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RESUMEN 
 

Giardia es uno de los parásitos protozoarios más comunes en humanos, animales 

de compañía y ganado, representa un problema de salud a nivel mundial y a pesar 

de su importancia en salud pública, se desconoce sobre la fisiología de su 

membrana y prácticamente no hay información hasta el momento con respecto a 

la variedad y propiedades de los canales iónicos que este parásito posee. La 

metodología de este trabajo consistió en realizar una búsqueda en la base de 

datos del genoma de Giardia duodenalis de las secuencias que codifiquen para 

canales de potasio, también se hizo un análisis In silico para identificar dominios 

característicos de canales de potasio. Los resultados obtenidos, nos permitieron 

determinar que el canal de potasio que responde a calcio presenta siete dominios 

transmembranales clásicos de este tipo de canales, así mismo fue posible 

amplificar la secuencia correspondiente al canal de potasio con los 

oligonucleótidos diseñados a partir de DNA genómico aislado de la aislado WB, se 

clonó la secuencia de KCa-Canal en el vector transitorio pJET 1.2, verificando 

mediante PCR y perfil de restricción las colonias positivas. 

Palabras clave: Giardiasis, Clonación, PCR, Potasio. 
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1. INTRODUCCION 

Giardia es uno de los parásitos entéricos más comunes de humanos, animales de 

compañía y ganado (Feng y Xiao, 2011). Giardia es un género de flagelados 

intestinales que se ha encontrado globalmente y que causa infecciones 

gastrointestinales que pueden resultar en un padecimiento crónico. Afecta a un 

gran rango de hospederos vertebrados, el género actualmente comprende seis 

especies: Giardia agilis en anfibios, Giardia ardeae y Giardia psittaciin en aves, 

Giardia microti y Giardia muris en roedores y Giardia duodenalis en mamíferos. 

Los datos moleculares han demostrado que el ganado, los animales de compañía 

y los animales silvestres pueden albergar zoonosis (Plutzer et al., 2010). Giardia 

en su ciclo de vida presenta dos estadíos: de trofozoíto y de quiste, éstos últimos 

son resistentes al medio ambiente y son clave para la transmisión del parásito. Por 

lo tanto, provee amplias oportunidades del parásito para ser transmitido 

directamente de un individuo afectado a otro, o indirectamente a través de la 

contaminación con quistes en alimentos o agua. El papel de la transmisión 

zoonótica en la epidemiologia de las infecciones por Giardia no ha sido resuelto. 

Se ha sugerido que las tasas de prevalencia de Giardiasis en animales de 

compañía a menudo se subestiman debido a la baja sensibilidad de los métodos 

de detección convencionales, y no se descarta el hecho de que este parásito 

puede estar presente a nivel subclínico debido a la naturaleza intermitente de la 

excreción de los quistes (Thompson et al., 2008). Los tratamientos farmacológicos 

comunes para enfermedades que causan los protozoarios tienen efectos laterales 

significativos, con frecuencia son inefectivos y son propensos a la aparición de 

cepas resistentes a los medicamentos, debido a esto nuevos blancos terapéuticos 
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son necesarios. Giardia duodenalis representa un problema de salud a nivel 

mundial y a pesar de su importancia en salud pública, se desconoce sobre la 

fisiología de su membrana y prácticamente no hay información hasta el momento 

con respecto a la variedad y propiedades de los canales iónicos que este parásito 

protozoario posee. Los canales iónicos son potenciales dianas farmacológicas 

porque juegan un papel clave en el control de amplios procesos fisiológicos y su 

disfunción puede ocasionar un daño irreversible en el potencial de acción de la 

membrana (Prole y Taylor, 2013).  

Existen diferentes fármacos que ayudan a moderar la actividad de los canales de 

sodio, calcio o potasio dependiente de voltaje, entre otros y se espera que nuevas 

generaciones de agentes terapéuticos se centren en esta familia de proteínas 

(Kaczorowski et al., 2008). 

OBJETIVOS 

 Realizar una búsqueda en la base de datos de genoma de Giardia 

duodenalis para identificar las secuencias que codifiquen para canales de 

potasio. 

 Ejecutar análisis In silico para identificar dominios característicos de 

canales de potasio. 

 Clonar la secuencia del canal de potasio putativo en el vector transitorio 

pJET 1.2 . 

HIPOTESIS 

Si logramos amplificar la secuencia del canal de calcio mediante PCR, podremos 

clonar este en el vector transitorio pJET 1.2 . 
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2. REVISION DE LITERATURA 

2.1 Características generales de Giardia duodenalis 

Giardia duodenalis es un parásito cosmopolita, también conocido como Giardia 

lamblia o Giardia intestinalis (Ankarklev et al., 2010). Giardia es aparentemente un 

organismo antiguo, unicelular eucariota que comparte muchas características con 

procariotas anaeróbicos (Plutzer et al., 2010). Giardia carece de compartimentos 

subcelulares eucarióticos como mitocondria, peroxisomas y aparentemente 

también de aparato de Golgi tradicional (Marti et al., 2003). Es el agente etiológico 

de la Giardiasis, una enfermedad gastrointestinal en humanos y animales (Sprong 

et al., 2009).  

 

2.2 Importancia de Giardiasis en salud pública 

La Giardiasis ejerce un impacto significativo en la salud pública por la alta 

prevalencia y la carga de morbilidad de la infección, su propensión a causar brotes 

importantes. La Giardiasis es una enfermedad común en el ganado y animales de 

compañía; por lo tanto, es de importancia en salud veterinaria (Feng y Xiao, 2011). 

 

2.3 Clasificación taxonómica de Giardia  

De acuerdo a la nueva sistemática basada en genética, estructura y datos 

bioquímicos, Giardia pertenece al Filo Metamonada, Subfilo Trichozoa, Superclase 

Eopharyngia, Clase Trepomonadea, Subclase Diplozoa, Orden Giardia y Familia 

Giardiae (Cavalier-Smith, 2003). G. intestinalis tiene dos estadios durante su ciclo 

de vida: el trofozoíto, que es la forma trófica o vegetativa que produce las 

manifestaciones clínicas, y el quiste que es la estructura de resistencia y 
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transmisión. El trofozoíto es piriforme, mide entre 12 y 15 µm de longitud, 5 a 9 µm 

de ancho y 1 a 2 µm de espesor, es aplanado o cóncavo ventralmente y 

dorsalmente es convexo; tiene dos núcleos, cuerpos basales, cuatro pares de 

flagelos, cuerpo medio y vacuolas periféricas. El quiste es de forma ovoide, mide 

entre 8 y 12 µm de longitud, 7 a 10 µm de ancho y la pared es de 0.3 a 0.5 µm de 

espesor. Se compone de una capa filamentosa externa y otra membranosa 

interna, la primera cubierta de filamentos de 7 a 10 nm. (Adam, 2001).  

 

Figura 1. Características clave del trofozoíto (a) y quiste (b) de Giardia (Ankarklev 
et al., 2010). 

 

2.3.1 Especies de Giardia 

Se han descrito varias especies con base a la morfología del trofozoíto y del 

cuerpo medio, describieron tres especies: a) G. muris, parásito de roedores y 

aves; los trofozoítos son más redondos que largos, con cuerpos medios pequeños 

y redondos. b) G. agilis se encuentra en anfibios; los trofozoítos son alargados y 

delgados, sus cuerpos medios tienen forma de lágrima. C) G. duodenalis infecta a 

mamíferos, entre ellos el humano; los trofozoítos son piriformes y los cuerpos 
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medios tienen la forma de uña de martillo. Posteriormente se describen dos 

especies en aves G. ardea y G. psittaci, y otra en roedores, G. microtti, que tienen 

el cuerpo medio en forma de uña de martillo, pero con características que los 

discriminan. G ardea solo tiene un flagelo caudal y G. psittaci carece del flanco 

ventrolateral. Los quistes de G. microti presentan dos trofozoítos y la secuencia 

del gen de la pequeña subunidad del RNA ribosómico es diferente a la de las otras 

especies (Becerril, 2014).  

 

2.3.2 Ensambles de Giardia duodenalis 

Hasta la fecha se han identificado ocho grupos genéticos principales (conjuntos), 

dos de los cuales (A y B) se encuentran tanto en humanos como en animales, 

mientras que los seis restantes (C a H) son específicos del huésped y no infectan 

a los humanos (Ryan y Cacciò, 2013).  

Mediante el uso de herramientas moleculares se han descrito siete ensambles en 

el grupo morfológico G. intestinalis: los ensambles A y B son zoonóticos, parasitan 

a humanos y animales; los ensambles C y D se describieron a partir de trofozoítos 

obtenidos de perros; el ensamble E en rumiantes, porcinos y equinos; el ensamble 

F en felinos y el ensamble G en ratas (Becerril, 2014). Estudios recientes han 

encontrado un ensamble H, se ha detectado este parásito en las heces de los 

vertebrados marinos como las ballenas, delfines, focas y aves costeras (Lasek-

Nesselquist et al., 2010). 

2.3.3 Ciclo biológico 

G. lamblia tiene dos etapas del ciclo de vida que están notablemente bien 

adaptadas a la supervivencia en ambientes muy diferentes e inhóspitos. El quiste 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lasek-Nesselquist%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20361967
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lasek-Nesselquist%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20361967
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ovoide, que es responsable de la transmisión de la Giardiasis, persiste en agua 

dulce a 4° C (Bingham et al., 1979). La infección se inicia por la ingestión de 

quistes en las heces fecales agua contaminada o, con menos frecuencia, en los 

alimentos (Adam, 1991).  

La exposición de quistes a ácido gástrico durante su paso por el estómago 

desencadena la desenquistación, aunque el trofozoíto no debe salir del quiste 

hasta que pase al intestino delgado, o muere (Bingham et al., 1979). El parásito 

emergente se divide rápidamente en dos trofozoítos binucleados equivalentes que 

unen y colonizan específicamente el intestino delgado. El trofozoíto usa sus cuatro 

pares de flagelos para moverse en el fluido lumenal y también para adherirse a las 

hebras de moco in vivo e in vitro (Adam, 1991). 

Los trofozoítos colonizan debajo de la entrada del conducto biliar común, se bañan 

en el cambio mezclas de iones de hidrógeno, bilis, proteasas y otras enzimas 

digestivas, así como los alimentos ingeridos y sus productos. También penetran 

en la capa de moco para unir a las células epiteliales intestinales a través de su 

único disco adhesivo ventral (Friend, 1966). 

Este entorno complejo y altamente variable normalmente está colonizado por 

relativamente pocos otros microbios. Los trofozoítos pueden persistir en el 

intestino delgado por semanas a años (Smith et al., 1982). Sin embargo, si los 

trofozoítos se transportan hacía abajo por el flujo de intestino líquido, deben 

enquistarse, ya que no sobreviven naturalmente fuera del huésped. Cuando los 

quistes se excretan con las heces ya son infectivos (Becerril, 2014). Los quistes 

son muy resistentes y pueden sobrevivir muchas semanas en el ambiente, 

resultando en un crecimiento gradual de infecciones. (Xiao, 1993). El contacto 
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directo con un hospedero infectado es una potencial ruta de infección, y de 

importancia especialmente en animales jóvenes (Luján y Svärd, 2011).  

 

2.4 Epidemiología 

Desde hace tiempo, algunas enfermedades clínicas han sido asociadas con 

Giardiasis en animales de compañía, pero solo los últimos años, ha incrementado 

la cantidad de datos confirmando la relevancia clínica y subclínica de infecciones 

en animales de producción. La Giardiasis animal fue estudiada desde el punto de 

vista de la salud pública, como parásito fue implicada en un largo número de 

brotes en agua. Además, mascotas han sido asociadas con la transmisión directa 

de Giardiasis en pacientes humanos especialmente en ajustes endémicos (Luján y 

Svärd, 2011). Giardiasis es la infección parasitaria más común en animales de 

compañía. (Thompson et al., 1993). 

 

2.5 Zoonosis 

G. intestinalis es un patógeno potencialmente zoonótico, y la infección en animales 

de granja jóvenes puede tener un impacto económico como resultado de la 

pérdida de productividad (O’Handley et al., 2001). Los animales pueden albergar 

conjuntos de G. duodenalis tanto zoonóticos como específicos del huésped que 

son morfológicamente idénticos y, por lo tanto, se requieren herramientas de 

tipificación sensibles para rastrear la transmisión. En infecciones de humanos, los 

animales de compañía, animales en producción y salvajes han sido considerados 

con un potencial zoonótico (Feng y Xiao, 2011). 
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2.6 Prevalencia  

Giardia ha sido reportada mundialmente en animales de granja. La excreción de 

quistes es altamente variable entre animales, especialmente en infecciones 

crónicas. La prevalencia en animales de compañía se ve marcadamente menor 

comparada con la prevalencia de animales de granja. En cuanto a los animales de 

granja, la prevalencia parece ser mayor en los animales jóvenes tanto en perros y 

gatos (Luján y Svärd, 2011).  

 

2.7 Patogénesis 

Estudios indican que la Giardiasis conduce esencialmente a alteraciones de las 

vellosidades y las microvellosidades, incluida una disminución de la relación de la 

cripta a las vellosidades, el acortamiento del borde del cepillo de microvellosidades 

y las deficiencias de la enzima del borde del cepillo (Scott et al., 2000) (Luján y 

Svärd, 2011). La patogénesis de la Giardiasis puede ser considerada un proceso 

multifactorial, envolviendo las características del parásito y la respuesta inmune 

del hospedero. Un incremento en la permeabilidad del epitelio ha sido descrito y 

aparece como resultado de la apoptosis de los enterocitos. Esto conduce a una 

ruptura local de proteínas y un incremento en la permeabilidad intestinal. Si los 

productos secretores-excretores inducen degradación proteolítica de proteínas de 

uniones estrechas es incierto pero que el crecimiento de permeabilidad intestinal 

conduce a un gran número de linfocitos intraepiteliales (IEL) y la activación de 

linfocitos T. Las toxinas de los trofozoítos y la activación de las células T también 

inicia un acortamiento difuso de las microvellosidades del borde en cepillo y una 

actividad disminuida de las enzimas del borde del cepillo intestinal del intestino 
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delgado, especialmente la lipasa, algunas proteasas y las disacaridasas lactasa, 

maltasa y sucrasa (Buret, et al, 1990). El incremento de la permeabilidad también 

permite transporte macromolecular que puede dirigir a hipersensibilidad de 

proteínas alimenticias (Hardin, 1997, Luján y Svärd, 2011). Sabemos que la 

patogénesis de la Giardiasis es una combinación de dos factores: el parásito y el 

hospedero, los signos clínicos subsecuentes varían considerablemente entre 

especies animales, la infección clínica resulta en diarrea la cual no responde a 

tratamiento de antibióticos o cocciodiostatos (Luján y Svärd, 2011).   

 

2.8 Signos 

En animales la aparición clínica es altamente variable y la infección puede resultar 

en diarrea aguda o crónica, náuseas, pérdida de peso e hipersensibilidad, pero se 

conoce que las infecciones asintomáticas también ocurren frecuentemente. La 

excreción de heces pastosas a fluidas, con apariencia mucoide puede ser el 

indicativo de Giardiasis, especialmente cuando la diarrea ocurre en animales 

jóvenes. Basado en observaciones en infecciones experimentales y en estudios 

clínicos, unas variedades de síntomas clínicos han sido descritos en la mayoría de 

especies animales, incluyendo diarrea aguda a crónica, vómito, anorexia, 

flatulencias y urticaria (Geurden et al., 2006). Además de los signos cínicos que 

son obvios, hay un impacto potencial en la producción asociado a Giardiasis en 

animales de granja. Las infecciones de Giardia tienen ciertamente el potencial de 

tener un efecto significativo en la producción animal ya que las infecciones en 

animales para consumo humano son comunes y persistentes durante meses. 

Dada la ambigüedad de los signos, el diagnóstico clínico de la Giardiasis no es tan 
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fácil, y esta principalmente basado en la historia clínica, datos en manejo 

ambiental y la exclusión de otras enfermedades infecciosas (Luján y Svärd, 2011).   

 

2.9 Diagnóstico 

El diagnóstico clínico necesita ser confirmado con la detección del parásito en una 

muestra fecal, así como también la flotación y la examinación microscópica y PCR. 

Dado que existe la intermitente excepción de quistes, especialmente en la fase 

crónica de la infección, múltiples muestras deben ser necesariamente analizadas 

del mismo animal por tres días consecutivos (O’Handley 1999). O de varios 

animales que se encuentren en la misma vivienda. Si es posible, animales jóvenes 

deben ser incluidos en el muestreo debido a que el pico de excreciones es 

observado en animales que rondan las 2-4 semanas de edad, incluso si no 

muestran síntomas aun. Para ovejas, cabras y cerdos, no hay resultados 

disponibles publicados en la eficacia del tratamiento contra Giardia. En terneros, 

un numeroso estudio evaluó la eficacia de diferentes compuestos, ambos en 

condiciones naturales y experimentales. Sin embargo, ningún fármaco tiene 

licencia para el tratamiento de Giardiasis en rumiantes (Luján y Svärd, 2011). Los 

tratamientos farmacológicos comunes para enfermedades que causan los 

protozoarios tienen efectos laterales significativos, con frecuencia son inefectivos y 

son propensos a la aparición de cepas resistentes a los medicamentos, debido a 

esto, nuevos blancos terapéuticos son necesarios. Giardia duodenalis representa 

un problema de salud a nivel mundial y a pesar de su importancia en salud 

pública, se desconoce sobre la fisiología de su membrana y prácticamente no hay 
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información hasta el momento con respecto a la variedad y propiedades de los 

canales iónicos que este parásito protozoario posee (Kaczorowski et al., 2008).   

 

2.10 Importancia de los canales iónicos  

Los canales iónicos son potenciales dianas farmacológicas porque juegan un 

papel clave en el control de amplios procesos fisiológicos y su disfunción puede 

ocasionar un daño irreversible en el potencial de acción de la membrana (Prole y 

Taylor, 2013). Los canales de iones son proteínas de membrana que median ion 

flujo entre el exterior y el interior de la célula a través de un pequeño orificio lleno 

de agua en la membrana, un poro. En procariontes, los canales selectivos de 

iones son cruciales para que la célula sobreviva y crezca. En otros organismos 

superiores, estos canales se han convertido en un medio principal de señalización 

intercelular, particularmente entre neuronas (Senyon, 2002). Los canales de iones 

generan señales eléctricas a través de las membranas. Como los canales pueden 

ser considerados como catalizadores de el paso de iones a través de la 

membrana, se argumentado que los canales de iones tienen la misma relación con 

la señal eléctrica indicando que las enzimas son responsables del metabolismo 

(Hillie, 2001). Pero a diferencia de las enzimas, que han evolucionado para tratar 

con innumerables sustratos, los sustratos de los canales iónicos son limitados a 

algunos tipos de iones (Senyon, 2002). El tratamiento de la infección por G. 

duodenalis se reduce en un pequeño número de clases de drogas. Existen 

diferentes fármacos que ayudan a moderar la actividad de los canales de sodio, 

calcio o potasio dependiente de voltaje, entre otros y se espera que nuevas 
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generaciones de agentes terapéuticos se centren en esta familia de proteínas 

(Kaczorowski et al., 2008).  

 

2.11 Importancia de la biología molecular en el diagnóstico de Giardia duodenalis.   

No solo las herramientas moleculares han ayudado a resolver la taxonomía de 

Giardia, si no que han hecho una mayor contribución para entender el rango del 

hospedero de diferentes especies y genotipos. En lo particular, la habilidad de 

caracterizar los quistes directamente de las heces o de muestras tomadas del 

medio ambiente usando PCR basada en procedimientos, han sido muy usadas 

para determinar el riesgo de los factores y ofrece un gran potencial en determinar 

las fuentes de infección en situaciones de un brote y la transmisión dinámica de 

los parásitos en focos endémicos (Hunter y Thompson, 2005). 

Numerosos aislados de Giardia de diferentes hospederos en diferentes 

localizaciones geográficas han sido genotipificados. A pesar de que estudios en la 

ocurrencia de diferentes genotipos de Giardia sirven para enfatizar el riesgo 

potencial en salud pública de caninos y felinos domésticos, los datos en la 

frecuencia de transmisión zoonótica en Giardia es carente, tal información puede 

ser obtenida de estudios moleculares epidemiológicos que genotipifican aislados 

de los parásitos de hospederos susceptibles en focos localizados de transmisión o 

como resultado de una vigilancia longitudinal y genotipificando casos positivos 

(Traub et al., 2004). 

3. ANTECEDENTES 

Prole et al., 2012 Identificaron una secuencia que codifica para un canal de 

potasio en Giardia duodenalis. 
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Ponce et al; 2013 Observaron una actividad de un canal de potasio de Giardia 

duodenalis al inyectar ARNm aislado de trofozoítos en ovocitos de Xenopus laevis.  

 

4. MATERIALES Y METODOS 

4.1 Analisis In silico 
 

Se analizó la secuencia KCa-Canal en el software online 

http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/ en busqueda de dominios 

transmembranales. 

Con base en el artículo Identification and Analysis of Putative Homologues of 

Mechanosensitive Channels in Pathogenic Protozoa se realizó la búsqueda del 

canal de potasio putativo en la base de datos NCBI.  

A esta secuencia se le añadieron dos sitios de corte para realizar los 

Oligonucleótidos, los cuales fueron: EcoRV 5' GATATC 3' - 3' CTATAG 5 ' y  ApaI 

5' GGGCCC 3' - 3' CCCGGG 5'.   

 

4.2 Diseño de Oligonucleótidos 

El diseño de los Oligonucleótidos se realizó mediante el programa Oligo7. 

 

4.3 Diseño de la construcción 

 El diseño del plásmido, se realizó en el software bioinformatico Vector NTI® 

(Thermo Fisher Scientific), a su vez los diseños de todas las reacciones en cadena 

de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) se llevaron a cabo en el software 

Oligo 7 (Molecular Biology Insights, Inc). 

http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
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4.4 Cultivo de células de Giardia duodenalis WB 

Para cultivar las células de Giardia duodenalis aislado WB, se partió de un cultivo 

confluente de este parásito que se encontraba a 37° C. Este cultivo se incubó 

durante 30 minutos en baño de hielo para despegar las células.  Se empleó el 

medio TYI-S-32 (10% suero de ternera, más anfotericina B y penicilina). El cultivo 

se incubó a 37°C durante 72 hrs. 

 

4.5 Extracción de DNA genómico de Giardia duodenalis 

Para realizar la extracción del material genómico se utilizó un cultivo confluente de 

trofozoítos. El cultivo se incubó en hielo durante 30 minutos para provocar la 

separación de los trofozoítos de la pared del tubo. Posteriormente el tubo fue 

centrifugado a 8000 rcf por 15 minutos a 4°C, se desechó el sobrenadante y la 

pastilla celular obtenida fue resuspendida en 2 mL de PBS 1X, se centrifugó por 

10 minutos con las mismas condiciones mencionadas, este proceso se repitió tres 

veces. 

4.5.1 Extracción de DNA (fenol-cloroformo) 

La pastilla celular fue resuspendida en 200 µL de solución de lisis alcalina  (Tris-

HCl 10mM pH 7.4, EDTA 10Mm, NaCl 150Mm, SDS 0.4% y proteinasa K 

20mg/ml) y se incubó por 16 horas a 65°C. La mezcla obtenida fue sometida a un 

tratamiento con RNAsa a (20 µgr/ml) por 1 hr a 37° C. Se agregó un volumen igual 

de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (25 volúmenes de Fenol, 24 volúmenes de 

Cloroformo y 1 volumen de Alcohol Isoamílico), se mezcló hasta formar una 

emulsión en vortex. Se centrifugó a 25,000 rcf por 15 minutos a temperatura 



15 
 

 

ambiente y se recuperó la fase acuosa. Se realizó la precipitación con 2.5 

volúmenes de etanol absoluto (grado biología molecular) y 10 % de acetato de 

sodio 3 M, se centrifugó durante 5 minutos a 12,000 rpm. Se decantó el 

sobrenadante y se agregó 1ml de Etanol al 70% para realizar lavado del DNA y 

centrifugar a 12,000 rpm durante 5 min, descartar el sobrenadante. Se realizaron 

dos lavados más, al finalizar los lavados secar el pellet y se resuspendieron en 

H2O Milli Q.  

 

4.6 Amplificación de KCa-Canal  

Para realizar la amplificación del KCa-Canal se utilizó la enzima Thermo Scientific 

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase con las siguientes cantidades, ciclos y 

temperaturas: 

Reactivos Volumen 

H2O 103.5 µL 

5X Phusion HF Buffer 40 µL 

10 mM dNTPs 4 µL 

Forward primer 4 µL 

Reverse primer 4 µL 

Thermo Scientific Phusion 

High-Fidelity DNA Polymerase 

2 µL 

DNA 1 µL 

Cuadro 1. Reacción de la PCR punto final. 
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Desnaturalización 

inicial 

98° C 30 Seg     

Desnaturalización 98°C 10 Seg  

1 Ciclo 

98°C 10 Seg  

29 

Ciclos 

Alineamiento 57°C 30 Seg 59°C 30 Seg 

Extensión 72°C 4 Min 72°C 4 Min 

Extensión final 72°C 4 Min     

Cuadro 2. Programa de amplificación mediante PCR punto final de KCa-Canal. 

 

4.7 Extracción de DNA plasmídico por método miniprep usando el buffer (stet). 

Se realizó la extracción del plásmido pJET, se partió de un cultivo confluente. Se 

centrifugó a 14,000 rpm durante 45 segundos. Se retiró el sobrenadante y repitió 

el paso anterior hasta terminar el líquido, se resuspendió el pellet con buffer STET 

(NaCl 2.5 M , Tris HCl 1M, EDTA 0.5 M, Tritón X100), se centrifugó a 12,000 rpm 

durante 30 segundos. Posteriormente se retiró el sobrenadante y aplicó 

nuevamente buffer STET + Lisozima a una Cf de 10 µgr/ml.  Se incubó a 

temperatura ambiente durante 4 minutos, e hirvieron las muestras durante 1.5 

minutos para después introducirlas en hielo durante 30 segundos. Nuevamente se 

centrifugó durante 10 minutos a 13,000 rpm para recuperar el sobrenadante, se 

agregaron 4 µL de RNAsa a una Cf de 10 mg/ml e incubaron a 65°C por 20 

minutos. Se midió el contenido de cada muestra para añadir un volumen igual de 

fenol-cloroformo-alcohol isoamílico. Se agitó vigorosamente hasta formar una 

emulsión y  se centrifugó a 13,000 rpm durante 5 minutos para recuperar la fase 

acuosa (fase superior). Se midió el volumen del sobrenadante para agregar dos 

volúmenes de Etanol al 100% grado biología molecular y Acetato de Sodio 3M 
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posteriormente se incubó a -20°C durante 20 minutos para después centrifugar a 

13,000 rpm durante 15 minutos. Se realizaron lavados con 1 ml de Etanol al 70 % 

y se centrifugó a 13,000 rpm durante 5 minutos. Este último paso se realizó dos 

veces más. Posteriormente se eliminó el Etanol y se dejó secar a temperatura 

ambiente. Para finalizar se resuspendió en H2O Milli Q. La muestra se almacenó a 

-20 ° C para conservar su integridad. 

Una vez obtenido el DNA plasmídico se realizó una digestión con enzimas de 

restricción con la finalidad de insertar la secuencia de interés y después se 

procedió a realizar la ligación del inserto. 

 

4.8 Reacción de ligación del inserto KCa-Canal  

Para realizar la ligación del KCa-Canal amplificado al vector transitorio pJET 1.2 

se utilizaron los siguientes reactivos y volúmenes: 

Reactivos Volumen 

2X Reaction buffer 5 µL 

Fragmento de PCR 1 µL 

pJET 1.2 0.5 µL 

Ligasa 0.5 µL 

H2O 3 µL 

Cuadro 3. Reacción de ligación. 
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Figura 2. Mapa del vector pJET 1.2 con el inserto de KCa-Canal. 

 

Una vez realizada la ligación se realizó la transformación de células XL1-Blue con 

el plásmido pJET 1.2  

 

4.9 Transformación de células competentes 

La cepa XL1-Blue se transformó con el plásmido pJET 1.2 con el inserto mediante 

choque térmico.  

Se transformó en células competentes XL1-Blue, sembrando en placas de medio 

LB + Ampicilina en condiciones de 37° C, durante 12 horas.  

Se realizó la selección de clonas candidatas en medio LB + Ampicilina durante 16 

horas. Después se comenzó el protocolo miniprep. Para confirmar lo antes 

mencionado se realizó un gel de Agarosa al 1% que se dispuso a 130 V durante 

50 minutos, esperando obtener DNA plasmídico. 

pJET 1.2 KCa-Canal

7 25 6 bp

Amp

KCa-Canal

EcoRV (3 7 5 )

EcoRV (4640)

XhoI (3 5 3 )

XhoI (2 35 2)

NotI (3 30)

NotI (463 1 )

NotI (4648)
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4.10 Verificación de la amplificación del inserto de KCa-Canal en el vector 

transitorio pJET 1.2 

La verificación de la amplificación del inserto KCa-Canal se realizó mediante PCR 

punto final, en una mezcla de reacción de 50 µL de volumen total por reacción), 

(Cuadro 4)  conteniendo 5 µL de Buffer 5X, 3 µL de MgCl2 , 1 µL de dNTPs , 1 µL 

de cebador Rv 5’ GCGGCCGCTCAAAATTGTTTAAATAAATCAACGCTATATGC 

3’ y 1 µL de cebador Fw 5’ GATATCATGAAGCTGCGATATTATCGCACGT 3’ , 

0.25 de Taq polimerasa Invitrogen ™ y 2 µL de DNA de la colonia positiva. Se 

utilizó el siguiente programa de amplificación: desnaturalización inicial 95 °C 

durante 3 minutos, 1 ciclo de desnaturalización a 95 °C durante 40 segundos, 

alineamiento 57 °C 30 segundos, extensión 72 °C 4 minutos, 29 ciclos de 

desnaturalización a 95 °C durante 40 segundos, alineamiento 59 °C 30 segundos, 

extensión 72 °C 4 minutos y extensión final de 72 °C 7 minutos (Cuadro 5). 

Reactivo Volumen 

Buffer 5X 5 µL 

MgCl2 3 µL 

dNTPs 1 µL 

Fw 1 µL 

Rv 1 µL 

Taq Polimerasa 

Invitrogen ™ 

0.25 µL 

H2O 36.75 µL 

DNA 2 µL 
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Volumen total  50 µL 

Cuadro 4. Reacciones de la PCR punto final (2). 

 

Desnaturalización 

inicial 

95° C 3 Min     

Desnaturalización 95°C 40 Seg  

1 Ciclo 

95°C 40 Seg  

29 

Ciclos 

Alineamiento 57°C 30 Seg 59°C 30 Seg 

Extensión 72°C 4 Min 72°C 4 Min 

Extensión final 72°C 7 Min     

Cuadro 5. Programa de amplificación de Clonas positivas con el inserto KCa-
Canal mediante PCR punto final. 

 

5. RESULTADOS 

En el análisis de la secuencia del KCa-Canal, se encontraron siete dominios 

transmembranales (Figura 3 ). 
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Figura 3. Siete dominios transmembranales característicos de los canales de 
potasio. 

 

Una vez que se hizo la búsqueda de la secuencia de interés en la base de datos 

del NCBI, , Hypothetical protein GLP15_4717 [Giardia lamblia P15] 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_001709438.1?report=genbank&log$=

nuclalign&blast_rank=1&RID=J27FEK0V01R ,se le añadieron los sitios de corte 

EcoRV y ApaI quedando de la siguiente manera, para así poder diseñar los 

oligonucleótidos en el programa Oligo 7. 

GATATCATGAAGCTGCGATATTATCGCCACGTCCGAGACTTCGATTTCCGGAT

ACCAGAGACTATATTTGACAAGGATCCAGTAAGCCTTATCTTTCTCATTATTAA
TTTGGTGGATTTCTGTCTCTTTTATGTGTTGCGTGAGCTTCATCCTGATTCCCC
GCTTCTAATGTATTTTCTATGGATTCCGTTACAAATTCTTATCACCTACGATGC

AATCAACTTTACTATCCAGTGCACTCGGTATCACATACGGTTTTTGACGTGGTA
TTATATTATGTGGACTGTCTCTAGGATTTCCGCTGTGGTTTCAGTTATAGTGGT

GCCCTTCATTCTCAGGGCTGGGGTAAGCCAATTATACCACTATCACATGGGCA
GTTTCAGCATATATCGAGGGCTGCTTCCCAGTCTCGGTCCAATCTTTCGCATG
AAGGAGAGTCATACCCGTTGGGTTAAGGAATATTATATCCCCGACTTTGTCAA

GTCCATAATCCGCATATCGTACTCAGTCGTTGCCTTCATATTTTGCTATGCTGG
GCTTTTCCAAATTTTCAACTTTCCCCTTGGGACGTTCTCAATAAGCACAATTGA

TGCAGTTTATTATACTATGGTTAGCATTGCCAGCATAGGCTACGGTGACATCT
ATCCGACAAATAACTTTTCAAAGGTGGTGCTCTGTCTCTACATAATAGCCTTCC
TGGGAAACCTGCCTATCTTTGTTAGGAATAGCACAGAAGAGCTGCACGTTACT

CGGCTACTACACAAACTAAGGTCAGCCTGCAAAAATGGAATTACTATTATTTC
CGATCAAAACATATCGTTTGTCTTTCTCCTCAGGCTTATCTTGCCGGCAAATAT

TCACATTGGCCTGATAGACGTCACTGAAGACGAGAATCCTCACTTACGCAACA
CCTGCTACAGCTTCAATAACGTAGGCTACATCAATCTGAACACGTGCGGGGA
GAATACAGCAAGGCGGGCGCTAGACTATGAATTCCTGGTCAACAGCCTGGTG

GGTAGAAGCAGAAAGATTGTCGTGCTGTCTCCAGTGTCATCTTCAACCATGGC
GGACAGCACCTGTCTGGCTATGGCACTCAATTGTGGCAGAGTTGCAAAAGTG

GATACACAGTTAATTGTGATGACCCGGGAGGGTGGACGTTCCCAGACACTGC
AGTCACACATTGGCGCCTACCACGAGAATTGCTACATAGTGGATATGACCGA
CTTTAGTGCAAAGATACTTGTTTTGGCGATACTGTTCCCGGGGTTTGCTACCT

TCTTCTTCAACATCATGCTCCCCCCTCATGTCTCTTTACATAAACTTGAGAATC
GAACGGCAGATTTCTATAATGAAAGAGTAAGGAGAGTGAGAATCCGCACGCG

TCTCCTTTTGGCAAACGCACGAGCAAAGGGTAAGAAGCATCAAAGTGGTAGA
CGATCCAAGCTATACTGCAAGTCCAGATCAGACGATGTTTTCCCGTCCAGCTC
TCTACCTGGCATGCAGGGGCTTGAGTTCAATAATAGTGCACAGAATACGCTC

GATGCAAACCAGCACATGTACTCTTCTCATGTGCGCTTCACGGATCTGAAAAA

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_001709438.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=J27FEK0V01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_001709438.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=J27FEK0V01R
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GCGATATACCATGGACCTGTCTAGCAGCTCGACCATGTCCTTGTACAAGGAG
TACTATCCATGGGGAGTCAATAATAAAGATAGTGATGTGCAGGATAAAAAGTC
GTATGTTCCGAAGGCGTACTCAATAGCTGCACTTAGAGACAAACCAACTGGC

CTTGTGAAGAGCCCCTCGTTGCCAGAAATTCCATATGACAACAACGCAATCGC
TATAGCAGTCTCGACACCCAATCTTGGCACCGTTCTCCCCGTGCCCATCACC

CTGGAGACCATGCAAACAGCCTGTGCTGACTATTTCGGTAAAGAGAGCCAGC
AACAGAGCACATCTTTCTCTAATGTGTCGTCTGTTCCATCTATTGATAATATAG
CTGCCCTAGAGACTCGCTACTCGAGGCGTTCCTTTCAAGCAGGGCGGACAAA

GGAGCCCCGTTTACAATTCGAAGCAGCTCTAACCCAGTTTATATCGAAAATAA
CCAAGTTCCCCACTCTTGAGTTTCTACGATCCACCATTGACATTCCCGTTTTTG

ATTTCCATCCCGGCCTGGTGCACGACAATAAGTGGCGTGCATGGCTTTCCTTT
GAGCAAAACAAGCAGGTACACCTATTTCTTCCTGCCATGGTCGCTGCCACTGA
GCCGCTGGACACAAGCACGACATTTAGCTCAAAATCCAATAACTATCCATCTA

AATCAAAGTACTTGCGCAAGAGCTCTATCGACCTGGAAACTATGGTGCGCAAT
TGTGGGGCGGATACCACTAGTGACCGCTTCCGACCCCTTGCTGTAATAATTAA

CAAGCGTGTTCTTCAGCGTAAAGAAGATGATTGCCTCAACTATGAGGATACAT
TTGTCAAGAAGTGGCGCTTCACTAATCAGCTTTTTAAGTTCGACATTTGCTGCA
ATCTGCACGAAGGACTCACGATGGACAAGCCTGATCTGCTGGGCATTACTAA

GCGGTTTCCGATTTATGAAGTCAAGCACAACAATGAGCAAATATGGAGCAAAA
CTTCTAAGATGACATCCGCAAGTAAGGCCATATACTCTCTCAAGCAGCTATCT

GCACACCTCCCCATTGCTGAGCAACCCAGTGAGTTTCTAGGCGATATGTCCA
GTATGCTATCATTGTCAAAGATTGACGAGCTGTCCATGCAAAGTGCCCAGACC
AATATCCTTTCACCGCCTACGTTACTGAATAGAGTCTCTCTGAACGCCATGTC

ACGGGCTTACTCTCCTGATGCAGAGTCTTCAAAACAAATACCACCTATAGACA
ATTCACTTGAACAAGCGATAGCTCCGCCAGAAAACCCTGTGAACCCAGTATCT
AATACCACAGGCCTGAAAAGCATTCTGGGGAAGAAAATCTCAACCCTAATGAG

TGAGTACATTGGGGTACTGAATCCACAATTTGACGATTTTGTAATAACTAGCAC
AATAATGAATCATACACTATCCTTGGGTGCACTGCAGCAGGTTAAGCTATCGG

CCAGGAACGTCAGCTCACTTGGACTTATTATATTAAATGACCTAGATCCAAAG
CTTTTTTATGCAACAATGTTTATGCTCATGGATCTTCAGAAGATAGATAGCATG
GTGCTAGTGTTTGACTGTGTGAGCGACGAGATGATAACTAAATACCGGGGCA

TGTTGTACAAAATGGCATCTAAATTGGTTGAGCGTGTACGCTGCTCCATGCCC
AAGAAGCAGACTCTTTGTAGGGCACCATTCCTTGAGCAAGCATATTCTAGCAG

GGCTGTGCTGTCCATGCCGTACCGTCAAGCCTCCGTCGCCCATGTCAATCCA
ACCGCTGAGCACAACCTCGATTCATCTGGTACCATGAAGCTTGACATGTGCTT
CGGAGATGAACAGATGAGCTCGTCTCAGGAACACGAGATAGATGCTGAGTGT

GTGGGACACTCGCAGACTCTGTCACGTGAGCTTTATGTTGTTAACCAAGAGG
ATACGATCTTGACGTATGCCTTACCCAGTGAAGACAAGGACGGCTACCTCAG

CGAAGGGAAGTCAAAGACTTTCACCATCAAAATGTTCGCCATTGACTCAACAA
TCCCCGAAGAATTGACTGACATAGGATTTGCAGATCTCGACAGGGCCATGAT

CGTGAACCCGCTCGACAACTCGGTGGCAACAGAGGGTCATCTGCTCCTTACA

AAGTCTGCATGTGAGATGATAGGCCATACGGACGTGATTGTCTACTCCTTAGA
CGTATATAATACGCTAATGCTTCACGATCTTGGATTTGGTGACAACTATCGATC

CGGATCCTTCATTCCGAGCATCGAGGCCATCCTCACAGGCACATTTATTCAGT
ACTCTGAGAATGCACTGACGGCGCTAATGCTTATGAACAAAATTTACGCTTAC
AAAGATTCCGTCATTGTCTACCAAGTGTTATTCGACGATCGTACACATACGCA

TACAATATTTGCCAGTACGCGGGGAGCGAATACCCTCAACAATATCAAGAATA
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GACGCTTTTCCCAGCGAGTGTTGACTGTGGAGGCCCTCCAGAGCTTTCTTGG
CGGATGCGGACTGGAGGTCCTCTACTACAGCATATGCGGATGCATCCTTGTT
GCACCGGAGCCTAGCTTGTTTGTCGAGCACAAAGACTTCATTGTAGCATATAG

CGTTGATTTATTTAAACAATTTTGAGGGCCC 

Secuencia de interés KCa-Canal con los sitios de corte. 

 

Una vez realizada la extracción del material genético de Giardia duodenalis 

ensamble A , aislado WB se verificó mediante la preparación de un gel de agarosa 

al 1%, que se dispuso a 130 V durante 50 minutos, donde se observó una banda 

en el tercer carril con un peso aproximado de 9747 bp. 

 

Figura 4. Extracción de material genético Giardia duodenalis, C+: (Control positivo 
aislado WB) , 1: DNA genómico aislado WB. 
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Fue posible amplificar la secuencia correspondiente al canal de potasio con los 

oligonucleótidos diseñados a partir de DNA genómico del aislado WB , se pudo 

verificar la integridad del amplicón mediante un gel de agarosa al 1%, que se 

dispuso a 130 V durante 50 minutos, (Figura 5) donde se observa el fragmento 

esperado de 4263 bp en el cuarto carril. 

 

Figura 5. DNA genómico amplificado con los oligonucleótidos del KCa-Canal, C-: 

Control negativo, C+: Control positivo aislado WB, M1: DNA genómico con el 
inserto KCa-Canal. 

 

Una vez comprobada la integridad del amplicón del KCa-Canal , se realizó la 

extracción del plásmido pJET 1.2 (Figura 6) carril 3. 
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Figura 6. Extracción de plásmido pJET 1.2  . C+ Control positivo pJET 1.2 , P1 
DNA plasmídico pJET 1.2 

 

Se realizó la reacción de ligación y después la transformación en células 

competentes XL1-Blue, encontrando candidatas  con el inserto KCa-Canal (Figura 

7) mediante la extracción realizada por el método miniprep. 
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Figura 7. DNA plasmídico de clonas candidatas de pJET 1.2 obtenidas a partir del 
método miniprep. 

 

Para verificar que las clonas candidatas contienen el inserto de KCa-Canal se 

realizó la PCR para identificar el amplicón del tamaño deseado, posteriormente se 

realizó un gel de agarosa al 1% para verificar los resultados de la PCR que se 

dispuso a 130 V durante 50 minutos (Figura 8). 
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Figura 8. Clonas positivas que contienen el inserto KCa-Canal . C- : Control 
negativo. C+: Control positivo . 1,2,3,4: Clonas positivas con el inserto. 5: Clona 

negativa. 

 

Para confirmar lo anterior, se realizó un perfil de restricción de las clonas positivas 

y la clona negativa con las enzimas EcoRV y NotI realizando un primer corte del 

inserto liberado de 4256 bp y un segundo corte de 3000 bp del plásmido pJET 1.2 

(Figura 9). 
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Figura 9. Perfil de restricción de clonas positivas. 1,2,3 y 4 clonas positivas. 5 

clona negativa. 
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6. DISCUSION 

Esta investigación tuvo como propósito la clonación de un putativo canal de 

potasio que responde a calcio en Giardia duodenalis, se realizaron técnicas de 

biología molecular como PCR y perfiles de restricción para verificar los resultados 

obtenidos , así como geles de agarosa al 1% para identificar la existencia de DNA 

genómico y plasmídico. 

De lo obtenido en esta investigación se puede deducir que, los oligonucleótidos 

diseñados para este estudio no presentaron inespecificidad y con base en el 

análisis In silico se pudo clonar la secuencia de interés (KCa-Canal) en el vector 

transitorio pJET 1.2  

No existen estudios afines a la clonación de un canal de potasio en Giardia 

duodenalis, este es un primer paso en la investigación del anterior mencionado. 

Los canales iónicos son proteínas fundamentales para la existencia de los seres 

vivos y continuando con el proyecto desarrollado se pudiera encontrar una 

alternativa para desarrollar nuevos blancos terapéuticos. 
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7. CONCLUSION 

De este trabajo se puede concluir que las estrategias experimentales utilizadas 

basadas en técnicas de biología molecular y softwares de bioinformática sirvieron 

de apoyo para realizar un estudio In silico del canal de potasio que responde a 

calcio en Giardia duodenalis, así como para el diseño de los oligonucleótidos 

específicos para el mismo. Se concluye también que los protocolos empleados 

para la extracción de material genético fueron los aptos, concluyendo con 

candidatas positivas identificadas mediante PCR punto final y perfiles de 

restricción, comprobando a su vez que el vector transitorio pJET 1.2 contiene el 

inserto del KCa-Canal con geles de agarosa al 1%. La clonación de este KCa-

Canal en un vector de expresión puede servir como una nueva alternativa a la 

continuación de esta investigación. 
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8. NOMENCLATURA 
 

°C Grados centígrados 

µgr Microgramos 

µL Microlitros 

DNA Acido desoxirribonucleico 

dNTP’s Desoxirribonucleótidos trifosfatados 

g Gramos 

mg Miligramos 

MgCl2 Cloruro de Magnesio 

min Minutos 

ml Mililitros 

mM Milimoles 

ng Nanogramos 

nm Nanómetros 

bp Pares de bases 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

pH Logaritmo negativo de la concentración de iones de H 

rpm Revoluciones por minuto 

rcf Fuerza centrifuga relativa 

V Voltios 

KCa-Canal Canal de Potasio que responde a Calcio 

Cf Concentración final 

Rpm Revoluciones por minuto 
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