ES 2719932 Al

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Namero de publicacion: 2 719 932

@Namero de solicitud: 201830047

Gint. ci.;

C12N 15/12
C12N 15/86
AO1K 61/59

(2006.01)
(2006.01)

(2007.01)

@ SOLICITUD DE PATENTE Al

@ Fecha de presentacion:
16.01.2018

Fecha de publicacion de la solicitud:
16.07.2019

@ Solicitantes:

UNIVERSIDAD DE CADIZ (80.0%)

C/ Ancha 16

11001 Céadiz ES;

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE
VALPARAISO (10.0%);

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES
CIENTIFICAS (5.0%) y

INSTITUTO TECNOLOGICO Y DE ESTUDIOS
SUPERIORES DE MONTERREY (5.0%)

@ Inventor/es:

FAJARDO QUINONES, Carlos;
MANCERA ROMERO, Juan Miguel ;
RENDON UNCETA, Maria Del Carmen ;
FERNANDEZ ACERO, Francisco Javier ;
MARTINEZ RODRIGUEZ, Gonzalo;

DE DONATO CAPOTE, Marcos;

GOMEZ CARMONA, Fernando Andrés y
CORTES SALINAS, Lina Jimena

Agente/Representante:
FUSTER OLAGUIBEL, Gustavo Nicolas

Observaciones:

La lista de secuencias esta accesible al publico en la pagina
web de la OEPM para su descarga en formato electrénico.
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@Resumen:

Producto combinado para el control de patégenos
virales en la acuicultura de crustaceos.

El objeto de la presente invencion es proporcionar un
producto combinado que comprende (i) ARN de
interferencia que inhibe la expresién del gen Rab7 en
un crustaceo, y (ii) particulas parecidas al virus que
comprenden la proteina recombinante de la capside
del PstDV1, para su uso en el control de patégenos
virales en la acuicultura de crustaceos.
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DESCRIPCION

PRODUCTO COMBINADO PARA EL CONTROL DE PATOGENOS VIRALES EN LA
ACUICULTURA DE CRUSTACEOS

CAMPO TECNICO

La presente invencion pertenece al campo de la acuicultura, en particular se dirige a un
producto combinado que comprende ARN que inhibe la expresion del gen Rab7 y particulas
parecidas al virus, y el uso de dicho producto combinado para el control de patégenos

virales.

ESTADO DE LA TECNICA

Las enfermedades virales han sido uno de los puntos de control mas dificiles en el cultivo de
camarones ya que estos organismos carecen de un sistema de respuesta inmune especifico
(inmunidad adaptativa representada por la resistencia a la exposicion repetida a antigenos,
presencia de anticuerpos vy linfocitos T y B); por consiguiente, las vacunas que
tradicionalmente se utilizan durante el proceso de cria animal, no han sido una opcién viable
(Lightner, 1996).

Actualmente no existe un enfoque terapéutico disponible para el control de infecciones
virales en camaronicultura; sin embargo, se realizan esfuerzos para desarrollar terapias
antivirales para combatir este tipo de infecciones en camarones. Estos esfuerzos se basan
primordialmente en el silenciamiento de genes mediado por ARN bicatenario (dsRNA) o
mediante mecanismos que implican el uso de ARN de interferencia (ARNi). Se ha informado
que el ARNi puede proteger a los camarones de varios virus altamente patdégenos
incluyendo el virus de la mancha blanca (WSSV), virus de la cabeza amarilla (YHV), virus
del sindrome del Taura (TSV) y el Penstyldensovirus de decapodo 1 (PstDV1) (Tirasophon
et al., 2005; Saksmerprome et al., 2009; Attasart et al., 2011; Ongvarrasopone et al., 2011;
Saksmerprome et al., 2013; Itsathitphaisarn et al., 2017).

El ARNi es un método prometedor para prevenir y curar enfermedades virales en
camarones. El mecanismo de accion del ARNi es iniciado por una molécula bicatenaria de
ARN (dsARN) la cual conduce a la degradacion del ARN mensajero (ARNm) de secuencias

especificas y homologas (Fire, et al., 1998). En camarones, el ARN bicatenario
2
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complementario a un gen viral como el de la proteasa del YHV ha mostrado prevenir o curar
la infeccion por este virus en P. monodon (Yodmuang et al., 2006; Tirasophon et al., 2007).
Ademas, el ARN bicatenario o ARNi correspondiente con un gen del WSSV ha sido usado
para suprimir la replicacion viral (Westenberg et al., 2005; Xu et al., 2007; Sarathi et al.,
2008; Attasart et al., 2009). Se ha demostrado la eficiencia de un ARNi para inhibir la
replicacion del PstDV1 en L. vannamei tanto de forma preventiva como terapéutica (Ho et
al., 2011).

Por otro lado, un enfoque alternativo consiste en usar el ARNi correspondiente a un gen
endogeno requerido para la entrada del virus. Una de tales dianas la constituye las vias de
trafico intracelular usadas durante la replicacién viral. Se ha reportado la prevencién de la
infeccion por YHV en células linfoides primarias usando ARN bicatenario correspondiente a
un receptor enddgeno putativo del YHV (Assavalapsakul et al., 2006). El silenciamiento del
gen enddgeno Rab7 en P. monodon, el cual fue inicialmenteidentificado por codificar una de
las proteinas de unién del WSSV (Sritunyalucksana et al., 2006), no solo muestra prevenir la
replicacion de WSSV sino también de YHV (Ongvarrasopone et al., 2008), LSNV (Virus
Laent-Singh) (Ongvarrasopone et al., 2010) y TSV (Ongvarrasopone et al., 2011). Esto
sugiere que PmRab7 funciona como un importante regulador del trafico intracelular de varios

tipos de virus.

La proteina Rab pertenece a la super familia de las proteinas Ras, pequefas ATPasas que
actuan como interruptores entre los estados GTP-unién activado y GTP-unién inactivo. En
mamiferos, Rab7 se expresa en el endosoma temprano y tardio y juega un rol esencial en el
trafico endocitico y en la degradacion lisosomal (Feng et al., 1995; Vitelli et al., 1995; Seabra
et al., 2002). De forma similar, Rab7 en camarones puede jugar un rol importante en los
procesos de trafico endosomal usado por diversos virus. El bloqueo de PmRab7 inhibe tanto
la infeccion de virus con ADN, como WSSV, como virus con ARN (YHV, TSV, LSNV)
(Ongvarrasopone et al., 2008; 2010; 2011). Aunque los enfoques terapéuticos basados en
ARNi han mostrado ser prometedores para el control de enfermedades virales en
camarones a nivel experimental, la aplicacién de tales medidas a nivel de campo permanece

aun como un reto (Dhar et al, 2014b).

Resulta importante destacar que hasta ahora no se ha desarrollado un método de
administracion de ARNi mediante el uso de VLPs. Estas particulas se han utilizado como
una herramienta en el proceso para crear vacunas, tal es el caso de las particulas parecidas

a virus (VLPs) y particulas subviricas (SVPs), uno de los formatos de vacunas por
3
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subunidades. La habilidad intrinseca de las proteinas estructurales para autoensamblarse
en particulas (VLPs o SVPs) que se asemejan al virus nativo tanto en tamafio como en su
absorciéon por parte del hospedador, ha llevado al desarrollo de una variada clase de
vacunas por subunidades basadas en las VLPs (Garcea y Gissmann, 2004; Grgacic y
Anderson, 2006; Chackerian, 2007). Las VLPs han sido expresadas en bacterias, levaduras,
plantas transgénicas y cultivos celulares. Se han producido varias vacunas para humanos
usando esta tecnologia. Gardasil, de Merck, y Cervarix, de GSK, son dos de los tres
medicamentos aprobados en la actualidad por la Federal Drug Administration (FDA) para el
tratamiento terapéutico y profilactico contra el cancer (Dhar et al., 2014a). Recientemente,
se han realizado esfuerzos para extender esta aproximacion para la produccion de vacunas
para peces y mariscos (Shivappa et al., 2005; Hou et al., 2009). Con el fin de desarrollar una
vacuna contra el IPNV, se produjeron VLPs usando vectores que expresan las dos proteinas
de la capside del IPNV, VP2 y VP3, tanto de forma separada como conjunta, en forma de
poliproteina (Shivappa et al., 2005). Cuando son expresadas, estas proteinas de la capside
forman VLPs que son similares en forma y tamafio al virus nativo e inducen una fuerte
respuesta inmune en el salmén (McKenna et al., 2001; Shivappa et al., 2005). En un trabajo
mas reciente se describe la produccion de una vacuna IPN basada en la proteina VP2 del
IPNV (Allnutt et al., 2007). En ese estudio, se logré la sintesis de una particula mas pequena
(22 nm) que el virus nativo (60 nm) pero que induce una fuerte respuesta inmune en trucha
arco iris, por lo que se refieren a ellas como SVPs. Otras tres vacunas basadas en la
proteina de la capside VP2 del IPNV ya estan disponibles actualmente en el mercado: IPNV
(con licencia en Chile, Centrovet, Chile), Norvax (Intervet-Internacional BV, Holanda) y
SRS/IPNV/Vibrio (con licencia en Canada y Chile, Microtek Internacional Inc., Columbia
Britanica, Canada) (Dhar et al., 2014a).

A pesar de todos estos antecedentes, ninguna vacuna basada en VLPs ha sido aplicada con
exito en crustaceos, debido en gran parte a que estos organismos carecen de un sistema
inmune adaptativo, es decir no generan anticuerpos y por lo tanto la aproximacién que se

utiliza en el caso de los humanos o incluso de los peces, no es viable en este caso.

Existe por lo tanto una necesidad de nuevos productos combinados para el control de
patogenos virales en la acuicultura de crustaceos. El objeto de la presente invencion es
proporcionar un producto combinado para el control de patdgenos virales en la acuicultura

de crustaceos.
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: llustracion del ARN bicatenario de interferencia (LvRab7 545 pb, MjRab7 393 pb)
y del mecanismo de silenciamiento de la expresion genética a través de ARN de

interferencia.

Figura 2: llustracién de la produccién de ARN bicatenario Rab7 encapsulado dentro de la
VLP del PstDV1, formada por 60 sub-unidades proteicas de 37 kDa.
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Figura 3: llustracion del producto combinado. Administracion del ARNi bicatenario LvRab7
y/o MjRab7 encapsidado para su proteccion por medio de las VLPs del PstDV1 hasta el

interior de la célula.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se dirige a un producto combinado que comprende: (i) ARN de
interferencia que inhibe la expresion del gen Rab7 en un crustaceo, y (ii) particulas
parecidas a virus (VLPs) que comprenden proteinas recombinantes de la capside del
PstDV1.

Es también un objeto de la presente invencion el uso del producto combinado para el control

de patdgenos virales en la acuicultura de crustaceos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones

El término “producto combinado” se puede referir a (i) un producto que comprende dos o
mas componentes que estan fisicamente, quimicamente, o de cualquier otra forma
combinados o mezclados para producir una unica entidad, (ii) dos o mas productos
separados y empaquetados en un unico estuche o vendido como una unidad donde cada
producto comprende uno de los componentes, o (iii) producto que se vende por separado
que comprende uno de los componentes que, de acuerdo con el plan de investigacion o el
etiquetado propuesto, esta destinado a ser usado con otro producto que comprende el otro

componente.

El término “inhibir la expresion” se refiere a cualquier método que disminuye la cantidad total
de la proteina Rab7. La disminucién puede ocurrir, por ejemplo, mediante la inhibicion de la
transcripcion del gen que codifica Rab7 y/o la inhibicion de la traduccion del ARN mensajero

que codifica Rab7.

En el contexto de la presente invencién, “ARN de interferencia (ARNI)” se entiende como
una molécula de ARN que suprime la expresion de genes especificos mediante mecanismos

conocidos globalmente como ribointerferencia o interferencia por ARN.



10

15

20

25

30

35

ES 2719932 Al

El término “Rab7” se refiere a cualquier proteina que es homdloga y/o tiene una funcion
similar a LvRab7 (GenBank: ACT65737.1) y que se puede encontrar en crustaceos. En una

realizacion preferida, Rab7 es LvRab7 o MjRab7.

Una “proteina recombinante” es una proteina que ha sido producida en una célula
hospedadora que ha sido transformada o transfectada con el acido nucleico que codifica la

proteina.

El término “crustaceo” se refiere a un extenso subfilo de artrépodos, con mas de 67.000
especies. Incluyen varios grupos de animales, como las langostas, los camarones, los
cangrejos, los langostinos y los percebes. Los crustaceos son fundamentalmente acuaticos
y habitan en todas las profundidades y en distintos medios, como el mar, el agua salobre y
el agua dulce. Unos pocos han colonizado el medio terrestre, como la cochinilla de la

humedad (is6podos).

El término “control de patogenos virales” se refiere a cualquier método que disminuya la
cantidad de crustaceos infectados por un virus en una poblaciéon o que disminuya el nUmero
de crustaceos que muestran sintomas causados por una infeccion viral. EIl método puede

ser profilactico y/o terapéutico.

En el contexto de la presente invencion, la “acuicultura® se entiende como un conjunto de

actividades, técnicas y conocimientos de crianza de especies acuaticas.

En el contexto de la presente invencién, el término “oligonucledtido antisentido de ARN’ se

refiere a una cadena simple de ARN que es complementaria a una secuencia especifica.

Producto combinado

La invencién se apoya en la mezcla sinérgica de dos fendmenos diferentes. El primero versa
sobre el auto ensamblaje de la proteina recombinante de la capside del PstDV1 en
particulas parecidas al virus (VLPs) que pueden encapsidar ARN o ADN de 0,5 kb, lo que
las convierte en un vehiculo potencial para la administracion de ARN de interferencia (ARNi)
u otras nanoparticulas de interés farmacoldgico. El segundo se basa en el silenciamiento del
gen enddgeno Rab7, el cual muestra no solo prevenir la replicacion de WSSV sino también
de YHV, LSNV y TSV. Esto sugiere que Rab7 funciona como un importante gen regulador
del trafico intracelular de varios tipos de virus. El bloqueo de LvRab7 inhibe tanto la infeccion

de virus con ADN, como el WSSV, como virus con ARN (YHV, TSV, LSNV). Aunque los
10
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enfoques terapéuticos basados en ARN de interferencia (ARNi) han mostrado ser
prometedores para el control de varios tipos de virus a nivel experimental, la aplicacion de
tales medidas a nivel de campo permanece aun como un reto. Para que estas estrategias
sean viables a nivel de campo se debe desarrollar un método de administracion oral, ya que
administrar el ARNi via inyeccion no es viable para su aplicacion en el campo de cultivo; y
es precisamente la incorporacion de las VLPs lo que viene a superar este escollo. Con la
invencion se establece un producto combinado viable a nivel de campo que permitira facilitar

el control de enfermedades virales en acuicultura.

Debido a la forma de administracién, via VLPs (virus like particles o particulas similares a
virus) del PstDV1 (Penstyldensovirus de Decapodo 1), se logra proteger de degradacioén al
ARNi al tiempo que se hace viable la administracidn en grandes extensiones y a millones de
individuos, bien sea a través del agua, por bafo estacionario, y/o por mezcla con el
alimento. Hasta ahora el unico método de administracion de ARNi implementado es via
inyeccion, lo que resulta totalmente inviable cuando se trabaja con millones de individuos.

Debido al ARNi administrado, se logra una proteccién tanto profilactica como terapéutica.

Otra ventaja la representa el tipo especifico de ARNi encapsidado, el cual silencia la
expresion de la proteina endogena Rab7 en el camardn, lo cual a su vez genera la inhibicién
de la replicaciéon de varios tipos de virus de crustaceos (virus tanto con ARN como ADN

como material genético).

Por lo tanto, en un primer aspecto, la presente invencion proporciona un producto
combinado que comprende: (i) ARN de interferencia que inhibe la expresion del gen Rab7
en un crustaceo, y (ii) particulas parecidas a virus que comprenden proteina recombinante
de la capside del PstDV1.

En una realizacién preferida, el producto combinado comprende: (i) ARN de interferencia
que inhibe la expresiéon del gen Rab7 en un crustaceo, y (ii) particulas parecidas a virus

constituidas por la proteina recombinante de la capside del PstDV1.

En una realizacioén preferida, el crustaceo es un camarén. Preferiblemente, el camarén se
selecciona del grupo que consiste en Litopenaeus vannamei, Marsupenaeus japonicus,
Penaeus monodon, Litopenaeus stylirostris, Fenneropenaeus chinensis, Fenneropenaeus

indicus y Fenneropenaeus merguiensis. Mas preferible, el camaréon es de la especie

11
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Litopenaeus vannamei, Marsupenaeus japonicus o Penaeus monodon. Aun mas preferible,

el camaroén es de la especie Litopenaeus vannamei o Marsupenaeus japonicus.

La proteina recombinante de la capside del PstDV1 es una proteina que constituye la
capside del PstDV1 y que se auto ensambla para formar particulas parecidas a virus o
VLPs. En una realizacién preferida la proteina recombinante de capside del PstDV1
comprende la secuencia SEQ ID NO. 1 o una secuencia que tiene al menos un 75% de
identidad con la secuencia SEQ ID NO. 1, tal y como un 75%, 80%, 85%, 89%, 90%, 91%,
92%, 95%, 97%, 98% 0 99% de identidad con la SEQ ID NO. 1.

SEQ ID NO. 1 se corresponde con la siguiente secuencia (GenBank: AlY34706.1):

MCADSTRASPRKRSRRDAHNEDEEHAEGSSGPDPHRCLQFNTGDSMHITFQTRRYFEFDA
ANDGNFDGKNLYCLPLHWMNLYLYGLKSSDSSATETQRYKMVKSMMKTYGWKVHKAGVV
MHSMVPLMKDLKVSGGTSFETLTFTDTPYLEIFKDTTGLHNQLSTKEADVTLAKWIQNPQLV
TVQSTAANYEDPIQQFGFMEQMRTGDRKAYTIHGDTRNWYGGEIPTTGPTFIPKWGGQLK
WDKPSLGNLVYPADHHTNDWQQIFMRMSPIKGPNGDELKLGCRVQADFFLHLEVRLPPQG
CVASLGMLQYLHKPCTGQLNKCYIMHTN

La proteina recombinante de la capside del PstDV1 se puede clonar en diversos vectores de
expresion en bacterias, tal y como pET28, pQE30, pcADN3.1, pCl, pQE, pET161, entre
otros (Lu y Weiner, 2001; Frederick et al., 2003).

En una realizacion preferida, el ARN de interferencia es un ARNi bicatenario. Un ARNi
bicatenario comprende una cadena sentido y otra cadena anti-sentido que es
complementaria. Preferiblemente, el ARN de interferencia bicatenario comprende la
secuencia SEQ ID NO. 2 o una secuencia que tiene al menos un 75% de identidad con la
secuencia SEQ ID NO. 2, tal y como un 75%, 80%, 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 95%, 97%,
98% 0 99% de identidad con la SEQ ID NO. 2, y el oligonucledtido antisentido de ARN.

SEQ ID NO. 2 se corresponde con la siguiente secuencia (GenBank: FJ811529.1):

ATGGCATCTCGCAAGAAGATTCTCCTGAAGGTGATCATCCTTGGAGACTCAGGTGTAGG
CAAAACATCCCTTATGAACCAGTTTGTTAACAAGAAATTCAGCAACCAGTATAAGGCAAC
CATTGGAGCAGATTTCCTCACAAAGGAGGTCATGGTTGATGACAGATTGGTTACAATGC

AGATCTGGGATACAGCTGGTCAAGAAAGATTTCAATCGTTAGGTGTTGCATTCTATCGA
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GGAGCTGATTGTTGTGTTCTCGTCTATGATGTTACATCTCCCAATACCTTCAAGTCTCTC
GATTCATGGCGTGACGAGTTTCTAATTCAAGCCTCACCAAGGGACCCTGACCACTTCCC
ATTTGTTGTCCTGGGTAACAAGATTGATCTGGAGAATAGGGCGGTATCGACGAAGCGAG
CACAACAATGGTGTCATAGTAAAAATGAAGTTCCCTACTTTGAAACTAGTGCAAAGGAAG
CTATTAATGTGGAGCTAGCTTTCCAGACCATTGCTCGCAATGCTCTTGCTCAGGAGTCA
GAGGTGGAGCTGTACAATGAGTTTCCAGACCAGATCAAATTGACCAATGACAACAAGGC
TAAACAGGATGCATGCTCTTGCTAA

En una realizacion preferida alternativa, el ARN de interferencia es un ARNi bicatenario. Un
ARNi bicatenario comprende una cadena sentido y otra cadena anti-sentido que es
complementaria. Preferiblemente, el ARN de interferencia bicatenario comprende la
secuencia SEQ ID NO. 3 o una secuencia que tiene al menos un 75% de identidad con la
secuencia SEQ ID NO. 3, tal y como un 75%, 80%, 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 95%, 97%,
98% 0 99% de identidad con la SEQ ID NO. 3, y el oligonucledtido antisentido de ARN.

SEQ ID NO. 3 se corresponde con la siguiente secuencia (GenBank: AB379643.1):

ATGGCATCACGCAAGAAGATTCTCCTGAAGGTCATCATCCTAGGAGACTCTGGTGTAGG
CAAAGCATCCCTCATGAACCAGTTTGTCAACAAGAAATTCAGCAACCAATACAAGGCAA
CCATTGGGGCAGACTTCCTCACAAAGGAGGTCATGGTTGATGACAGATTGGTCACAATG
CAGATCTGGGATACAGCTGGTCAAGAGAGATTCCAGTCATTAGGTGTTGCATTTTATCG
CGGAGCTGATTGTTGTGTTCTTGTCTATGATGTTACATCTCCCAACACCTTCAAGTCTCT
TGATTCTTGGCGCGACGAGTTCCTAATTCAAGCCTCACCAAGGGACCCCGATCACTTCC
CATTTGTTGTCCTGGGTAACAAGATTGATCTGGAGAATAGGGCGGTATCGACGAAGCGA
GCACAACAGTGGTGTCATAGTAAAAATGAAGTTCCCTACTTTGAAACTAGTGCGAAGGA
GGCCATTAACGTGGAGCTAGCCTTCCAGACCATTGCTCGCAATGCACTTGCTCAGGAGT
CTGAGGTGGAGCTCTACAATGAGTTTCCAGACCAGATCAAATTGACCAATGACAACAAG
GCCAAACAGGATGCGTGCTCTTGCTAA

En una realizacion preferida, el ARNi se vende aparte con instrucciones de cémo combinarlo
con las particulas parecidas al virus y las particulas parecidas al virus se venden aparte con
instrucciones de como combinarlo con el ARNi. En una realizacion alternativa, las particulas
parecidas al virus comprenden el ARNi. Preferiblemente, el ARNi esta encapsulado en las
particulas parecidas al virus. El procedimiento de encapsidacién de ARNi esta descrito en el

Ejemplo 3.
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En una realizacion preferida, el ARNi bicatenario LvRab7 (SEQ ID NO. 2) se vende aparte
con instrucciones de como combinarlo con las particulas parecidas al virus PstDV1 y las
particulas parecidas al virus PstDV1 se venden aparte con instrucciones de como
combinarlo con el ARNi bicatenario LvRab7. En una realizacion alternativa, las particulas
parecidas al virus PstDV1 comprenden el ARNi bicatenario LvRab7. Preferiblemente, el
ARNi bicatenario LvRab7 esta encapsulado en las particulas parecidas al virus PstDV1. El

procedimiento de encapsidacién de ARN esta descrito en el Ejemplo 3.

En una realizacion preferida, el ARNi bicatenario MjRab7 (SEQ ID NO. 3) se vende aparte
con instrucciones de como combinarlo con las particulas parecidas al virus PstDV1 y las
particulas parecidas al virus PstDV1 se venden aparte con instrucciones de como
combinarlo con el ARNi bicatenario MjRab7. En una realizacién alternativa, las particulas
parecidas al virus PstDV1 comprenden el ARNi bicatenario MjRab7. Preferiblemente, el
ARNi bicatenario MjRab7 esta encapsulado en las particulas parecidas al virus PstDV1. El

procedimiento de encapsidacién de ARN esta descrito en el Ejemplo 3.

Uso para el control de patbgenos virales

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona el uso del producto combinado

para el control de patégenos virales en la acuicultura de crustaceos.

En una realizacioén preferida, el crustaceo es un camarén. Preferiblemente, el camarén se
selecciona del grupo que consiste en Litopenaeus vannamei, Marsupenaeus japonicus,
Penaeus monodon, Litopenaeus stylirostris, Fenneropenaeus chinensis, Fenneropenaeus
indicus y Fenneropenaeus merguiensis. Mas especificamente, el camarén es de la especie

L. vannamei, M. japonicus o P. monodon.

Hasta ahora, el ARN de interferencia bicatenario era administrado via inyeccion, lo que es
inviable a nivel de campo debido a que en la industria del cultivo de estos crustaceos se
trabaja en grandes extensiones y con miles de millones de individuos. Por lo tanto, en una
realizacion preferida el producto combinado de la presente invencion se administra via oral.
Preferiblemente, la administracion del producto es a través del agua, por bafio estacionario,

y/o por mezcla con el alimento.

En una realizacion preferida, el producto combinado de la presente invencion se administra

a través del agua, por bafo estacionario, y/o por mezcla con el alimento. En una realizacion
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preferida, el producto combinado de la presente invencién no se administra al crustaceo

mediante una inyeccion.

En una realizacion preferida, el patdégeno viral se selecciona de una lista que consiste en
WSSV (white spot syndrome virus o virus del sindrome de la mancha blanca), YHV
(yellowhead virus o virus de la cabeza amarilla), TSV (Taura syndrome virus o virus del
sindrome del Taura), PstDV1 (Decapod Penstyldensovirus 1 o Penstyldensovirus de

Decapodo 1) e IMNV (Infectious myonecrosis virus o virus de la mionecrosis infecciosa).

En una realizacion preferida, el uso es profilactico. Por ejemplo, el producto combinado se
administra para evitar que una poblacién de crustaceos sea infectada por un patégeno viral.
En otra realizacion preferida, el uso es terapéutico. Por ejemplo, el producto combinado se
administra a una poblacion de crustaceos que exhibe sindromes relacionados con una
infeccion viral y/o se administra a una poblacion de crustaceos que ha sido infectada por un

patogeno viral.
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Ejemplos
Ejemplo 1: Sintesis del ARNi bicatenario LvRab7 y MjRab7

1.1) Purificacién de ARN total.

Se aisla ARN proveniente del tejido hepatopancreatico siguiendo las indicaciones del

estuche comercial NucleoSpin RNA® (Macherey-Nagel). El tejido (= 20 mg) es
homogenizado con la ayuda de un homogeneizador dispersor de tejidos (VWR VDI12) con
350 pL de buffer RA1 y 3.5 pyL de beta-mercaptoetanol, agitando en el vortex vigorosamente.
Para reducir la viscosidad y limpiar el lisado, se hace pasar a través de un filtro y se
centrifuga por 1 min a 11.000 x g. Una vez descartado el filtro, se afiaden 350 pL de etanol
al 70% para homogeneizar el lisado mediante mezcla con la pipeta. Para capturar el ARN,
cada muestra se coloca en una columna de afinidad para aislamiento de ARN y se
centrifuga por 30 s a 11.000 x g. Posteriormente la columna se transfiere a un tubo de 2 mL
nuevo y se afiaden 350 pL de tampdn desalinizador de membrana para posteriormente
centrifugar por 1 min a 11.000 x g. Para digerir posibles restos de ADN, se utilizan 95 uL de
una mezcla de reaccion de ADNasas (10 pyL de la rADNasa y 90 pL de tampdn de reaccion
para rADNasas) aplicandolos directamente en el centro de la membrana de silicato de la
columna y se incuba a temperatura ambiente durante 15 min. El primer lavado de la
membrana se realiza afadiendo 200 yL de tampon RAW2 en la columna, centrifugando por
30 s. a 11.000 x g, lo que permite la inactivacion de las ADNasas. Una vez transferida la
columna a un tubo nuevo (2 mL) se realiza un segundo lavado afiadiendo 600 uL de tampdn
RA3 y centrifugando durante 30 s a 11.000 x g. Para el tercer lavado, la columna se
transfiere a un tubo nuevo y se afiaden 250 pL de tampdn RA3, se centrifuga durante 2 min
a 11.000 x g para secar la membrana completamente. A continuacion, se transfiere la
columna a un tubo libre de nucleasas (1,5 mL) y se eluye el ARN con 60 pL de agua libre de

nucleasas mediante centrifugacion a 11.000 g durante 1 min.

A fin de verificar la calidad de ARN aislado, se siguen las indicaciones del estuche comercial
Agilent RNA 6000 Nano®. Para ello se prepara el gel mediante la adicion de 550 uL de la
matriz de gel de ARN dentro del filtro, se centrifuga a 1.500 x g por 10 min a temperatura
ambiente y se separa en alicuotas de 65 uL del gel filtrado en tubos de micro centrifuga
libres de ARNasas de 0,5 mL. Para preparar la mezcla de gel tefiido, se permite que el
concentrado de ARN tefiido se equilibre a temperatura ambiente durante 30 min. Luego se
aplica vortex al concentrado por 10 s, se centrifuga brevemente y se afiade 1 uL del
colorante en las alicuotas de 65 pL del gel filtrado. Se agita la soluciéon en el vortex y se
centrifuga a 13.000 x g por 10 min a temperatura ambiente. Se utiliza un chip nuevo de ARN

para cargar la mezcla de gel tefiido, colocando 9 pL de la mezcla en los pozos marcados.
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Una vez asegurada la correcta posicion del inyector, en 1 mL, se cierra el chip mediante
compresion. Luego se presiona el inyector hasta que se sostenga por el clip, para
posteriormente liberarlo luego de 60 s exactamente. Se espera durante 5 s, y lentamente se
sube el émbolo del inyector hasta la posicion de 1 mL. Luego se abre la estacion de
comprension del chip y se afiaden 9 pL de la mezcla de gel tefiido en los pozos marcados.
Adicionalmente se cargan en el chip (en las 12 muestras como en el lugar indicado para
ello), 5 yL de marcador de ARN. Para cargar las muestras y los marcadores se afiade 1 uL
del marcador en el pozo marcado, 1 yL de muestra en los pozos para tal fin y 1 pL del
marcador de ARN en cada pozo sin usar. Antes de realizar el analisis con el programa
Agilent 2100 Bioanalyzer, el chip es colocado horizontalmente en un vortex IKA, el cual es

agitado durante 1 min a 2.400 rpm.

1.2) Sintesis de ADN complementario mediante RT-PCR.

Para realizar este procedimiento se siguen las indicaciones del estuche comercial qScript®
(Quanta BioSciences). El protocolo de reaccién utilizado es el siguiente: 1 pyL del ARN
aislado (1-10 pug de ARN total), 14 uL de agua libre de nucleasas, 4 pyL de la mezcla de
reaccion gScript (5X) y 1 pyL de la retrotranscriptasa qScript, para un volumen final de 20 pL.
Se mezcla suavemente en el vortex y luego se centrifuga durante 10 s. Posteriormente se
colocan en un termociclador bajo el siguiente programa, 1 ciclo a 22 °C por 5 min, 1 ciclo a
42 °C durante 30 min, un ciclo a 85 °C por 5 min, con una parada a 4 °C. Luego de
completar la sintesis de ADNc, se diluye con 180 pyL de 10 mM Tris.HCly 0,1 mM EDTA, pH

8. Se usan 20 pL de la reaccion para la amplificacion mediante PCR.

1.3) Amplificacion mediante PCR.

Este procedimiento se lleva a cabo siguiendo las indicaciones del estuche comercial para
PCR con la polimerasa Q5®, High-Fidelity DNA Polymerase (M0491, NEB), atendiendo al
siguiente protocolo: 4 yL del tampdn de reaccion Q5 (56X), 0,4 pL de los dNTPs (10 uM), 1
uL del cebador sentido (10 uM) LvRab7-F (SEQ ID NO. 4) 5-ATG GCA TCT CGC AAG AAG
AT-3’, 1 uL del cebador antisentido (10 uM) LvRab7-R (SEQ ID NO. 5) 5-AGC TCC ACC
TCT GAC TCC TG-3, 1 yL del ADNc (5 ng/uL), 0,2 pyL de la ADN polimerasa de alta
fidelidad Q5 y 12,4 yL de agua libre de nucleasas, todo para un volumen de reaccion final de
20 L. En el caso de MjRab7 se procede de la misma forma, pero se utilizan los siguientes
cebadores: MjRab7-F (SEQ ID NO. 6) 5-GGA TAC AGC TGG TCA AGA GAG ATT-3' y
MjRab7-R (SEQ ID NO. 7) 5-GGT CAA TTT GAT CTG GTC TGG AA-3’. El programa de
termociclado utilizado es el siguiente: desnaturalizacion inicial a 98 °C por 5 min, seguido de

25 ciclos a 98 °C por 2 min, 98 °C por 15 s, 60 °C por 15 s, 72 °C por 15 s y con ciclo final de
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extension a 72 °C durante 2 min. El producto amplificado (545 pb para LvRab7 y 393 pb
para MjRab7) es verificado a través de un gel de agarosa al 1% tefido con GelRed (4 pL), el

cual se corre durante 1 h a 90 V en una cubeta de electroforesis sumergida horizontal.

1.4) Limpieza del producto de PCR.

Para este procedimiento se siguen las indicaciones del estuche comercial NucleoSpin® Gel
and PCR Clean-up (Macherey-Nagel), para ello se utiliza el siguiente protocolo: A fin de
ajustar las condiciones de union se mezcla 1 volumen de la muestra con 2 volumenes de
tampon NTI. Luego se colocan 700 pL en la columna provista en el estuche (NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up Column), se centrifuga a 11.000 x g durante 30 s y se descarta el fluido
resultante. Para lavar la membrana de silice se afaden 700 uL del tampon NT3, se
centrifuga por 30 s a 11.000 x g y se descarta nuevamente el fluido resultante. Este proceso
se llevo a cabo por duplicado. Para secar la membrana se centrifuga durante 1 min a 11.000
x g a fin de eliminar restos del tampdn NT3. Para eluir el ADN, se coloca la columna en un
nuevo tubo y se afladen 30 pL del tampdn de elucion, se incuba por 1 min a temperatura

ambiente y luego se centrifuga por 1 min a 11.000 x g.

1.5) Clonacion.

1.5.1) Ligacion.

Este procedimiento se lleva a cabo siguiendo las indicaciones del estuche comercial
CloneJET PCR Cloning® (Thermo Scientific) y de acuerdo al siguiente protocolo: 5 pL del
tampodn de reaccion, 0,5 uL del producto amplificado por PCR, 0,5 uL del vector pJET, 3,5
ML de agua libre de nucleasas y 0,5 uL de la ligasa T4, volumen final de la reaccion de 10
ML.

1.5.2) Transformacion.

Para ello se vierten 5 yL de la ligacién en 50 pyL de las bacterias congeladas (células
competentes Top10), se mezcla con cuidado y se incuba durante 20 min en hielo para
después realizar un choque térmico a 42 °C durante 45 s, luego de lo cual se enfria
rapidamente en hielo. Luego se realiza el sembrado de 10 pL y 45 yL de la mezcla anterior
respectivamente en placas con medio sélido Luria Bertani al 1,5 % (p/v) de agar y ampicilina

como antibiético de seleccién y se incuba a 37 °C durante toda la noche.

1.6) Purificacién del plasmido.
Este procedimiento se lleva a cabo siguiendo las indicaciones del estuche comercial Plasmid

DNA Purification, siguiendo el protocolo NucleoSpin® Plasmid / Plasmid (NoLid). Para ello
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se usan 5 mL de un cultivo saturado de E. coli en medio liquido LB el cual es centrifugado
por 30 s a 11.000 x g a fin de descartar el fluido resultante y remover la mayor cantidad de
liquido posible. Para la lisis celular se afiaden 250 yL del tampdén A1y se resuspende en el
vortex asegurandose de que no haya restos soélidos. Luego se afiaden 250 pL del tampén 2,
se mezcla por inversion (6-8 veces) y se incuba a temperatura ambiente durante 5 min.
Posteriormente se anaden 300 uL del tampdn 3 y se mezcla por inversion (6-8 veces). El
lisado es centrifugado durante 10 min a 11.000 x g a temperatura ambiente. Para la captura
del ADN, se coloca una columna NucleoSpin Plasmid/Plasmid (NoLid) en un tubo de 2 mL y
se decanta el lisado mediante centrifugacion a 11.000 x g por 1 min, se descarta el fluido y
la columna es trasladada a un tubo nuevo. Para el lavado de la membrana de silice, se
anaden 500 pL de tampon AW, precalentado a 50 °C y se centrifuga por 1 min a 11.000 x g.
Posteriormente se afaden 600 pL del tampdn A4, se centrifuga por 1 min a 11.000 x g, se
descarta el sobrenadante y se coloca la columna en un nuevo tubo. Para secar la membrana
se centrifuga durante 2 min a 11.000 x g y se descarta el tubo. Para eluir el ADN se coloca
la columna en un tubo de micro-centrifuga de 1,5 mL y se afiaden 45 pL de tampdn AE, se

incuba durante 2 min a temperatura ambiente y se centrifuga por 2 min a 11.000 x g.

1.7) Transformacion.

Una vez verificado mediante secuenciacion, se procede a realizar una transformacion con el
inserto en sentido forward y reverse (sense y antisense), procediendo de la misma forma
descrita anteriormente, con la salvedad de que la concentracion del plasmido utilizada es de
1 ng/uL. Posteriormente se cultivan las bacterias (50 mL) en medio LB suplementado con

ampicilina (50 pL, 100 pg/mL) durante toda la noche a 37 °C y con agitacion (200 rpm).

1.8) Purificacién del plasmido.

Para realizar este procedimiento se siguen las indicaciones del estuche comercial GeneJET
Plasmid Midipreps Kit (Thermo Scientific) y aplicando el siguiente protocolo (durante este
paso, todas las centrifugaciones con un rotor basculante): Una vez el cultivo alcanza una
ODego, se cultivan las bacterias (50 mL) mediante centrifugacion a 5.000 x g durante 20 min
y se descarta el sobrenadante. El pellet se resuspende en 2 mL de solucién de
resuspension, siendo cuidadoso de no dejar ninguna particula sélida y sin disgregar, esto
haciendo uso de un vortex y una pipeta. Luego se afiaden 2 mL de solucién de lisis y se
mezcla gentilmente mediante inversién de los tubos de 4 a 6 veces hasta que la solucion
toma una apariencia mas viscosa y clara y se incuba durante exactamente 3 min a
temperatura ambiente. Posteriormente se afiaden 2 mL de solucién neutralizadora y se

mezcla mediante inversiéon de 5 a 8 veces. Después se afiaden 0,5 mL de reactivo de union
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endotoxina, se mezcla cuidadosamente mediante inversion de 5 a 8 veces y se incuba
durante 5 min a temperatura ambiente. Luego se afiaden 3 mL de etanol al 96% y se mezcla
por inversion de 5 a 6 veces y se procede a centrifugar durante 40 min a 5.000 x g con el fin
de compactar los restos celulares y el ADN bacteriano cromosomal. Luego se trasfiere el
sobrenadante a un tubo de 15 mL siendo cuidadoso de no transferir la fase sélida y los
restos blancos precipitados y flotantes, se afiaden 3 mL de etanol al 96% y se mezcla
mediante inversion de 5 a 6 veces. Luego se transfiere parte del volumen (5 mL) a una
columna ya pre-ensamblada en un tubo de 15 mL y se centrifuga durante 3 min a 2.000 x g,
se descarta el fluido y se coloca la columna en el mismo tubo. Este procedimiento se repite
nuevamente hasta hacer pasar todo el lisado obtenido a través de la columna de
purificacion. Luego se afaden 4 mL de la solucién de lavado 1 (diluido con isopropanol, 30
mL) en la columna, se centrifuga por 2 min a 3.000 x g, se descarta el fluido y se vuelve a
colocar la columna en el mismo tubo. Posteriormente se afiaden 4 mL de la solucion de
lavado 2 (diluida con etanol al 100%, 150 mL) en la columna de purificacion, se centrifuga
por 2 min a 3.000 x g, se descarta el fluido y se coloca la columna en el mismo tubo. Este
lavado con la solucion 2 se hace por duplicado. Luego se centrifuga durante 5 min a 3.000 x
g para eliminar residuos de la solucion de lavado y se descarta el tubo con el filtrado. Luego
se transfiere la columna a un nuevo tubo de 15 mL y se afnaden 0,25 mL de tampdn de
elucion directamente en el centro de la membrana de la columna, se incuba durante 2 min a
temperatura ambiente y se centrifuga por 5 min a 3.000 x g para eluir el ADN plasmidico.
Para aumentar el nivel de ADN recuperado, se anaden otros 0,25 mL de la solucién de
elucién y se repite el procedimiento. Por ultimo, se descarta la columna y el ADN plasmidico
purificado es guardado a -20 °C. Una vez purificado el ADN plasmidico, se procede a

cuantificar su concentracion, mediante espectrofotometria UV a 260/280 nm.

1.9) Linealizacion del plasmido mediante digestion con enzima de restriccion.

Este procedimiento se lleva a cabo siguiendo las indicaciones del estuche comercial Xbal
(Thermo Scientific), segun el siguiente protocolo: 10 ug del ADN plasmidico, 10 pL del
tampon de reaccion (1x Tango Buffer, 33 mM Tris-acetato, pH 7,9, 10 mM acetato de
magnesio, 66 mM acetato potasico, 0,1 mg/mL BSA), 4 uL de la enzima de restriccion Xbal
(10 U/uL) y completar con agua hasta alcanzar 100 pL de volumen total de reaccion. Se
mezcla gentilmente, se centrifuga a baja velocidad por unos segundos y se incuba a 37 °C
durante 4 h. A las 3 horas de transcurrida la incubacion, se extrae una alicuota de 5 uL de la
mezcla de reaccion y se procede a realizar un analisis mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% (110 V, 400 mA, 1 h) con el fin de verificar el correcto corte, es decir, la

presencia de una banda esperada de alrededor de 3.400 pb (la longitud del plasmido
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pJET1.2/Blunt es de 2,974 pb, mas el inserto de 545 pb en el caso de LvRab7 o de 393 pb
en el caso de MjRab7) y la ausencia de cortes inespecificos (presencia de otras bandas de

diferente tamafo al esperado).

1.10) Limpieza de los plasmidos antes de la transcripcion in vitro.

Para este procedimiento se siguen las indicaciones del estuche comercial NucleoSpin® Gel
and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) y de acuerdo al siguiente protocolo. A fin de ajustar
las condiciones de unién se mezcla 1 volumen de la muestra con 2 volumenes de tampon
NTI. Luego se colocan 700 pL en la columna provista en el estuche (NucleoSpin Gel and
PCR Clean-up Column), se centrifuga a 11.000 x g durante 30 s y se descarta el fluido. Para
lavar la membrana de gel de silice se afiaden 700 pL del tampdn NT3, se centrifuga por 30 s
a 11.000 x g y se descarta nuevamente el fluido. Este proceso se lleva a cabo por duplicado.
Para secar la membrana se centrifuga durante 1 min a 11.000 x g a fin de eliminar restos del
tampdn NT3. Para eluir el ADN, se coloca la columna en un nuevo tubo y se afiaden 30 yL
del tampdn de elucion, se incuba por 1 min a temperatura ambiente y luego se centrifuga por
1 min a 11.000 x g.

1.11) Transcripcion in vitro.

Este procedimiento se lleva a cabo siguiendo las indicaciones del estuche comercial
MEGAscript® (Ambion, Life technologies) y de acuerdo al siguiente protocolo: Toda la
reaccion de transcripcion es llevada a cabo a temperatura ambiente y con un volumen final
de 20 uL, se anaden 2 yL de la solucién de ATP, 2 uyL de CTP, 2 uL de GTP, 2 yL de UTP, 2
ML del tampdn de reaccion 10x, 1 yg de ADN, 2 pyL de la mezcla enzimatica y agua hasta
completar el volumen final. Se mezcla con la pipeta, se centrifuga brevemente y se incuba
durante 16 h a 37 °C. Posteriormente se afiaden 1 yL de TURBO ADNasa a fin de eliminar

los restos de ADN, para ello se mezcla bien y se incuba durante 15 min a 37 °C.

Para recuperar el ARN se utiliza el método de precipitaciéon con cloruro de litio, para ello se
anaden 30 uL de agua libre de nucleasas y 30 pL de la solucion de cloruro de litio (7.5 M
LiCl, 50 mM EDTA). Se mezcla y se enfria durante 30 min a -20 °C. Luego se centrifuga a
maxima velocidad durante 15 min a 4 °C. Se elimina cuidadosamente el sobrenadante, para
lavar el pellet se afiade 1 mL de etanol al 70% y se centrifuga nuevamente. Se descarta de
nuevo el sobrenadante y se resuspende en 20 yL de tampdn TE (pH 8,0). Se determina la

concentracion mediante espectrofotometria y finalmente se almacena a -20 °C.

1.12) Hibridacion del ARNi en estructura bicatenaria.
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Luego de la trascripcion in vitro, el ARN sintetizado (sense y antisense, respectivamente) es
calentado para producir ARNi bicatenario, esto mediante incubacion de la mezcla a 70 °C
por 15 min y reduciendo la temperatura gradualmente hasta alcanzar los 22 °C. La
concentracion final del ARN bicatenario-LvRab7 y/o MjRab7 es determinado mediante
espectrofotometria a 260 nm. Para verificar |la correcta hibridaciéon del ARN doble banda se
digiere con ARNasa A (que solo degrada ARN de cadena simple en presencia de una
concentracion de NaCl igual o superior a 0,2 M). Para ello, se incuba durante 15 miny a 37
°C, 0,5 pL del ARN sintetizado (simple y doble banda), tampén TE (pH 8.0) y 0,1 uL de
ARNasa A (10 mg/mL; dilucion 1/100) y 9,4 pyL de solucién de NaCl (0,3 M), para un

volumen total de reaccién de 10 uL.

Ejemplo 2: Sintesis de las VLPs del virus PstDV1
2.1) Aislamiento de ADN viral.

Este procedimiento se lleva a cabo siguiendo las indicaciones del estuche comercial Quick-

DNA Universal Kit (Zymo Research). Para ello se sigue el protocolo destinado a muestras de
tejido sdlidas de la siguiente forma: aproximadamente 25 mg de la muestra de hemolinfa (L.
vannamei) se colocan en un tubo de microcentrifuga y se le afiaden 95 pL de agua libre de
nucleasas, 95 pyL de tampodn para tejidos sélidos y 10 pyL de proteinasa K. Se mezcla
vigorosamente y se incuba durante 1 h a 55 °C hasta que todo el tejido este completamente
solubilizado. Para eliminar cualquier rastro de tejido sin solubilizar se procede a centrifugar a
12.000 x g por 1 min y se transfiere la fase acuosa a un tubo limpio. Posteriormente se
afiaden 2 volumenes del tampdén de union gendmico al sobrenadante y se mezcla
vigorosamente. Luego se transfiere la mezcla a una columna Zymo-Spin IIC-XL colocada
dentro de un tubo recolector, se centrifuga durante 1 min a 12.000 x g y se descarta el tubo
con el fluido. La columna se transfiere a un tubo colector nuevo y se le afiaden 400 uL de
tampon de pre-lavado de ADN, se centrifuga por 1 min y se descarta el fluido.
Posteriormente se afiaden 700 puL de tampon de lavado de ADN-g, se centrifuga durante 1
min y se descarta el fluido. Se repite el proceso anterior, esta vez con 200 yL de tampdn de
lavado de ADN-g y se descarta el tubo colector con el fluido resultante. Para eluir el ADN, se
transfiere la columna a un tubo de microcentrifuga nuevo y se afnaden 50 yL del tampén de
elucion de ADN, se incuba durante 5 min y luego se centrifuga durante 1 min. El resultado
es visualizado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, corrido durante 45 min a 90

V, tefiido con GelRed y haciendo uso del marcador de peso molecular de 1 kb.

2.2) Amplificacion mediante PCR.
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Para este procedimiento se siguen las indicaciones del estuche comercial OneTag® DNA
Polymerase (New England Biolabs). Las condiciones de la reaccion son las siguientes: 5X
OneTaq Standar Buffer 10 yL, 10 mM dNTPs 1 pL, 10 uM CI PstDV1 F (SEQ ID NO. 8): 5-
GGC ATA TGT GCG CCG ATT CAA CAA GAG-3’ (sitio de corte para Ndel) 1 uL, 10 uM CI
PstDV1 R (SEQ ID NO. 9): 5-GGG TCG ACT TAG TTA GTA TGC ATA ATA TAA-3’ (sitio de
corte para Sall) 1 uL, OneTaq® polimerasa (2,5 U) 0,5 uL, ADN viral (70 ng/uL) 1 puL y agua
35,5 pL, para un volumen total de reaccion de 50 uL. Los cebadores Cl PstDV1 F y CI
PstDV1 R amplifican un fragmento de 990 pb (gen de la proteina de la capside del PstDV1,
GenBank KM485616.1). El programa del termociclador es el siguiente: desnaturalizaciéon
inicial a 94 °C por 30 s, seguida de 20 ciclos a 94 °C por 30 s, 67 °C por 30 s y 68 °C por 1
min. Un ciclo de extension final a 68 °C por 5 min y parada a 4 °C. Los productos
amplificados son visualizados mediante un gel de agarosa al 1% corrido durante 1 h a 90 V

y tefiido con Gel-Red.

2.3) Purificacién del fragmento amplificado a partir de gel de agarosa.

Este procedimiento se lleva a cabo siguiendo las instrucciones del estuche comercial
GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific). Para ello se sigue el siguiente protocolo:
una vez cortada la banda, se pesa y se afiade un volumen de tampon de unidn en relacion
al peso de la banda (relacion 1:1, peso: volumen). Posteriormente se incuba la mezcla a 60
°C hasta que la banda de gel esté totalmente disuelta. Luego se transfiere la solucion de gel
solubilizado a una columna de purificacion GeneJET, se centrifuga por 1 min (12.000 rpm) y
se descarta el liquido resultante. Después se afiaden 700 uL del tampén de lavado en la
columna, se centrifuga por 1 min (12.000 rpm) y se descarta el liquido resultante. Se
centrifuga nuevamente durante 1 min (12.000 rpm) para eliminar los residuos del tampén de
lavado. La elucién se realiza con 40 yL de tampdn de elucion, se aplica al centro de la
columna, se deja incubar durante al menos 1 min y se centrifuga durante 1 min (12.000
rpm). El fragmento purificado a partir de la banda de gel es visualizado mediante un gel de

agarosa al 1% corrido durante 1 h a 90 V y tefiido con Gel-Red.

2.4) Digestion con enzimas de restriccion.

A fin de linealizar el vector pET28 (Novagen) se procede a realizar la siguiente reaccion:
pET28 (2 pg) 7 pL, 10X tampdn D 10 yL, Ndel (10U/pL) 2 pL, Sall (10U/uL) 2 yL y agua 79
uL. Volumen total de reaccion de 100 uL. Se incuba durante 4 h a 37 °C. Luego se afiaden
11 pL de tampoén FastAp 10X, 2 uL de fosfatasa alcalina (1U/uL) y se incuba durante 1 h a
37 °C.
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Con el fragmento a ser ligado se procede a realizar la siguiente reaccion: ADN (35 ng/uL) 20
uL, 10X Buffer D 10 yL, Ndel (10U/uL) 2 uL, Sall (10U/uL) 2 uL y agua 66 pL. Volumen total
de reaccion de 100 pL. Se incuba durante 4 h a 37 °C.

Posteriormente se purifica el fragmento y el plasmido cortados por separado haciendo uso
del estuche comercial GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific). Para ello se emplea
el siguiente protocolo: se afiade directamente a la mezcla un volumen de tampdn de unién
en relacion al volumen de la reaccion (relacion 1:1, volumen: volumen), 100 uL en este caso.
Luego se transfiere la soluciéon a una columna de purificacion GeneJET, se centrifuga por 1
min (12.000 rpm) y se descarta el liquido resultante. Posteriormente se afiaden otros 100 uL
de tampdn de unién en la columna, se centrifuga por 1 min (12.000 rpm) y se descarta el
liquido resultante. Después se afiaden 700 pL del tampon de lavado en la columna, se
centrifuga por 1 min (12.000 rpm) y se descarta el liquido resultante. Se centrifuga
nuevamente durante 1 min (12.000 rpm) para eliminar los residuos del tampén de lavado. La
elucion se realiza con 40 yL de tampon de elucién, se aplica al centro de la columna, se deja
incubar durante al menos 1 min y se centrifuga durante 1 min (12.000 rpm). El fragmento y
el plasmido cortados y purificados son visualizados mediante un gel de agarosa al 1%

corrido durante 1 h a 90 V y tefido con Gel-Red.

2.5) Ligacion.

Se procede a mezclar 2 pL del vector (pET28, 12, 8 ng/uL) con 4 uL del fragmento (gen de
la proteina de la capside del PstDV1, 15 ng/uL), relacion 2:1. Se incuba durante 5 min a 70
°C y luego en hielo por 15 min. Posteriormente se afiaden 5 pL de 5X Rapid Ligation Buffer,
1 uL de la enzima ADN ligasa T4 (5U/uL) (Thermo Scientific) y 13 pyL de agua libre de
nucleasas. Volumen total de reaccion de 25 uL. Luego se incuba a 22 °C durante al menos 1
h.

2.6) Transformacion.

Para el procedimiento de transformacion se utilizan células competentes E. coli (DH5a) y se
aplica el siguiente protocolo: se afiaden 5 pyL de la mezcla de ligacion en 50 pL de las
células competentes, se mezcla con la pipeta y se incuba en hielo durante 20 min. Luego se
aplica un choque de térmico de 42 °C durante exactamente 45 s para luego incubar
inmediatamente en hielo durante 5 min. Posteriormente se afiaden 200 pyL de medio LB y se
incuba durante 1 h a 37 °C con agitacién de 200 rpm. Después se siembran las placas
(medio Luria-Bertani con kanamicina, 50 ug/mL) con 100 y 200 uL de la mezcla de reaccion

y se incuba durante la noche a 37 °C.
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2.7) Purificacion del ADN plasmidico.

Este procedimiento se lleva a cabo siguiendo las indicaciones del estuche comercial
PureLink™ Quick Plasmid DNA Minipreps (Invitrogen™, Life Technologies™). El protocolo
utilizado es el de purificacion de ADN mediante centrifugacion. Para ello se cosecha el
cultivo (1 mL) mediante centrifugacion y se elimina todo el medio. Luego se resuspende el
pellet con 250 pL de tampon de resuspension hasta que se observe homogéneo.
Posteriormente se afiaden 250 pL de tampon de lisis, se mezcla por inversién 5 veces y se
incuba a temperatura ambiente durante 5 min. Después se anaden 350 uL de tampédn de
precipitacion, se mezcla hasta que sea homogéneo y se centrifuga el lisado a 14.000 x g por
10 min. Se carga el sobrenadante en una columna y se centrifuga a 12.000 x g por 1 min y
se descarta el fluido. Se anaden 500 uL de solucién de lavado (W10) a la columna, se
incuba a temperatura ambiente durante 1 min, se centrifuga a 12.000 x g por 1 min y se
descarta el fluido. Luego se afiaden 700 pL de solucién de lavado (W9) a la columna, se
centrifuga a 12.000 x g por 1 min y se descarta el fluido para después volver a centrifugar a
12.000 x g por 1 min y descartar nuevamente el fluido en el fondo del tubo colector. Para
realizar la elucion se afiaden 75 pL de tampdn TE en el centro de la columna, se incuba a
temperatura ambiente durante 1 min y se centrifuga a 16.000 x g durante 2 min. EI ADN
purificado es conservado a -20 °C. El resultado es visualizado mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1%, corrido durante 90 min a 60 V y tenido con Gel-Red. La correcta insercién
del fragmento VP en el vector de clonacion es verificada a través del uso de enzimas de

restriccion y corroborada mediante analisis de secuenciacion.

2.8) Transformacion para induccion de la expresion de la proteina de la capside del PstDV1
(VP).

Una vez verificada la correcta insercion del fragmento VP, se procede a realizar otra
transformacion bajo las mismas condiciones que la reaccion descrita anteriormente (seccidn
2.6), pero utilizando la cepa bacterial E. coli BL21 (DE3) (Thermo Scientific) o Rosseta gami

(DE3) (Novagen) y anadiendo solo 1 pL del plasmido purificado (70-100 ng/ pL).

2.9) Induccion de la expresion de la proteina recombinante VP.
Se utiliza un cultivo overnight de E. coli BL21 (DE3) o Rosseta gami (DE3) transformado con
el vector pET28-VP, en el cual se inocula medio fresco LB-kanamicina (50 upg/mL). Para

inducir la expresion proteica se anade IPTG.

2.10) Purificacion de la proteina recombinante de la capside viral (VP-PstDV1).
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Este procedimiento se lleva a cabo siguiendo las indicaciones del estuche comercial His-
Spin Protein Miniprep™ (Zymo Research). 10 mL de las células crecidas se resuspenden en
1 mL de tampdn de unién. Las células se lisan mediante sucesivos ciclos de congelacion y
descongelacion (-80 °C) y se centrifugan a 12.000 x g durante 5 min para conservar el
sobrenadante. Se usan 150 uL de la solucién proteica para la purificacion. Para esto se
transfieren 250 pL del gel de afinidad His dentro de la columna Zymo Spin P1,
asegurandose de que la resina esté totalmente resuspendida antes de pipetear, y se coloca
dentro de un tubo colector. Se centrifuga durante 15 s para secar la resina. Luego se
afiaden 300 pL de la muestra proteica resuspendiendo en el gel y se incuba durante 4 min.
Luego se centrifuga durante 15 s y se descarta el liquido en el tubo colector. Se afiaden 250
uL de tampon de lavado His, se resuspende en el gel y se centrifuga durante 15 s. Este
ultimo procedimiento de lavado se realiza por duplicado y se descarta el tubo colector. La
columna es colocada en un tubo de 1,5 mL, se afiaden 150 uL de tampdn de elucién His, se
resuspende en el gel y se centrifuga durante 15 s para eluir la proteina. Se usan 10 uL del
eluato para realizar analisis mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS PAGE) al
12%, corrido a 200 V durante 45 min y tefiido con azul de Coomasie. La presencia de la
proteina recombinante y la correcta sintesis de las VLPs se corrobora mediante analisis de

Western Blot y de microscopia electronica (TEM), respectivamente.

Ejemplo 3: Procedimiento de encapsidacion del ARNi en las VLPs.

Encapsidacion in vitro del ARN bicatenario-LvRab7 o ARN bicatenario-MjRab7 en las
PstDV1-VLPs: El proceso de empaquetado es llevado a cabo usando 100 pg de ARN
bicatenario-LvRab7 o ARN bicatenario-MjRab7 y 100 yg de la proteina recombinante VP-
PstDV1 purificada, esto en presencia de 5 mM de ATP y 8 mM de MgCl, a 24 °C durante 6

horas y 1 mM de CaCl; en hielo por 1 hora, todo definido como una sola reaccion.
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REIVINDICACIONES

1. Producto combinado que comprende:

(i) ARN de interferencia que inhibe la expresion del gen Rab7 en un crustaceo, y

(i) particulas parecidas al virus que comprenden proteina recombinante de la capside del
PstDV1.

2. El producto combinado de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por que el

crustaceo es un camaron.

3. El producto combinado de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado porque el
camaron se selecciona del grupo que consiste en L. vannamei, L. stylirostris, M. japonicus,

P. monodon, F. chinensis, F. indicusy F. merguiensis.

4, El producto combinado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3,
caracterizado porque la proteina recombinante de la capside del PstDV1 comprende la
secuencia SEQ ID NO. 1 o una secuencia que tiene al menos un 75% de identidad con la
secuencia SEQ ID NO. 1.

5. El producto combinado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4,
caracterizado porque el ARN de interferencia es un ARN bicatenario que inhibe la expresion
del gen Rab7.

6. El producto combinado de acuerdo con la reivindicacion 5, caracterizado porque el
ARN de interferencia bicatenario comprende las secuencias SEQ ID NO. 2 o SEQ ID NO. 3
0 una secuencia que tiene al menos un 75% de identidad con las secuencias SEQ ID NO. 2
o SEQ ID NO. 3, y el oligonucleétido antisentido de ARN.

7. El producto combinado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6,
caracterizado porque el ARN se vende aparte con instrucciones de como combinarlo con las
particulas parecidas al virus y las particulas parecidas al virus se venden aparte con

instrucciones de como combinarlo con el ARN.

8. El producto combinado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6,

caracterizado porque las particulas parecidas al virus comprenden el ARN.
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9. Uso del producto combinado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8

para el control de patdgenos virales en la acuicultura de crustaceos.

10. El uso de acuerdo con la reivindicacion 9, caracterizado porque el crustaceo es un

camaron.

11. El uso de acuerdo con la reivindicacién 10, caracterizado porque el camardn se
selecciona del grupo que consiste en L. vannamei, P. monodon, L. stylirostris, F. chinensis,

M. japonicus, F. indicus y F. merguiensis.

12. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-11, caracterizado porque

la administracion del producto combinado es oral.

13. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-12, caracterizado porque
la administracion del producto es a través del agua, por bafio estacionario, y/o por mezcla

con el alimento.
14. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-13, caracterizado porque

el patégeno viral se selecciona de una lista que consiste en WSSV, YHV, TSV, PstDV1 e
IMNV.
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