma I, por lo que se sugiere que el
cromosoma |l contiene los genes para adaptacién bacteriana (Pazhani, G. P., Chowdhury, G., y

Ramamurthy, T. 2021).

2.2 Cromosomas V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus alberga un super integron (SI) en el cromosoma I. El Sl es de unos 48 kb de
longitud y contiene aproximadamente 77 ORFs, que es mucho mds pequefio en longitud que los
Sl en V. cholerae (120 kb) y en V. vulnificus (138 kb). La mayoria de los ORFs en las regiones del SI
codifican proteinas hipotéticas, la diferencia de tamafio de este integron puede referir una mayor

estabilidad en cuanto a la conservacion de esa region que el resto del género Vibrio (Chen Y.,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/taxonomy/223926/

2011). Si se compara el genoma de V. parahaemolyticus con el de V. cholerae (Tabla 1) la
diferencia de tamafio podria haber surgido a través de la adquisiciéon de genes por transferencia
horizontal, debido a la existencia de elementos génicos mdviles como transposones, fagos,
regiones de ADN con un contenido G+C diferente del promedio de todo el genoma e islas génicas
(que sirven como indicativo a dicha transferencia horizontal) en el cromosoma Il de V.

parahaemolyticus (Makino, K., et al., 2003).

Tabla 1. Comparativa de longitud cromosdmica en Vibrio parahaemolyticus y Vibrio Cholerae

V. parahaemolyticus V. cholerae
Tamafio total 5.11 MB 4.02 MB
Contenido GC 453 % 47.5 %
Cromosoma | 3.2 MB 2.9 MB
Cromosoma I 1.8 MB 1.1 MB

Nucleotide [Internet]. Bethesda (MD): National Library of Medicine (US), National Center for
Biotechnology Information; [1988]. Vibrio parahaemolyticus, numero de acceso: NC 004603, y

Vibrio cholerae, numero de acceso: NZ CP043554, NCBI, 2023).

Esto también sugiere que la transferencia horizontal de genes no es el factor principal involucrado
en la diferencia de tamafio entre V. parahaemolyticus y V. cholerae, sino a factores de presion
selectiva dado que V. cholerae esta limitado a depender de un huésped humano con diferencia a

otros vibrios (Wachsmuth, K., Blake, P. A., y Olsvik, @., 1994).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_004603.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_CP043554.1

2.3 Genes de virulencia

Es sabido que el principal factor de virulencia de V. parahaemolyticus es la enterotoxina
hemolisina termoestable directa (TDH) y en aquellas cepas que no se incluye se encuentra la
hemolisina relacionada (THR) con la toxina termo hemolisina (TLH) ; conjunto aellas se encuentra
el sistema de secrecidn tipo Ill, ubicado en la isla de patogenicidad incluyendo en TDH, estas
representan potencialmente dos tipos de mecanismos de virulencia en V. parahaemolyticus.

En el caso de la enfermedad de necrosis hepatopancredtica aguda (AHPND) enfermedad
emergente causada por cepas especificas de V. parahaemolyticus, han demostrado que contiene
un plasmido conjugativo de aproximadamente 70 kpb (pVA1) que posee los genes pirAy pirB que
codifican para la toxina PirAB, causante de las lesiones caracteristicas que presenta el

hepatopancreas del camardn (Tran et al., 2013; Lee et al., 2015).

Ademas de las toxinas binarias PirA/ PirB, Los sistemas de secrecion Tipo Il y VI (T3SSs y T6Ss), las
islas de patogenicidad de Vibrio también se encontraron comunmente en V. parahaemolyticus,
todos los cuales contribuyeron a la diversidad genémica de su género; esta ultima tiene dos
complejos de sistema de secrecion tipo lll, (Tabla 2) que se encuentran en el cromosoma | (T3SS1)
y el cromosoma Il (T3SS2) (Calder et al., 2014). T3SS1 contribuye principalmente a la
citotoxicidad, mientras que T3SS2 contribuye principalmente a la enterotoxicidad y esta regulado
por una sefializacién en cascada, que compone la interaccion de las proteinas EsxA, ExsC, ExsD y

ExsE;



Tabla 2. Complejos proteicos del sistema de secrecién tipo Il en Vibrio parahaemolyticus tomada

de Ghenem et al. (2017)

Sistema de secrecion tipo Il

Ubicacion

Gen regulador y

proteinas que

codifica

Efectores

Complejo T3SS1

ExsA Regulador

transcripcional

ExsC Librera EsxA para

activar el T3SS1

EsxsD Anti - activador

transcripcional

VopQ, VopsS, VopR

Complejo T3SS2

VirA Regulador

transcripcional

VtrB Regulador

transcripcional

ToxB Toxina proteica

selectiva de huésped

VopA, VopC, VopZ,
VopT, VopL y VopV

2.4 Interaccion bacteria-fago

Las interacciones bacteria-fago son fundamentales para la ecologia y la evolucién de las

comunidades bacterianas (Pal et al., 2007). Se sabe que los fagos alteran la competencia entre

cepas/especies bacterianas (Bohannan y Lenski, 2000a, b; Joo et al., 2006; Koskella et al., 2012),

mantienen la diversidad bacteriana (p. ej., Buckling y Rainey, 2002a, b; Rodriguez -Valera et al.,

2009), y median la transferencia horizontal de genes entre bacterias (Kidambi et al., 1994;

Canchaya et al., 2003), desarrollando una diversidad de ciclos de vida y estrategias para lisar las

células huésped procariotas para su propia reproduccion; los fagos con un estilo de vida

temperado y los fagos filamentosos son capaces de formar asociaciones a largo plazo con células

bacterianas a través de la lisogenia, mientras que los fagos con un estilo de vida exclusivamente

litico son asesinos obligados que requieren lisis para transmitirse a la siguiente célula huésped

(revisado en Clokie et al., 2011; Abedon, 2012).



Sin embrago, las bacterias pueden desarrollar facilmente resistencia al ataque de los fagos por
mutacion de novo y tienen diversos mecanismos para defenderse contra las infecciones por fagos
(Bernheim, A., y Sorek, R., 2020). Dada la abundancia de fagos y el impacto potencial de la
seleccion mediada por fagos en las poblaciones bacterianas, existe un creciente interés entre los
ecologistas microbianos por comprender los procesos coevolutivos que subyacen a las
interacciones entre las bacterias y los fagos liticos, donde las interacciones huésped-fago
involucran diferentes pasos del proceso de infeccién (Koskella et al., 2014; Breitbart et al., 2018;
Chevallereau et al., 2021). La infeccidn requiere que los fagos puedan adsorberse por medio de
receptores especificos en la superficie de la célula bacteriana y luego eludir las defensas
intracelulares del huésped (Hampton et al., 2020). Trabajos recientes sobre Vibrionaceae marinas
destacaron que la mayoria de los genes de defensa en contra de los fagos estan codificados en

elementos genéticos madviles que se ganan y pierden a altas tasas (Hussain et al., 2021).

Por lo tanto, la coevolucién con bacteriéfagos tiene muchas consecuencias fenotipicas
importantes para las bacterias, incluidos los costos de la resistencia (Bohannan y Lenski 2000), los
efectos sobre la diversidad y la competencia de nichos en entornos espacialmente estructurados
(Buckling y Rainey 2002; Brockhurst et al. 2004), el comportamiento social de los huéspedes
(Morgan et al. 2012) y evolucién de las tasas de mutacién (Pal et al. 2007). Sin embargo, se sabe
poco sobre las consecuencias gendmicas de la coevolucién bacteriana con fagos, y aunque ha
habido una serie de estudios que utilizan la secuenciacion del genoma completo (WGS) de
bacteriasy sus fagos (Kashiwagiy Yomo 2011; Marston et al. 2012; Le et al. 2014), interpretar los
cambios gendmicos subyacentes inmediatos es problematico ya que las poblaciones también se
estan adaptando al ambiente abidtico. Por lo tanto, una comprensién de las consecuencias
gendmicas de la coevolucién requiere una comparacion sistematica de las poblaciones
bacterianas evolucionadas y coevolucionadas. Este enfoque experimental ha tenido éxito en el

estudio de los efectos de la coevolucidon en las poblaciones de virus se ha revelado que la



coevolucion acelera la evolucién molecular en rasgos vinculados a la infectividad (Paterson et al.

2010; Kashiwagi y Yomo 2011).

No obstante, los estudios tedricos y empiricos previos nos permiten tener un panorama sobre los
posibles efectos gendmicos de la coevolucién con el fago. Se estima que, existe una divergencia
gendmica y se debe a que la coevolucién crea una presion de seleccién generando variacion
genética, es decir, tasas elevadas de mutacidén y recombinacion debido a estas infecciones
(Hamilton et al. 1990; Pal et al. 2007). También, dicha coevolucién puede ralentizar la adquisicion
de algunas mutaciones beneficiosas para microorganismos patdogenos como resultado de la
competencia entre mutaciones (Felsenstein 1974; Gerrishy Lenski 1998); Frente a la abundancia
y diversidad de fagos, lasbacterias han desarrollado multiples lineas de defensa, llamadas sistema
inmune procariota (Kronheim, S., 2018). Los primeros estudios sobre la defensa bacteriana estdn
centrados en actividades moleculares de Modificacién-Restriccién o sistemas de Infeccion
Abortiva, ademas de los mds recientes trabajos que refieren un enfoque amplio al sistema
CRISPR-Cas (Bernheim, A., y Sorek, R., 2020). Las especies bacterianas pueden codificar
individualmente diferentes sistemas de defensa, y estos sistemas pueden ser adquiridos por
transferencia horizontal de genes, asi como perderlos en una escala evolutiva corta (Van Houte,

2016).

2.5 Mecanismos de respuesta bacteriana y mecanismos de evasion viral

Li et al. (2022), estudiaron los genes de expresion diferencial o DEGs (por sus siglas en inglés
differentially expressed genes) del hospedero Vibrio alginolyticus bajo lainfeccién del fagoHH109,
los cuales se agruparon en genes: de biosintesis de acido nucleico, involucrados en la fase de
infeccidn temprana, transporte en la fase media y procesos metabdlicos en etapas tardias de
infeccidon. Un ejemplo de genes en fagos liticos involucrados en la fase temprana de infeccién del
fagoincluye a los genes nrdA y nrdB que codifican la ribonucledsido difosfato reductasa en el fago

T4, esta enzima es clave en la sintesis de ADN vy cataliza el primer paso irreversible,



comprometiendo la sintesis de dNTPs de rNDPs, secuestrando asi la sintesis de acidos nucleicos

del hospedero y redirigiéndola hacia la del fago.

Por otra parte, en un estudio reciente Hobbs et al. (2022), observaron que las bacterias pueden
tener respuestas antivirales a través de la acumulacion de Adenosin monofosfato ciclico (cAMP),
esta respuesta de defensa da lugar a la lisis bacteriana, evitando la proliferacién del fago. Estas
moléculas presentan ser un factor limitante en el desarrollo de terapias que aprovechan los fagos

para combatir infecciones bacterianas.

La presion selectiva de los fagos en las bacterias ha dado lugar a multiples sistemas inmunoldgicos
bacterianos, los cuales pretenden obstaculizar diferentes etapas del ciclo de vida de los
bacteriéfagos; dando como consecuencia el desarrollo de diferentes mecanismos de defensa por
parte de los fagos a los mecanismos de inmunitarios de las bacterias huésped (Hampton, H. G.,
2020). Una estrategia de exclusién a la superinfeccién es la que ocurre entre el fago T4y E. coli,
en donde las proteinas Imm y Sp previenen de la translocacién en la membrana de otros fagos T-
even, siendo estos conocidos por tener la capacidad de cesar todo el metabolismo de cepas de E.

coli (Dy, R. L., 2014).

Otro sistema de resistencia a fagos es la mutacion del receptor ompU en Vibrio cholerae
confiriendo resistencia al vibriofago ICP2 (Seed, K. D., et. al., 2014); ademaslas proteinas de unién
a receptores (RBPs) de fagos que se unen a los receptores bacterianos tienen una alta tasa de
mutacion. Los receptores pueden determinar el rango de huéspedes com potencial
biotecnoldgico o médico, mediante la caracterizacidon de mecanismos de inmunidad, asi como de

evasion de fagos (Doron, S. et al., 2018; Koonin, E. V et al., 2017; Van Houte et al., 2016).

En otro escenario algunas bacterias han llegado a producir diversos métodos para prevenir la

adsorcion de fagos, desde la produccion de vesiculas extracelulares (OMV por sus siglas en inglés
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outer membrane vesicles) con el receptor de unién a fago en sus membranas como sefiuelos,
siendo esto constitutivo en bacteriasgram negativas (Manning, A. J., 2011). No obstante, los OMV
tienen efectos complejos en la dindamica de los bacteriéfagos ya que también pueden extender el
rango de estos, mediante la transferencia del receptor de membrana por vesiculas extracelulares
a cepas como Bacillus subtilis que antes no contaban con él, haciéndolas ahora susceptibles e

inclusive resistentes a los fagos (Tzipilevich, E., 2017).

Las interacciones entre bacterias y fagos pueden tener consecuencias importantes para las
comunidades microbianas. Los cocultivos de bacteriasy fagos, permiten evaluar los cambios en
la resistencia y susceptibilidad a los fagos, y pueden proporcionar informacién sobre dinamicas
coevolucionarias, como lo son el ejemplo de E. coli y fagos T-even, donde lasbacteriasse hicieron
resistentes a través de una modificacién en su superficie (Buckling, A., y Rainey, P. B., 2002);
mientras que experimentos con Pseudomonas fluorescens SBW25 y el fago ®2 mostraron

coevolucion a lo largo del tiempo (Lenski, R. E., 1985).

Existen casos especiales donde algunos profagos son capaces de tener sistemas inmunitarios que
previenen la infeccion posterior por otros fagos superinfectantes, los genes responsables de esto
se encuentran en regiones genéticas del genoma accesorio, donde la mayoria de los genes
pertenecen a los llamados ‘morons’ cuya funcion se desconoce y se han visto asociados a
funciones que benefician al anfitrién, como los sistemas de defensas. Un ejemplo son los casetes
de inmunidad dentro de M. smegmatis que proporciona defensa a fagos mediante la codificacion
de proteinas de restriccion-modificacion, RM (Restriction—modification), y componentes toxina-
antitoxina, asi como otros sistemas de defensa. Los sistemas de RM son de los sistemas mas
caracterizados, son muy diversos y ubicuos, y estan presentes en alrededor del 90% de los
genomas bacterianos. Estos sistemas distinguen el ADN propio del extrafio y comienza a cortar el

ADN viral después de su inyeccion (Oliveira, P. H., 2014).
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Los mecanismos de resistencia a fagos y sus mecanismos de evasion son diversos, y a pesar de los
considerables avances, el conocimiento es limitado en cuanto a la defensa bacteriana y la
adaptacion de los fagos a través de estudios en células individuales, comunidades, ecosistemas o
a una escala global. Los mecanismos que demuestran una vision del arsenal de defensa y contra-

defensa, requiere enfoques mas sistematicos.
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3. JUSTIFICACION

La relacion entre los hospedadores bacterianos y los fagos que los infectan, es un factor
importante de los procesos ecoldgicos y evolutivos en las comunidades microbianas, dicha
interaccién afecta la estructura de la comunidad y da forma a la evolucién de rasgos bacterianos
ecolégica y biotecnolégicamente relevantes; aunque la linea de estudio de la coevolucion
bacteria-fagoes muy reciente, existen preguntas sobre la especificidad de lainteraccion, lasredes
de genes silenciados y expresados y la importancia de la interaccién coevolutiva entre
comunidades y entornos complejos; por lo que se dilucidd el proceso infectivo, y el impacto de la
coevolucion en el fenotipo bacteriano, particularmente de especies de impacto econdmico en la
acuicultura, como V. parahaemolyticus, que presenta interacciones moleculares con diversos
entes virales debido al nicho que cohabita, el estudio de tal respuesta representa una gran
propuesta para las limitacionesy desarrollo de terapias que aprovechan los fagos para combatir

infecciones bacterianas.
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4. HIPOTESIS

La infeccién de Vibrio parahaemolyticus con el vibriofago vB_Vp_PvVp04, dard como resultado
cambios a nivel transcriptomico, lo cual permitira identificar los cambios en la expresion génica

como mecanismo de respuesta molecular bacteria-fago.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Analizar los efectos ocasionados por el vibriofago vB_Vp_PvVp04 sobre la expresion génica de

Vibrio parahaemolyticus durante el proceso de infeccién.

5.2 Objetivos particulares

1) Evaluar la cinética microbiana y capacidad metabdlica de Vibrio parahaemolyticus.

2) Determinar los tiempos de eclipse latencia, asi como el tamafio de estallido del fago
vB_Vp_PvVp04 en Vibrio parahaemolyticus como huésped.

3) Obtener el ensamble y la anotacién del genoma completo de Vibrio parahaemolyticus vy el
fago vB_VpPvVp04

4) ldentificar la respuesta transcripcional de Vibrio parahaemolyticus infectado por el fago

vB_Vp_PvVp04 mediante el andlisis de RNA-Seq.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Cepa bacteriana

El presente trabajo se realizd con la cepa Vibrio parahaemolyticus (CIBGEN 003) perteneciente a
la coleccion del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste aislada de hepatopancreas de
camarén aparentemente afectado por AHPND. Los experimentos se realizaron con V.
parahaemolyticus ajustada con solucion salina (2.5% de NaCl) a una densidad dptica de 1 a 600
nm (DOsoo =1.0) cuantificada con espectrofotometro a 35°C. El nimero de unidades formadoras
de colonias (1.3 x 107 UFC ml?) se determiné mediante diluciones decimales en placas de agar

soya tripticaseina (TSA) suplementado con 2.5% de cloruro de sodio.

6.2 Vibriofago

El vibriofago vB_Vp_PvVp04 (PvVp04) fue aislado de hepatopancreas de camarones con signos
de AHPDN, de acuerdo con el procedimiento descrito por Kropinski et al. (2009) con ligeras
modificaciones. A partir de muestras de juveniles de camardn se realizaron de manera estéril
extracciones del hepatopdncreas los cuales fueron colocados en tubos con de solucién salina
(2.5% NaCl) para ser homogenizados con un disruptor de tejidos e inoculado con 1 mL de
suspension cultivo de Vibrio parahaemolyticus en solucién salina (OD600=1 que corresponde a
2.1x108 CFU mL™1). Los homogeneizados se incubaron a 25°C durante 24 h y se filtraron alicuotas
de 10 mL utilizando filtros de jeringa Acrodisc de 0.2 um (PALL Corporation, NY, EE. UU.).
Utilizando el método de prueba puntual, se colocaron 13 pul de homogeneizado sobre césped de
V. parahaemolyticus en placas TSA y se incubaron durante 18 ha 35°C. Las zonas liticas positivas
se re suspendieron en solucién salinafiltrada con filtrode jeringa de 0.45 pum. Se realizé el método
de doble capa utilizando diluciones en serie para obtener placas de fago individuales (Kropinski
etal., 2009), y la placa correspondiente a PvWp04 se volvio a aislar tres veces para garantizar la

pureza del fago.
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6.3 Cinética de crecimiento V. parahaemolyticus

La tasa de crecimiento de Vibrio parahaemolyticus se evalud a partir de un cultivo de 24 h en
caldo soya triptocaseina (TSB) suplementado con NaCl al 2.5% como pre indculo, este se cultivd
por triplicado en 50 mL de TSB, a densidad éptica de ODeoo = 0.3 donde las primeras 2 h se evalué
su densidad Optica cada 10 minutos, posteriormente se evalué cada 30 minutos hasta las 12 h,
finalmente se evalud cada hora hasta las 48 h que durd el analisis, para ser cultivadas en placa

bajo una dilucién seriada 1:10 y cuantificar las unidades formadoras de colonia (UFC) cada hora.

6.4 Pruebas bioquimicas

La caracterizacion bioquimica de Vibrio parahaemolyticus se realizd de acuerdo a la metodologia
descrita por Mac Faddin (2003) y Diaz et al. (1995) con modificaciones: movilidad, indol, ornitina,
citrato de Simmons, catalasa, oxidasa, rojo de metilo, fermentacion de hidratos de carbono, rango
de temperatura (4, 15, 25, 30, 35 y 45°C), rango de clorurode sodio (0, 3, 6, 8, 10 y 13%), utilizando
las cepas Escherichia coli, Klebsiella aerogenes y Staphylococcus aureus como control positivo y

negativo segun fuera el caso de la prueba (Garrity, G. M., 2005).

6.4.1 Tincion de Gram

Se realizd la tincion de Gram (Gram, 1884) con un Kit comercial para evaluar el tipo de Gram que
es Vibrio parahaemolyticus, adicionalmente se determind su forma celular mediante la

observacion con microscopio.
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6.4.2 Evaluacion de motilidad

El medio semisdlido Movilidad, Indol y Ornitina (MIO) se utilizé para diferenciar el grupo de
enterobacterias mediante la motilidad, la actividad de ornitina descarboxilasa y la produccién de
indol. La motilidad evaluada en la cepa de CIBGEN 033 se determiné evaluando el trayecto de la
picadura de inoculacion, y la evaluacién de Ornitina se determind mediante un viraje del medio

(Ederer y Clark, 1970).

6.4.3 Evaluacidn de la produccion de citrato permeasa

Se determind la capacidad de Vibrio parahaemolyticus para metabolizar el citrato como Unica
fuente de carbono en ausencia de fermentacion de azucares o de produccion de acido lacticoy el
fosfato de amonio como unica fuente de fosfato, utilizando agar citrato de Simmons. Se inoculé
un cultivo microbiano de 24 h con asa recta en el medio Citrato de Simmons durante 24 h. El
resultado es negativo cuando no se presenta cambio en la coloracidn, ni crecimiento (Koneman,

1997; Mac Faddin, 2003).

6.4.4 Actividad catalasa

La catalasa es una enzima presente en la mayoria de los microorganismos que poseen citocromos.
La actividad catalasa se determiné afiadiendo unas gotas de peréxido de hidrogeno sobre una
asada del cultivo microbiano en un portaobjetos, donde se observé la formacién inmediata de

una efervescencia con desprendimiento de burbujas (Mac Faddin, 2003).

6.4.5 Actividad oxidasa

Esta prueba determina la presencia de enzimas oxidasas, porque el reactivo utilizado activa la
oxidacion del citocromo para reducirlo por oxigeno molecular y producir agua o perdxido de

hidrégeno, segun la especie bacteriana. Ademas, la presencia de oxidasa va ligada a la produccién
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de catalasa, ya que ésta degrada el perdxido de hidrégeno que se produce como consecuencia de
la reduccidn del oxigeno y cuya acumulacidn es téxica. Se utilizaron sensidiscos impregnados con
parafenilandiamina, en donde se colocé una asada del cultivo microbiano utilizando un asa
especial de platino. Si las células contienen citocromo c oxidasa, el reactivo se vuelve de color

violeta o purpura, si no es asi, el disco se queda incoloro (Mac Faddin, 2003).

6.4.6 Rojo de metilo

Se evalud la capacidad de Vibrio parahaemolyticus para producir y mantener estables los
productos acidos de la fermentacion de la glucosa utilizando la prueba de rojo de metilo que
cuantifica la produccién de acido que determina el pH. Se inoculd un cultivo microbianode 24 h
con un asa en caldo rojo de metilo a 35°C durante 48 h minimo ya que, si la prueba se realiza en
menos de 48 h, todos los microorganismos podrian dar un falso positivo, sin embargo, posterior
a la incubacién (2 a 5 dias), los microorganismos rojos de metilo positivos son capaces de
mantener la produccién de acidos que disminuye el pH terminal, manteniendo un ambiente
acido. Posteriormente a la incubacidén se agregaron 5 gotas del indicador de pH rojo de metilo. El
resultado es positivo si el medio se mantiene rojo brillante (pH 4.4 - 4.2), amarillo negativo (pH

6.0), naranja indica una reaccidn tardia y es necesario repetir la prueba (Mac Faddin, 2003).

6.4.7 Fermentacion de hidratos de carbdn

Se evalud la capacidad de Vibrio parahaemolyticus para fermentar un hidrato de carbono
especifico incorporado a un medio basico, produciendo acido o dcido con gas. Se inoculé con asa
un cultivo de 24 h en el caldo base adicionado con cada uno de los azucares (glucosa, lactosa,
manitol, sorbitol, arabinosa, trehalosa, xilosa, galactosa y maltosa), y posteriormente se incubo a
35°C durante 24 h y se fue evaluando el viraje del medio TSI, asi como la produccién de gas en

tubo Durham (Mac Faddin, 2003).
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6.5 Curva de un solo paso

Para determinar el periodo de latencia y el tamano del estallido del fago Vp04, se emplearon
células bacterianas de Vibrio parahaemolyticus de 24 h de cultivo suspendidas en solucién salina
al 2.5%, las cuales se separaron por centrifugacion y se re suspendieron en caldo TSB (NaCl
suplementado con 2.5% NaCl). El fago se incorporé en un orden de multiplicidad de infecciéon
(MOI) de 1 (1 virus por célula bacteriana) por 90 min a 37°C. Posteriormente se centrifugaron a
5,000 g por 10 min, los pellets con lascélulas infectadas se lavaron dos veces y se re suspendieron
en TSB precalentado a 35°C. La mezcla se incubd a 35°C y se tomaron muestras por intervalos de
10 min (hasta llegar a 90 min) para determinar la titulacion del fago mediante el método de agar
de doble capay obtener la curva de un paso. El periodo de latencia se determind con el tiempo
gue tarda una particula de fago en reproducirse y liberarse de una célula huésped infectada. El
tamafio del estallido se calculé dividiendo el nimero de UFP en la saturacién de fagos por el

nuimero de UFP inicial (Kropinski, 2018).

6.6 Infeccidn de Vibrio parahaemolyticus con PvVp04 y extraccion del ARN

La infeccién bacteria-fago se realizd por triplicado en tubos eppendorf con 800 uL de TSB
suplementado con 2.5 % de NaCl con un cultivo de Vibrio parahaemolyticus en la fase exponencial
cuando la bacteria tiene una absorbancia de ODesoo = 1.5, equivalente a 9.97E+10 cel/mL con 200
puL del fago PvWp04 durante 5 minutos, y como control se mantuvo V. parahaemolyticus sin
infectar. Las muestras se centrifugarona 12, 000 g a 4°C durante 10 min, y se recuperaron 100 pg
de células. Se realizd la extraccidon de ARN utilizando Ribozol™ como reactivo de extraccion y
cloroformo, tomando el 80% de la fase acuosa para después precipitar con propanol por 24 h.
Posteriormente se hicieron lavados con etanol frio al 75% vy, por ultimo, se decanté y se dejo secar
5 min. La calidad del ARN se evalué en Nanodrop a 260/280 nm, y la integridad se evalud

mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% utilizando un buffer TAE 1X.
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6.6.1 Purificacion y cuantificacion del ARN

Cada muestra infectada y no infectada se traté con DNasa de Promega™, llevando a cabo la
digestion con ARN en agua libre de nucleasas, durante 30 min a 37°C, se anadié 1 puL de stop
solution y se incubd durante 10 min a 65°C para detener la reaccion enzimatica. Las muestras se
almacenarona -20°C. Se precipité el ARN con cloruro de litio (LiCl) 8 M y etanol al 100% (1/10)
durante 24 h a -20°C. Las muestras fueron centrifugadasa 12,000 g por 15 mina 4°C y se realizd
un lavado con etanol al 75%, repitiendo este proceso una vez mas. Se decanté la muestra y se
secd la muestra a temperatura ambiente por 10 min, para finalmente re suspender el ARN
purificado en 50 uL de agua libre de nucleasas. La cuantificacién del ARN se realizé con el Kit ARN
broad range de Qubit™, incubando 2 puL de ARN, working solution: reagent (1 ul) y buffer (199 ulL)

durante 2 min a temperatura ambiente, y se analizé en el equipo Qubit.

6.6.2 Obtencidn del transcriptoma de V. parahaemolyticus infectado con el fago Vp04

Una vez obtenido el ARN puro y cuantificado, se enviaron las muestras para su secuenciacién a la
empresa Novogen© donde el ARN ribosomal fue removido del ARN total, seguido por la
precipitacion del etanol. Después de la fragmentacion, la sintesis de ADNc fue realizada con
random primersy durante la sintesis de la segunda cadena fueron sustituidos los dTTPs por dUTPs
en el buffer de reaccidn, después se reparan los extremos de ambas cadenas de la adiciénde Ay
adaptadores, para finalizar removiendo la contaminacién por el UTP contenido en la segunda
cadena empleando enzimas de digestidn para finalizar con una amplificaciény purificacién, para
proseguir con la preparacion de librerias, donde cada muestra fue sometida a controles de
calidad, antes y después de la construccién de estas; Unicamente las muestras que pasan los

filtros de calidad fueron procesadas. La secuenciacion se realizé con la plataforma de Illumina
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NovaSeq 6000, obteniendo lecturas pareadas (Fw y Rv), con un tamafio de secuencias de 150 pb.
Se obtuvieron los archivos FASTQ los cuales fueron analizados en Fastp (Trivedi et al., 2014) para

evaluar la calidad de las lecturas (Q).

6.7 Analisis bioinformatico de genoma y transcriptoma de Vibrio parahaemolyticus

6.7.1 Procesamiento de lecturas de la secuenciacion del genoma de Vibrio parahaemolyticus y
del vibriofago vB_Vp_PvVp4

La cepa de CIBGENOO3 fue incubada por 24 horas para la extraccién de ADN utilizando Ribozol™
como reactivo de extraccidon y cloroformo, la secuenciacién se realizd en el laboratorio de
Genodmica y bioinformatica del CIBNOR, con la plataforma de Illumina MiSeq System v2, con
lecturas pareadas (Fw y Rv), dichas lecturas con tamafio de 150 pb por los dos sentidos. Se
obtuvieron las secuencias en archivos FASTQ, las cuales fueron analizadas y filtradas con el
programa Fastp v0.23.1 (Chen, S., Zhou, Y., Chen, Y., y Gu, J. (2018) para evaluar la calidad de las
lecturas con base a la calidad de Phred (Q>30), valor que indica que el error seria de 1 base entre
1000, con un 99.9% de precision, también se eliminaron lo adaptadores empleados en la
secuenciacion, y se obtuvo un reporte QC de cada una de las lecturas antes y después de su

limpieza v filtracion.

6.7.2 Ensamble de las secuencias de los genomas de Vibrio parahaemolyticus y del vibriofago
vB_Vp_PvVp4

Los archivos con lecturas limpias (R1 Y R2) fueron ensamblados con el algoritmo de Unicycler
v0.4.8, y se evaluaron las métricas de los contigs. Se utilizé el programa QUAST v5.0.2 para la
evaluacion del ensamble de los genoma total, determinando asi el nUmero de contigs >=0bp vy
>= 1000 bp., N50, N75, L50, L75 y el porcentaje GC; ademas de la realizacidn del bandage plot del

ensamble por medio de Bandage Version: 0.8.1.
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6.7.3 Alineamiento y anotacién funcional

Se realizé el alineamiento de los contigs obtenidos utilizando de referencia el genoma de Vibrio

parahaemolyticus O3 con acceso en GenBank: AAXOPW000000000.2. Se determind la homologia

con el 99% de identidad, cobertura del 98.2%, y un E-value cercano a cero. La informacion
gendmica alineada se ordend por cromosomas para su posterior anotacion de genes, la cual se
realizé con lasbases de datos PATRIC, GeneBank, BV-BRC, Victors, DrugBank, CARD, TCDB, RASTtk
y PROKKA. El enriquecimiento funcional se realizd con el programa Blast2Go. Ademas, se realizé
un alineamiento in silico global, contra las especies ortdlogas V. vulnificus, V. harveyi, V.
diabolicus, V. cholerae, V. alginolyticus, y V. parahaemolyticus K33 mediante la herramienta

Mauve v2.4.0.

6.7.4 Anadlisis de expresion diferencial de V. parahamolyticus infectado con el vibriofago
vB_Vp_PvVp4

El pre-procesamiento de las secuencias se realizd con el programa Fastp v v0.23., eliminando
adaptadores y secuencias de baja calidad. Se realizd el alineamiento de estas secuencias al
genoma de referencia ya ensamblado, utilizando la herramienta HiSAT2 v2.2.1, después los
transcritos fueron ensamblados con StringTie v2.2.0 empleando la funcién merge transcript para
contar con un conjunto uniforme de transcritos para todas las muestras. Con los archivos GFF se
llevd a cabo el analisis de expresion diferencial utilizando gffcompare v0.12.6; StringTie- eB vy

Ballgown, considerando un P-value de 0.5 y Fold change de 1 hasta 5.
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7. RESULTADOS
7.1 Cinética microbiana de Vibrio parahaemolyticus

Durante la cinética microbiana se observd que el crecimiento exponencial de Vibrio
parahaemolyticus fue a partir de las 5 h, alcanzando una poblacion de 5.64 x107 cel/mL (Fig. 1),
La maxima cantidad de células (1.2 x10°° cel/mL) se obtuvo a las 30 h, seguido de una fase

estacionaria a partir de las 35 h.
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Figura 1. Cinética de crecimiento de Vibrio parahaemolyticus en caldo soya triptocaseina (TSB)
durante 48 h.

7.2 Pruebas bioquimicas

De acuerdo con las pruebas biogquimicas se observd la capacidad metabdlica de V.
parahaemolyticus para fermentar carbohidratos desde glucosa, manitol, sorbitol hasta maltosa,
xilosa, arabinosa y galactosa siendo la Unica excepcién la lactosa. Tolera concentraciones de
salinidad de 3%, 5% y 8%, y temperatura de 15° a 45°C. Sin embargo, se obtuvieron resultados
negativos en el caso de las pruebas de: citrato de simmons para la diferenciaciéon de
enterobacterias, oxidasa para la determinacion de presencia de enzimas oxidasas, rojo de metilo

gue permite determinar la capacidad de fermentar la glucosa con produccidn de acido, y catalasa
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donde la liberaciénde oxigeno en la prueba indica que la bacteria posee enzimas catalasas, siendo

esta ultima prueba la Unica a la cual la cepa CIBGENOO3 fue positiva (Tabla 3).

Tabla 3. Pruebas bioquimicas realizadas a Vibrio parahaemolyticus, Escherichia coli, Klebsiella
aerogenes, Klebsiella aerogenes y Staphylococcus aureus como cepas control.

Cepa Controles
Prueba Vibrio
E. coli K. aerogenes S. aureus
parahaemolyticus

Movilidad - + + -

Indol - -

Ornitina - + + -

Citrato de Simmons - - + -
Catalasa + NA: NA: +
Oxidasa - - NA: NA:
Rojo de metilo - + - NA:

FERMENTACION HIDRATOS DE CARBONO:

Glucosa + NA: NA: NA:
Lactosa - NA: NA: NA:
Manitol + NA: NA: NA:
Sorbitol + NA: NA: NA:
Arabinosa + NA: NA: NA:
Trehalosa + NA: NA: NA:
Xilosa + NA: NA: NA:
Galactosa + NA: NA: NA:

Maltosa + NA: NA: NA:



RANGO DE TEMPERATURA:

25

4°C - NA! NA: NA:
15°C + NA: NA: NA:
NA:

25°C + NA: NA!
30°C + NA: NA: NA:
35°C + NA: NA: NA:
45°C + NA: NA: NA:

RANGO DE NaCl:

0% _ NA: NA! NA!
3% + NA: NA: NA:
6% + NA: NA: NA:
8% + NA: NA: NA:
10% - NA! NA! NA!
13% - NA! NA: NA:

Notas: ! No Aplica.

7.3 Curva de un solo paso de bacteria-fago

Los resultados de la curva de un solo paso mostraron que el vibriofago vB_Vp_PvVp4 tiene un

periodo de latencia aproximado de 50 min en Vibrio parahaemolyticus como huésped, mientras

que el tamafio del estallido se estimé en 12.46 UFP cel™. En el minuto 15 se observa el tiempo

final de la etapa de eclipse (Fig.2), es en este periodo de tiempo donde ocurren todos los procesos

asociados al proceso infectivo, estando en los ultimos minutos ocurriendo la acumulacion de

viriones y la liberacién de estos, ocurre en la etapa final del periodo de eclipse.
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Figura 2. Curva de un solo paso del bacteriéfagovB_Vp_PvVp4 con Vibrio parahaemolyticus como
huésped bacteriano.

7.4 Extraccion de ARN de la infeccidon bacteria-fago

Se obtuvo el ARN total de cada muestra estudiadas, la concentracién después de la purificacion
con DNasa vy la precipitacion con LiCl fue cuantificada por medio de un equipo NanoDrop™ (Tabla
4) y después se corrobord con Qubit™ Broad Range (Tabla 5) una vez obtenido el valor real de la
concentracion del ARN total. Posteriormente se pasé a la etapa de secuenciacion. Los carriles5y
2, marcan aquellas muestras que pasaron los niveles de pureza con NanoDrop™ y fueron

seleccionadas para su cuantificacién por Qubit™ y posterior secuenciacion.
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Tabla 4. Concentraciones de ARN total en las muestras obtenidas durante la extraccidony subsecuente a la purificacidony precipitacion.
Notas: ! Vp9, Muestra de células bacterianas de Vibrio parahaemolyticus; 2 VpF11, Muestra de células bacterianas de Vibrio parahaemolyticus infectadas con el vibriofago Vp04;

Extraccion Después de la purificacidn y precipitacién
Volumen Vol.
Tubo Muestra ng/uL  260/280 260/230  ng totales ng/ul  260/280 260/230 ng totales
inicial Finals
1 Vp9: 45 pL 441.3 1.83 2.44 19,858.50 49 pL 251.3 1.88 1.82 12,313.70
2 VpF112 45 pL 442.6 1.86 2.27 19,917.00 49 pL 242.6 1.98 2.05 11,887.40

3 Volumen final de la purificacién y precipitacion fue resuspendido en 50 uL de agua libre de nucleasas.
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Figura 3. Electroforesisen gel de agarosaal 2 % de las muestras de ARN enviadas a secuenciacion.
De arriba hacia abajo: primer nivel, los carriles (1 a 5) con muestras de ARN de Vibrio
parahaemolyticus; segundo nivel, los carriles (1 a 5) muestras de ARN de la infeccion del
bacteriéfago vB_Vp_PvVp4 en Vibrio parahaemolyticus como huésped.

7.5 Analisis bioinformatico

7.5.1 Pre-procesamiento y ensamble de genoma bacteriano

El porcentaje de las lecturas antes de la limpieza fue de 3.124230 M, las cuales disminuyeron de
cantidad, al ser filtradas a ser 1.1730098 M, con un Q=20 de 99.32% y un Q=30 de 99.05%. El

contenido GC corregido fue de 45.61 a 45.50 % (Fig. 4). El ensamble del genoma bacteriano se

conformod de 163 contigs con una longitud de 5.2 Mb.
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After filtering: merged: base contents
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Figura 4. Lecturas del genoma completo de V. parahaemolyticus después de su limpieza.

7.6 Genoma Vibrio parahaemolyticus.

Tabla 5. Anotacién del genoma de Vibrio parahaemolyticus.

Region génica Cantidad en el genoma
CDS 5033
tRNA 82
rRNA 4
Proteinas hipotéticas 1210

Proteinas funcionales 3823
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Se obtuvieron 96 contigs para el cromosoma |, 21 contigs para el cromosoma Il y 44 contigs para
el pldsmido (Tabla 6). Con la herramienta PROKSEE se visualizaron las regiones del genoma,
obteniendo elementos génicos, como tRNA’s (tRNA-Met-CAT, tRNA-Leu-TAG, tRNA-Thr-TGT,
entre otros), rRNA’s (ambas subunidades del 16S y dos codificantes del ARN 5S).

Se obtuvieron 5033 regiones codificantes cuyas funciones estan involucradas en procesos

metabdlicos y celulares representando un 99.7 % del genoma completo.

Tabla 6. Organizaciéon de las regiones cromosdmicas genoma completo de Vibrio
parahaemolyticus de acuerdo con la anotacién gendmica via PROKA y BLAST

96 contigs
Cromosoma | 3081 CDS

4104 ORF’s

73 tRNA

4 rRNA

21 contigs

Cromosoma Il 1653 CDS
2296 ORF’s
9 tRNA

Plasmido 44 contigs
114 CDS
135 ORF’s
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A partir de la base de datos de PATRIC, se identificaron redes metabdlicas que llevan a cabo
procesos importantes en la célula bacteriana, tales como los involucrados en el metabolismo con
804 genes involucrados en ello, transporte de proteinas, y procesamiento de ADN y RNA,

respuesta a estrés y sefializacién de la regulacién celular (Fig. 5).

O Actividad
fosfatidiltransferasa

O Actividad de elongacidn de
la traduccién
40%

O Actividad de iniciacion de

la traduccidén

O Constituyente estructural
de la cromatina

O Actividad de la
fosfoenolpiruvato

carboxilasa

Figura 5. Andlisis de los subsistemas de genes, Unicos en el genoma de Vibrio parahaemolyticus
CIBGENOO3.

De los genes del genoma, se determind la presencia de genes especiales, via PATRIC, con
aportaciones de CARD, DrugBank, Victors, TTD. Se obtuvieron 65 genes de virulencia presentes

en todo el genoma (Fig. 6).
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Se identificaron los genes beta-lactamasa, siendo estas lactamasas de clase A que pueden
hidrolizar carbenicilina uno de los subgrupos de las penicilinasy AMP ciclico permitiendo inhibir

colonias bacterianas adyacentes, ambos involucrados altamente en la resistencia a antibidticos.

NDARO: Resistencia a antibioticos
CARD: Resistencia a antibioticos
PATRIC: Resistencia a antibioticos
TTD: Diana a drogas

DrugBank: Diana a drogas

TCDB: Transportadores
PATRIC_VF: Factores de virulencia
VFDB: Factores de virulencia

Victors: Factores de virulencia
0 10 20 30 40 50 60 70

Figura 6. Genes asociados en procesos de patogenicidad como, factores de virulencia (65 genes)
resistencia a antibidticos (60 genes) presentes en el genoma de Vibrio parahaemolyticus.

7.6.1 Analisis funcional Vibrio parahaemolyticus

El porcentaje de identidad del genoma fue del 91% con Vibrio parahaemolyticus (Fig. 11). Y con
relacion a otras especies fue de 2.27% con Vibrio vulnificus, 1.52% con Vibrio alginolyticus, 1.52%
con Vibrio owensii, 0.76% con Vibrio anguillarum, Agarivorans sp. B2Z047, Vibrio cholerae, Vibrio

scophthalmi, Vibrio aphrogenes y Vibrio gazogenes.

Las funciones bioldgicas asociadas a las secuencias de Vibrio parahaemolyticus CIBGENOO3 (Fig.
8) fueron: iniciaciéon de la replicacion de ADN (8.33 %), cambios topoldgicos en el ADN (8.33%),
regulacion de la transcripcion del ADN (8.33 %), procesamiento de sefiales peptidicas (4.17%),
transporte transmembranal (4.17%), respuesta a antibidticos (4.16 %) entre otras funciones; y

aquellas secuencias cuyas funciones moleculares que se encuentran altamente relacionadas en
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la unién de iones (Figura 9). También fue posible mapear las secuencias proteicas por EggNOG-

Mapper para asi conocer su funcién, asi como la categoria COG; de las 5033 regiones codificantes

el 16.29 % se encuentran involucradas en el procesamiento y almacenamiento de informacion,

transcripcion, traduccion, replicacién y recombinacion; un 19.81 % de estas regiones tiene

participacién en el procesamiento de sefiales celularesy un 28.68 % de estas codifican productos

del metabolismo.

5%

i

4%

O Inicio de la replicacion de ADN

O Metabolismo de ADN

O Iniciacion de la traduccion

O Procesos metabdlicos del oxalalcetato
O Biosintesis de cardiolipina

O Replicacién de ADN

B Traduccidn de sefales

O Integraciéon del ADN

M Fijacidon de carbono

@ Transporte de membrana

O Regulacién y transcripcién de ADN
O Autofosforilacion de proteinas

l Ciclio del acido tricarboxilico

O Enlongacién traductora

W Respuesta a antibidticos

E Cambio en topologia de ADN

O Procesos metabdlicos celulares

O Fosforilacidn de histidina

O Respuesta a estrés

Figura 7. Anotacién GO de los procesos biolégicos, determinando la presencia de funciones como
la integracion del ADN en un 4.17 % de todas las secuencias y el ciclode Krebs en un 4.17 % de

ellas en el genoma completo de CIBGENOO3.
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O Inicio de la replicacion
de ADN

O Metabolismo de ADN

O Iniciacion de la
traduccion

O Procesos metabdlicos
del oxalalcetato

O Biosintesis de
cardiolipina

O Replicacién de ADN

E Traduccion de sefiales

Figura 8. Anotacion GO por componente celular, donde mds del 47 % de las secuencias estan
involucrados en la sintesis de componentes integrales de lamembrana y hasta un 14.29 % de ellas
participan en la sintesis del citoplasma en el genoma completo de CIBGENOO3.
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= Actividad fosfatidiltransferasa

= Actividad de elongacion de la
traduccién

= Actividad de iniciacién de la
traduccién

Constituyente estructural de la
cromatina

= Actividad de la fosfoenolpiruvato
carboxilasa

= Actividad de la glicosiltransferasa
de peptidoglicano

= Unién a GTP

= Unién a ADN de cadena sencilla

= Actividad de GTPasa

= Carboxipeptidasa de tipo serina

= Actividad de transposasa

= Atividad metaloproteasa

= ADN topoisomerasa tipo |

Figura 9. Anotaciéon GO de la funcion molecular de Vibrio parahaemolyuticus CIBGEN 003, donde
la abundancia de las funciones moleculares se encuentra en la uniéon de iones de magnesio con
un 6.07 % de las secuencias del genoma completo de CIBGENOO3.
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Figura 10. Homologia del genoma de Vibrio parahaemolyticus CIBGEN 003.Go.
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Tabla 7. Anotacion EggNOG- Mapper del genoma de V. parahaemolyticus CIBGENOO3, donde las

secuencias proteicas son caracterizadas por su distribucién.

informacion general

Cantidad total de secuencias de entrada:
Longitud media:

Ndmero de secuencias anotadas go:
Numero de anotaciones go:

Promedio de gos por secuencia:

Distribucion de categorias de cog

Almacenamiento y procesamiento de la informacidn:
transcripcion (k):

Traduccidn, estructura ribosdmica y biogénesis (j):
Replicacion, recombinacion y reparacion (l):
Procesamiento y modificacion del arn (a):

Estructura y dinamica de la cromatina (b):

Total:

Procesos celulares y senalizacion

Biogénesis de la membrana / envoltura de la pared celular (m):

Mecanismos de transduccion de sefiales (t):

Tréfico intracelular, secrecion y transporte vesicular (u):
Modificacién postraduccional, tumor proteico, chaperonas (0):
Motilidad celular (n):

Mecanismos de defensa (v):

Control del ciclo celular, divisidn celular, particién cromosémica
(d):

Estructura nuclear (y)

Estructuras extracelulares (w):

Citoesqueleto (z):

Total:

Metabolismo:

Transporte y metabolismo de iones inorganicos (p):
Produccion y conversidn de energia (c):

Transporte y metabolismo de aminoacidos (e):
Transporte y metabolismo de coenzimas (h):
Transporte y metabolismo de carbohidratos (g):
Transporte y metabolismo de nucledtidos (f).

5033
302

1748 / 34.73 %
9154
5.24

350
216
186
1
0
762 / 16.29 %

273
188
130
129
85
62
60

0
0
0
927 /19.81 %

254
248
228
167
161
130



Transporte de lipidos y metabolismo (1): 101
Biosintesis, transporte y catabolismo de metabolitos secundarios 53

(q):

Total: 1342 / 28.68 %

7.6.2 Cromosomal |
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El cromosoma | presenta un tamafio de 3.3 Mb, con genes que codifican a proteinas de fagos

como clpS de (321 pb), tmk (633 pb), NusA (1488 pb), MotA (468 pb) y RstA (315 pb) esta ultima

necesaria para la replicacion del genoma del fago; asi como también genes como ihfA (297 pb),

ihfB (282 pb), xerD (918 pb), tnpA (198 pb) involucrados en la transferencia horizontal, estabilidad

e integracion de genes. Dentro de los mas relevantes se encuentran aquellos involucrados en la

resistencia a antibidticos como TxR posible regulador de transcripcidén que desempefia un papel

en la concesion de resistencia a la tetraciclina, CRP betalactamasa, entre otros (6 proteinas de

resistencia de 3081 regiones codificantes en total, presentes en el cromosoma.

GC Content
M GC Skew+
M GC Skew-
CDS
ORF
Il (RNA
tmRNA
M rRNA
M cas
M resistance
M transfer
phage
M replication/recombination/repair
M stability/transfer/defense
integration/excision
M THG
0 prophage

Figura 11. Cromosoma | de Vibrio parahaemolyticus CIBGENOQO3.
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7.6.3 Cromosomal ll

Elcromosoma Il presenta un tamano aproximado de 1.5 MB, es el cromosoma de menor densidad
génica, y contiene 1653 regiones codificantes, 2296 marcos de lectura abiertos, y un aproximado
de 56 regiones involucradas en transferencia horizontal de genes dentro de estas regiones
encontramos presentes genes como el que codifica a la pseudouridina metiltransferasa (600 pb)
con funciones en la estabilidad del ARN, también el gen de la flavoproteina deshidrogenasa de
transferencia de electrones es una enzima que transfiere electrones de la flavoproteina en la
matriz mitocondrial al conjunto de ubiquinona en la membrana mitocondrial interna y es parte
de la cadena de transporte de electrones. Resaltan 4 regiones, la primera ubicada rio arriba con
un tamafo de 22,392 pb, la segunda regién con un tamafio de 1,996 pb, la tercera 1,612 pb vy la
ultima siendo esta la de mayor longitud con un tamafio de 68,111 pb (Fig. 12) de afuera hacia
adentro el segundo anillo, presenta 4 arcos color azul rey, estas fueron identificadas como
profagos usando datos de prediccién por la base de datos VirSorter, una herramienta disefiada

para la deteccion de sefiales virales en diferentes tipos de secuencias de microorganismos.

GC Content
B GC Skew+
o S I B GC Skew-
. \ . CDS
N : ’ ORF
: Hl(RNA
Mcas
M resistance
transfer
phage
= M replication/recombination/repair
M stability/transfer/defense
THG
M prophage

\"‘\

Figura 12. Cromosoma |l de Vibrio parahaemolyticus CIBGENOO3.
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7.6.4 Plasmido

Vibrio parahaemolyticus presenta una regién de integracion con un tamafio de 2,982 pb que
codifica a tnpA, una transposasa que permite el reordenamiento cromosdmico al integrar vy
escindir genes ademas de la presencia del operdn trb, involucrado en la conjugacién bacterianay
la transferencia de genes, con un tamafo aproximado de 7,629 pb; estas regiones estan
altamente involucradas en la transferencia horizontal de genes. Asimismo, se pueden delimitar
114 regiones codificantes, con 135 marcos de lectura abiertos, cuenta ademads con un replicén de
un tamafio de 840 pb rio arriba, que le permite de acto individual iniciar el proceso de replicacion
de ADN o ARN, presentando diversas opciones para el ordenamiento cromosémico vy la
integracién de genes. Se obtuvieron las islas génicas ubicadas en este plasmido, con funciones
especificas de transferencia, replicacién, recombinacion, estabilidad, transferencia, reparacione
integracion y escision de genes (Fig. 13).

GC Content
M GC Skew+
. o, M GC Skew-
sy B " M cDs
ORF
W transfer
M replication/recombination/repair
M stability/transfer/defense
- integration/excision
L THG

Figura 13. Regiones codificantes del plasmido bacteriano perteneciente a Vibrio
parahaemolyticus CIBGENQO3.
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7.6.5 Genoma bacteriéfago vB_Vp_PvVp4

En el mapa lineal de la representacidon grafica de la estructura del ADN del genoma del
bacteriofago Vp04 (Fig. 14), donde resaltan 44 regiones codificantes, 47 marcos de lectura
abiertos, asi como homologia a genes presentes en otros bacteriéfagos, y genes involucrados en

lareplicacidony recombinacién. Como el gen 8, ubicado (490 pb - 2,022 pb), una proteina de portal.

GC Content
M GC Skew+
Bl GC Skew
CDS
ORF
phage
M replication/recombination/repair

e, it il e i i o s il e PP

5 kop 10 kbp 16 kbp 20 kbp 25 kbp 30 kop 35 kbp 40 K

Figura 14. Visualizacion del genoma del fago vB_Vp_PvVp4.
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7.7 Analisis transcriptomico

7.7.1 Preprocesamiento

La primera libreria de ARN de la primera condicion (VB3) presenté el valor de Q20 antes de su
limpieza 97.51%, permitiendo validar después de la filtracion de posibles errores y N, asi como
los adaptadores mismos, obteniendo una mejora en el valor Q20 de 97.60%; de igual forma los
valores de Q30 cambian después de su limpieza, teniendo como valor final un Q30 de 92.94%.
ademas, se puede diferenciar el nimero de secuencias inicial (16.337878 M) a su filtracion, y el
numero final de lecturas que aprobaron los filtros 16.289526 representando esto un 99.70 % de

las secuencias pertenecientes a la condicién 1 de Vibrio parahaemolyticus CIBGENO0O3 sin infectar.

Tabla 8. Reporte obtenido en fastp de la primera libreria de ARN de la primera condicion VB3.

Version fastp:

Secuenciacion:
Longitud media antes del filtrado:

Longitud media después del filtrado:

Tasa de duplicacion:

Antes de filtrar
Lecturas totales:
Bases totales:

Bases 020:

Bases 030:
Contenido GC:
Después del filtrado
Lecturas totales:
Bases totales:

Bases 020:

Bases 030:
Contenido GC:
Resultado del filtrado
Lecturas que pasaron el filtro:
Lecturas con baja calidad:
Lecturas con demasiadas n:
Lecturas muy cortas:

0.22.0

(HTTPS://GITHUB.COM/OPENGENE/EASTP)

paired end (150 ciclos + 150 ciclos)
150bp, 150bp
149bp, 149bp
35.5903114

16.337878 M
2.450682 G
2.389881 G (97.6190174)
2.274695 G (92.8199604)
46.0837274

16.289826 M
2.439948 G
2.381627 G (97.6097404)
2.267715 G (92.9411134)
46.0838474

16.289526 M (99.7040505)
43.252000 K (0.264735 %)
4.950000 K (0.0302984)
150 (0.0009184)



https://github.com/OpenGene/Eastp
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Los archivos R1 y R2 de la primera libreria de la condicién 1 fueron preprocesados para eliminar
aquellas secuencias con posibles errores, repeticiones o de baja calidad, fastp permitié un andlisis
de estas secuencias antes y después de su filtracion generando una grafica de relacién de
contenido de las bases, que permite ver el cambio en ciertos porcentajes de las bases

nitrogenadas.

Los archivos obtenidos de salida, como él .fast.qz y .fq y un reporte de las secuencias por fastp
permiten delimitar el contenido de las basesy mejorar su posible error después de cada limpieza,
mostrando graficos del radio del contenido de las bases secuenciadas, antes y después de pasar
el filtro, destacan los niveles de secuencias de timina(T) antes de su limpieza con valores de 28.51
% y después 28.54%, con una correccion en el nimero de N, por repeticiones continuas en las

lecturas de .003 %.

Después del preprocesamiento de la primera libreria, se generaron los mismos archivos para la
libreria nimero dos de la primera condicidony laslibrerias 3y 4 de la condicion numero dos; donde
ademas de los archivos FASTA, logramos obtener curvas de relacion del contenido de las bases,
que nos permiten conocer nuestras secuenciasy sus valores referentes alas bases y su porcentaje
en cada una de ellas; en la Tabla 11 podemos delimitar el numero inicial de secuencias de los
archivos R1y R2 de la segunda libreria de la primera condicion(VB4) siendo este 19.869594 M en

total, y una vez procesadas las lecturas su nimero final fue de 19.826892 (99.78 %).

El procesamiento de las lecturas en Fastp permite una filtraciéon de aquellas lecturas con
repeticiones o numero elevado de N’s, permitiendo mejorar asi la calidad de estas, los valores
Q20vy Q30 refieren ampliamente esto en el algoritmo, donde en la segunda libreria de la primera

condiciéon podemos observar para Q20 un cambio de 97.71% a 97.77, Q30 de 93.16% a 93.25%.
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Vale la pena sefialar que algunos tipos de bibliotecas siempre produciran una composicion de
secuencia sesgada, normalmente al comienzo de la lectura. Las bibliotecas producidas usando
hexameros aleatorios (incluyendo casi todas las bibliotecas RNA-Seq), y aquellas que fueron
fragmentadas usando transposases, contendran un sesgo intrinseco en las posiciones en las que
se lee (las primeras 10-12 bases). Si bien este es un verdadero sesgo técnico, no es algo que se
pueda corregir y en la mayoria de los casos no parece afectar negativamente el analisis posterior

(Ewels, P., M. Magnusson, S. Lundin, and M. Kaller, 2016).

Tabla 9. Reporte obtenido en fastp de la segunda libreria de la primera condicién (VB4) células
bacterianas sin infectar con bacteriéfago.

Version fastp: 0.22.0 (berb : //github.com/opengane/caste )
Secuenciacion: paired end (180 ciclos 150 ciclos)
Longitud media antes del filtrado: 150bp, 150bp
Longitud mediadespués delfiltrado: 149bp, 149bp
Tasa de duplicacién: 37.6250864
Antes de filtrar
Lecturas totales: 19.869594 m
Bases totales: 2.980439 g

Bases 020:
Bases 030:
Contenido GC:
Después del filtrado
Lecturas totales:
Bases totales:
Bases 020:
Bases 030:
Contenido GC:
Resultado del filtrado

Lecturas que pasaron el filtro:

Lecturas con baja calidad:
Lecturas con demasiadas n:
Lecturas muy cortas:

2.912206 g (97.7106394)
2.776748 c (93.1657204)
45.9965184

19.826892 m
2.969136 g
2.903054 g (97.7743654)
2.768795 g (93.2525354)
45.9912924

19.826892 m (99.7850894)
36.182000 x (0.1820974)
6.188000 x (0.0311434)

332 (0.0016714)



//github.com/OpenGane/Caste
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El preprocesamiento de las lecturas de ambas condiciones, donde al final se generaron cuatro
librerias (VB3 y VB4) para las lecturas de las muestras de Vibrio parahaemolyticus sin infectar y
(VF3 y VB4) para las lecturas de las muestras de Vibrio parahaemolyticus bajo infeccién litica por
elfago Vp04, en laTabla 12 se muestran las 4 librerias con su numero final de lecturas que pasaron

los filtros y valores Q30 y Q20 finales.

Tabla 10. Reporte de calidad de las secuencias y preprocesamiento de las librerias de RNA-seq.

Condicién 1 Condicién 2
Células de Vibrio  Lecturas que pasaron el Células de Vibrio  Lecturas que pasaron el filtro
parahaemolyticus filtro parahaemolyticus

infectadas por el

fago Vp04
VB3 R1 16.28 M VBF3 R1 17.37 M
99.70% de las secuencias 99.72 % de las secuencias
VB3 R2 GC 46 % VBF3 R2 GC46.11 %
Q20 97.60 % Q2097.61 %
Q3092.94 % Q3092.94 %
VB4 R1 19.82 M VBF4 R1 1497 M
99.78 % de las secuencias 99.81 % de las secuencias
VB4 R3 GC 45.99 % VBF4 R2 GC 46.09 %
Q2097.77 % Q20 98.01 %

Q3093.25 % Q3093.87 %
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7.7.2 Diseiio experimental y normalizacidon de las secuencias de ARN procesadas

Cada muestra fue procesada a partir de la condicion experimental que se establecio, donde se
ordenan la muestras que corresponde al ARN de la bacteria sin infectar e infectada con el

vibriofago.

Tabla 11. Disefio experimental de las librerias de ARN obtenidas

Muestra Tamaiio de Tamaiio de Normalizacion Condicién
libreria (antes libreria de factores
del filtrado) (después del
filtrado)
VBF3 1829 1829 1.057 Fago_vs_bacteria
VBF4 1902 1902 0.925 Fago_vs_bacteria
VB3 1770 1770 0.977 Bacteria
VB4 2057 2057 1.047 Bacteria

Las librerias procesadas fueron analizadas por un grafico de componentes principales, para asi
obtener el porcentaje de varianza entre ellas, donde se delimita un porcentaje del 16 % para el
PC2, mientras que PC1 del 73% de varianza que permite diferenciar los grupos que contienen solo

a la bacteria y aquellos con fago-bacteria.
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Figura 15. log fold change con un valor de P ajustado del 0.05 del total de las matrices de
expresion diferencial generadas a partir de los transcritos obtenidos y ensamblados al genoma

completo.

Dentro de los 5,038 genes presentes en CIBGEN0O3, se obtuvieron las cuentas de cada uno de
ellos ubicadas en los transcritos ya ensamblados, estos con una distribucion parcial de cada una
de las clases del genoma total (tabla 14) donde se ven involucrados 804 genes del metabolismo,
294 genes de energiay 249 genes involucrados en el procesamiento de proteinas, siendo estas

con los indices mas altos de genes involucrados en la infeccién del bacteriéfago.



48

Unién a GTP

Actividad de la glicosiltransferasa de
peptidoglicano

Actividad de la fosfoenolpiruvato
carboxilasa

Constituyente estructural de la cromatina
Actividad de iniciacién de la traduccidn
Actividad de elongacién de la traduccion
Actividad fosfatidiltransferasa

0% 1% 1% 2% 2% 3% 3% 4%

Figura 16. Distribucion de transcritos por clase o funcién establecida.

Una vez obtenido los valores de log fold change de cada una de las matrices de genes obtenidas,
se obtuvo una lista de aquellos 48 genes mas diferenciales entre si, donde se presentan valores
de fold change de 1 a 5(fig. 18). A partir de la obtencion de los genes sobrexpresados y silenciados,
se determinan las funciones proteicas de cada uno de los productos presentes en las secuencias,
asi como su valor de log fold change de los 73 transcritos con funcién validada (Fig. 16); donde un
total de 43 elementos génicos se ven altamente expresados con referente al resto (Tabla 13)
destacando aquellos proteinas involucradas en el transporte membranal y la produccién de
fosfolipidos, asi mismo se obtuvo un grafico de calor, delimitando las librerias generadasy su

respectivo valor de expresion.
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Figura 17. Volcano plot de los 5038 genes presentes en el genoma de Vibrio parahaemolyticus,
donde destacan aquellos de la zona central (color azul) con un p value de 0.05.
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Figura 18. Valores Log Fold change de los transcritos silenciados y expresados en CIBGEN 003 Vibrio
parahaemolyticus.



Tabla 12. Lista de proteinas expresadas en CIBGEN 003 Vibrio parahaemolyticus.
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Producto

Funcion celular

log2FoldChange

10

11

12

13

14

ATPasa de la clase AAA+

Proteina clasificadora de lipoproteinas

de la membrana externa
Proteina IscX

Proteina efectora YopR

Proteina Msl2237

2-amino-4-hidroxi-6-
hidroximetildihidropteridina
pirofosfoquinasa (EC 2.7.6.3)
Proteina portadora de acilo
Proteina del cuerpo basal flagelar FIgG
Bomba de Na(+) de decarboxilasa de
oxaloacetato, cadena gamma (EC
4.1.1.3)

Proteina de la superfamilia tipo ferritina
Proteina del anillo L flagelar FigH
Proteina asociada al transportador de
hierro ferroso FeoA
Proteina de la membrana interna YjiG
Transportador ABC de arginina, proteina

de unidon a ATP ArtP

Energia

Transporte de
membrana
Energia
Patogenicidad
Transporte de

membrana

Procesamiento de

aminodacidos

Sintesis de lipidos

Virulencia

Energia

Respuesta a estrés

Virulencia

Energia

Metabolismo celular

Energia

5.041596593

4.774294903

4.614530171

4.50842656

4.487703384

4.445872906

4.048630835

4.267034383

3.791133052

3.77437301

3.477442201

3.10406849

3.09478105

3.048643601




Tabla 13. Lista de proteinas silenciadas en CIBGEN 003 Vibrio parahaemolyticus
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Producto

Ruta metabdlica

log2FoldChange

10
11

12

13

14

15

Transportador, familia LysE

2-dehidro-3-desoxigluconocinasa (EC
2.7.1.45)
N-acetilglutamato quinasa (EC
2.7.2.8)
protein pndA

Proteina chaperona YscY

Transportador ABC

Acetiltransferasa

proteina PipP de biogénesis de pili
tipo IV
Dehidratasa de prefenato (EC
4.2.1.51)
Motb
Factor de elongacion de la
transcripcion GreB
Glicosiltransferasa
Regulador transcripcional MerR
Proteina PiIN de biogénesis de pili
tipo IV
DesHidratasa de (3R)-
hidroximiriostoil-[ACP] (EC 4.2.1.-)

Transporte de
-5.150230241

membrana
Energia -5.025377447
Biosintesis de -3.767151934
metabolitos secundarios
Procesamiento de ARN -3.57673839
Transporte de -3.561596351
membrana
Transporte de -3.415863771
membrana
Procesamiento de -3.415863771
proteinas
Sintesis flagelar -3.35527855

Biosintesis de -3.282965729

metabolitos secundarios

Sintesis flagelar -3.255136605

Procesamiento de ADN -3.255136605

Transporte celular -3.146043153

Procesamiento de ADN -3.146043153

Sintesis flagelar -3.04936409
Biosintesis de acidos -2.950615856

grasos
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16
17
18
19
20

21

22
23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

Proteina reguladora P-ll
Acetiltransferasa grupo amino
Proteina YhiN
Ligasa propionato-CoA (EC 6.2.1.17)
Transportador ABC de ferricromo
(permeasa) PvuD
Acetiltransferasa putativa de alanina
para ribosomas
FOG: Proteina con repeticiones TPR

Sistema PTS, componente II1A

Transportador ABC

Proteina probable de utilizacién de
hemo-hierro
Componente (ImpM) TagF asociado
al T6SS
ATPasa de segregacion cromosémica
Proteina YscQ

Sintasa de fosfatidilglicerofosfato

Proteina Trbl

Regulador de respuesta
sulfurtransferasa de 3-
mercaptopiruvato (EC 2.8.1.2)

Proteina YcgL

Regulacion de Nitrogeno

Sintesis de aminoacidos

Unién FAD/NAD(P)
Metabolismo de lipidos
Transporte de
membrana
Procesamiento de
proteinas
Patogenicidad
Transporte de
membrana
Transporte de
membrana

Patogenicidad

Patogenicidad

Procesamiento de ADN
Sintesis flagelar
Transporte de
membrana
Transferencia
conjugativa
Respuesta celular
Metabolismo de
aminoacidos

Procesamiento de ARN

-2.950615856

-2.840474805
-2.596091968

-2.591502228

-2.445796915

-2.415814711

-2.40783922
-2.404778636

-2.332569738

-2.307535405

-2.255970694

-2.255970694

-2.230387611

-2.188360323

-2.14958358

-2.12198354

-2.071161074

-2.033391992
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8. DISCUSION

Las especies marinas del género Vibrio abundan especialmente en ambientes marinos salinos,
calidos y calientes siendo esto un factor importante de apoyo para su crecimiento poblacional,
llegando a ser una de las principales limitantes en la industria de la acuicultura (Novriadi, R.,
2016). El efecto de la salinidad en ambientes marinos es fundamental para su crecimiento;
Tokuhiro N., Masamichi W., et al, en el 2003 registraron el crecimiento de cepas patdgenas de
Vibrio parahaemolyticus como la 03 : K6y O1: K bajo distintas concentraciones de salinidad (1%,
3% y 7% de NaCl) indicando su éptimo crecimiento a 25° Celsius el 1% y 3% NaCl, mientras que
al 7% el crecimiento de bacterias decrecid inicialmente para después aumentar lentamente su
poblacién a las 12 horas, demostrando que algunas poblaciones no logran sobrevivir en
concentraciones tan elevadas de NaCl. En el presente estudio la evaluacion de la cepa Vibrio
parahaemolyticus (CIBGENOO3) mediante su cinética microbiana determino desde la hora 05 su
optimo crecimiento a partir de un medio con concentraciones de salinidad del 2.5% de NaCl (Fig.
1), llegando a un méaximo poblacional de 1.2 x10% cel/mL a las 30 horas de su evaluacién V.
parahaemolyticus presenta una plasticidad cromosdmica, representada por los elementos
estructurales que componen su organizacién cromosémica incluido el pldsmido contenido en su
genoma, un super integron (SI) en su cromosoma Il e islas génicas dispersas por ambos
cromosomas, esto le permite tener una ventaja adaptativa. Mediante su metabolismo, la cepa
CIBGENOO3 fue capaz de tolerar distintos rangos de salinidad, también la capacidad de crecer a
distintas temperaturas que van desde los 15 a 45°C, la adaptabilidad de esta especie a condiciones
adversas es aprovechada en alto grado para su proceso de patogenicidad, a diferencia de lo
reportado por Vos P. et al. (2011) quienes observaron en otras especies como V. Cholerae era
incapaz de tolerar concentraciones de Cloruro de Sodio (NaCl) de 6% y 8%, o V. furnissi con

supervivencia nula a temperaturas de 42 C°.

A diferencia de otras especies haldfilas, V. parahaemolyticus es Lac (-), donde se ha referido que
esto tiene una repercusién importante en el desarrollo éptimo de la bacteria ya que la

susceptibilidad de agentes microbianos distingue de cepas positivas y negativas a lafermentacion
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de lactosa (Tabla 3); por ejemplo aquellas Lac (+) que son sensibles a la penicilina, ampicilina 'y
carbenicilina y resistente a la colistina, mientras que V. parahaemolyticus y V. alginolyticus son
resistentes a la penicilina, carbenicilina y ampicilina (Brumfield, K. D., etal., 2021). En cuanto a la
produccion de catalasa son 2 los genes responsables de la produccion de esta enzima (ubicados
dentro del genoma completo como: KatE 435721pb -437160pb y KatG 132984pb -135158pb )
siendo la cepa CIBGENOO3 una especie reactiva de oxigeno (ROS) |la catalasa es determinante para
la sintesis de componentes celulares, incluyendo proteinas, ADN vy lipidos de membrana; se ha
demostrado que en diversos escenarios de estrés ambiental el nivel de superdxido-disminutasa
(SOD) y catalasa se ven reducidos, aumentando la susceptibilidad de bacterias al estrés oxidativo,
autores como Chen, C. et al., 2016 determinaron que el nivel de ROS intracelular se relaciona con
la supervivencia de V. parahaemolyticus bajo condiciones a bajas temperaturas, inanicién y baja

salinidad.

Por otra parte, la funcién de ciertos factores anti oxidativos como la enzima catalasa permite
potenciar la virulencia de patégenos en distintos organismos e inclusive permite un crecimiento
optimo en presencia de bacterias competidoras (Baker-Austin, C., 2018). La cepa CIBGEN 003
presenta en su genoma genes que codifican la enzima catalasa, ubicados en el cromosoma Il asi
como su corroboracién en pruebas bioquimicas, permite no solo confirmar la patogenicidad y
competitividad de la bacteria en este estudio, sino también permite identificar aquellos factores
qgue le otorgan cierta supervivencia ante diversas condiciones ambientales, Vibrio
parahaemolyticus no sélo es una bacteria con gran plasticidad metabdlica; debido a que su nicho
microbiano ejerce una gran presion selectiva presenta también una alta variabilidad gendmica,
delimitada por los elementos génicos dispersos en sus cromosomas y especificamente en su
plasmido(Fig. 13) que incorpora islas génicasde transferencia horizontal, integracidn, replicacion,
recombinacién y reparacion de genes; estudios como el de Chen Y. et al. 2011 demuestran que
las principales variaciones entre las islas de patogenicidad y elementos mdviles presentan una
alta probabilidad de impulsar la evoluciéon de Vibrio parahaemolyticus y aunque el estudio de la

coevolucion bacteria-fago esta todavia en su infancia, se ha demostrado que las comunidades
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bacterianasse ven afectadas por los bacteriéfagos marinos esto da forma a la evolucién de rasgos
bacterianos ecolégicamente relevantes, mediante la coevolucién se puede mantener Ila
diversidad fenotipica y genética, aumentar la tasa de evolucién y divergencia bacteriana y viral
(Koskella B., 2014).Basado en la comparacion con otros vibriofago, Vp04 presenta un periodo de
latencia menor (50 minutos) con referencia a otros como Vpl5p con 70 minutos, Vpl7p 55
minutos, Vp25P con hasta 90 minutos y Vp33P con 65 minutos (Hidaka y Tokushige, 1978;
Alagappan et al. 2010; Yamaki et al. 2015; Matamp and Bhat, 2019), implicando un mayor tiempo

en la lisis bacteriana y liberacién de progenie viral.

De acuerdo con Kropinski et al., 2009, la determinacidn de la concentracion de particulasde fagos
infecciosos y su huésped son fundamentales para conocer el ciclo de vida del bacteriéfago sobre
la bacteria, siendo determinantes los tiempos de eclipse y latencia que en el presente estudio
refieren alta susceptibilidad bacteriana en V. parahaemolyticus a su respectivo vibriofago. La
duracién de los periodos de eclipse y latencia, fueron necesarios para la determinaciéon vy
caracterizacioén de la infeccion bacteria-fago y su etapa en proceso infectivo mediante RNA-seq al

minuto 10.

La secuenciacion de ARN (RNA-Seq) ha sido empleado por diversos autores para ampliar el
panorama de los efectos de las interacciones fago-huésped por medio de cambios en la
transcripcion con respecto al tiempo, Li X., 2022 empled esta herramienta para investigar el
efecto global del fago HH109 en el transcriptoma de V. alginolyticus, determinando genes de
transcripcidon tempranay aquellos de transcripcion tardia como los genes de la proteina de cola
(gp46), la capside mayor(gp45) del bacteriéfago. Se encontraron también genes cuya expresion
se vio alterada, involucrados en la biosintesis de acidos nucleicos, como la subunidad alfa de la
ribonucleasa difosfato-reductasa (nrdA) y la subunidad beta (nrdB) siendo estos homodlogos
importantes en el fagot4 (Champe, S. P. 2019); ademds de la helicasa IV de ADN bacteriana (helD)
y el regulador transcripcional ycnC (familia TetR/AcrR ), presentes también en V.

parahaemolyticus; Para este estudio, se considerd el proceso de infeccion en el minuto 10
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después de la exposicién del vibriofago Vp4 a V. parahaemolyticus denotando la alta capacidad
liberar su progenie y lisar la célula bacteriana a los 20 min. (Fig. 2). Para el disefio experimental se
consideré como etapa media el minuto 10 de la infeccién. Segun Warden, C.D., Yuan, Y. C.,y Wu,
X. (2013) al emplear secuenciacion de ARN (RNA-Seq) para identificar un ndmero limitado de
genes en su posterior validacién, un factor importante para la seleccién del gen candidato es el
valor log2FoldChange parala expresion entre dos grupos. La infeccidn del fagoVp04 a su huésped
V. parahaemolyticus (CIBGEN0O3) dio como resultado expresién diferencial de genes relevantes
del proceso infectivo, expresandose de manera positiva aquellas involucradas en la obtencion y
transporte de energia (ATPasa de la clase AAA+, Proteina IscX, Bomba de Na(+), cadena gamma (EC
4.1.1.3), la proteina asociada al transportador de hierro ferroso(FeoA) asi como también el
transportador ABC de arginina ArtP ; siendo arginina es un aminoacido esencial para el
procesamiento de proteinas este actla como una molécula precursortiene a para la biosintesis
de los aminoacidos, poliaminas y éxido nitrico, también se convierte en una fuente de nitrégeno
en su degradacion a través de distintas rutas (Charlier, D., y Glansdorff, N., 2004); estas proteinas
asi como las involucradas en el transporte membranal, son empleadas por bacterias en
supervivencia que requieren reprogramar el metabolismo bacteriano mediante regulaciones de
la transcripcion en vias metabdlicas clave, la sintesis de aminoacidos como arginina asi como
también el contenido de metabolitos intracelulares pertenecientes a procesos que también

podrian significativamente afectar la fisiologia celular (Skliros, D., et al. 2021).

La infeccidn viral exitosa depende de un mecanismo de entrada eficiente, involucrando muchos
elementos de la superficie bacteriana, seglin Chatterjee, S., y Rothenberg, E., 2012, proteinas con
funciones relacionadas con los nutrientes localizadas en el espacio periplasmatico pueden actuar
como conductos naturales para que el ADN del fago entre en el citoplasma, hace sentido que en
este estudio durante dicha infeccidn se encuentren expresadas altamente aquellas proteinas de
membrana con funcidn de transporte o canal al citoplasma de la bacteria, encontradas en el

transcriptoma como proteina Msl2237, la proteina clasificadora de lipoproteinas de lamembrana
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externa, proteina de la membrana interna YjiG, proteina portadora de acilo y la 2-amino-4-

hidroxi-6-hidroximetildihidropteridina pirofosfoquinasa (EC 2.7.6.3)(Tabla 13).

Segun Esteves, N. C., y Scharf, B. E., 2022, hay bacteriéfagos que utilizan los flagelos bacterianos
para su unidn, estos son de particular interés debido al intercambio evolutivo Unico que obligan
a sus huéspedes: la regulacién o la abolicidn de la motilidad para escapar de la infeccién por un
fago flagellotrépico, ya que una bacteria patégena también es capaz de atenuar su virulencia para
escapar de la infeccion; CIBGENOO3 presenta altamente expresadas aquellas proteinas
involucradas en la sintesis flagelar, como lo son FlgG y FlgH, capaces de formar estructuras
flagelares diversas siento esto importante para la evasion de bacteriéfagos (Montemayor, E,

2021).

Asi se determina como resultado en un efecto de respuesta viral, empleando el silenciamiento de
ciertos genes bacterianos de mantenimiento, como aquellos del transporte de energia,
procesamiento de proteinas, produccion de metabolitos secundarios, respuesta celular,
metabolismo de aminoacidos y lipidos, procesamiento de ADN y ARN, sintesis flagelar, regulacion

de nitrégeno, entre otros (Tabla 14).

En resumen, este estudio ofrece una vision detallada de varios aspectos de Vibrio
parahaemolyticus, desde su crecimiento en diferentes condiciones ambientales hasta su
interaccién con su vibriofago y su plasticidad gendmica. Este tipo de estudios son importantes
para comprender mejor la biologia y ecologia de esta bacteria, asi como para desarrollar

estrategias de control en entornos acuaticos y aplicaciones en biotecnologia gendmica.


https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=2.7.6.3
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9. CONCLUSIONES

1) El determinar los tiempos de latencia y liberacion de progenie, permitié determinar el
momento en el cual se deberia de llevar a cabo la extraccién de RNA para un mayor

entendimiento de la expresion génica de la bacteria durante el proceso de infeccidn.

2) El andlisis del transcriptoma bacteriano durante el proceso de infeccidon permitié delimitar
aquellos genes que se vieron alta y bajamente expresados por la inclusion del genoma viral del

vibriofago.

3) Durante el proceso de infeccidon se observd el silenciamiento de genes claves de metabolismo

y obtencion de energia bacteriana.

4) El andlisis transcriptomico determino el numero genes silenciados durante la infeccién del
vibriofago, lo cual, representa una baja expresién en proteinas sintetizadoras de nucledsidos, con

actividad antimicrobiana y antiviral.
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