-
-

3>
CICY

O

Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C.
Posgrado en Ciencias Biologicas

Titulo de la Tesis

“Caracterizacion funcional de los genes CrGPATre
y CrGPATCIA de la microalga verde
Chlamydomonas reinhardtii y su relacién con la
produccion de lipidos totales y triacilglicéridos”

Presenta
MARIA EUGENIA DUARTE COELLO

En opcion al titulo de
DOCTOR EN CIENCIAS
(Ciencias Biologicas: Opcion Biotecnologia)

Mérida, Yucatan, México
2018






CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA DE YUCATAN, A. C.

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

RECONOCIMIENTO

Por medio de la presente, hago constar que el trabajo de tesis de Maria Eugenia Duarte
Coello titulado “Caracterizaciéon funcional de los genes CrGPATre y CrGPATCIA de la
microalga verde Chlamydomonas reinhardtii y su relacion con la producciéon de
lipidos totales y triacilglicéridos” fue realizado en los laboratorios de la Unidad de
Biotecnologia del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C. bajo la direccién de
la Dra. Virginia Aurora Herrera Valencia y el Dr. Santy Peraza Echeverria, dentro de la
Opcién de Doctorado después de Maestria, perteneciente al Programa de Posgrado en
Ciencias Bioldgicas de este Centro.

Atentamente.

(B

Dr. Manuel Martinez Estévez

Director de Docencia

Mérida, Yucatan, México, a 25 de junio de 2018.






Mérida, Yucatan, México, a 18 de Junio de 2018

DECLARACION DE PROPIEDAD

Declaro que la informacion contenida en la seccibn de Materiales y Métodos
Experimentales, los Resultados y Discusion de este documento proviene de las
actividades de experimentacion realizadas durante el periodo que se me asigné para
desarrollar mi trabajo de tesis, en las Unidades y Laboratorios del Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan, A.C., y que a razon de lo anterior y en contraprestacion de los
servicios educativos o de apoyo que me fueron brindados, dicha informacién, en términos
de la Ley Federal del Derecho de Autor y la Ley de la Propiedad Industrial, le pertenece
patrimonialmente a dicho Centro de Investigacion. Por otra parte, en virtud de lo ya
manifestado, reconozco que de igual manera los productos intelectuales o desarrollos
tecnolégicos que deriven o pudieran derivar de lo correspondiente a dicha informacion, le
pertenecen patrimonialmente al Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C., y en
el mismo tenor, reconozco que si derivaren de este trabajo productos intelectuales o
desarrollos tecnoldgicos, en lo especial, estos se regiran en todo caso por lo dispuesto por
la Ley Federal del Derecho de Autor y la Ley de la Propiedad Industrial, en el tenor de lo
expuesto en la presente Declaracion.

Firma:

Nombre: Maria Eugenia Duarte Coello






Este trabajo se llevd a cabo en la Unidad de Botecnologia del Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan, y forma parte de los proyectos titulados: “Estudio de genes
involucrados en la sintesis de triacilglicéridos (TAGS) en la microalga
modelo Chlamydomonas reinhardtii y en la microalga oleaginosa Chlorella
saccharophila: oportunidades para incrementar la acumulacion de TAGs en microalgas para
la produccién de biodiesel” Responsable técnico: Dra. Virginia Aurora Herrera Valencia,
Convocatoria de Investigacion Cientifica Bésica 2011 SEP-CONACYT, CB-2011-01,
Numero: 169217. Y “Fortalecimiento de la capacidad de super-computo en el CICY para
impulsar los cada vez mas numerosos proyectos de investigacion relacionados con
tecnologias OMICAS” Responsable técnico: Dra. Ingrid Aileen O’Connor Sanchez,
Convocatoria INFR-2016-01, Namero: 269833. En los que participé bajo la direccién de la

Dra. Virginia Aurora Herrera Valencia y Dr. Santy Peraza Echeverria.






AGRADECIMIENTOS

A mis asesores de tesis, la Dra. Virginia Aurora Herrera Valencia y el Dr. Santy Peraza
Echeverria, que con sus consejos, comentarios y guia me han ayudado a crecer como
persona y futura investigadora, tanto en los estudios de la maestria como ahora en el

doctorado.

A la Dra. Virginia A. Herrera Valencia, Dr. Santy Peraza Echeverria y la Dra. lleana
Echevarria Machado, por sus contribuciones y sugerencias, asi como por todo el tiempo,

paciencia y apoyo brindado para la realizacion y revision del articulo de doctorado.

A mi comité tutorial integrado por la Dra. Virginia Aurora Herrera Valencia, el Dr. Santy
Peraza Echeverria, la Dra. Elizabeth Ortiz Vazquez y al Dr. Jorge Santamaria Fernandez,

por sus consejos, comentarios, sugerencias y apoyo durante los examenes tutoriales.

A mi comité de examen predoctoral y de tesis, Dra. Virginia Aurora Herrera Valencia, Dr.
Santy Peraza Echeverria, Dra. Elizabeth Ortiz Vazquez, Dr. Jorge Santamaria Fernandez,
Dr. Sergio R. Peraza Sanchez, Dra. Luisa A. L6pez Ochoa, Dra. Rosa Ma. Escobedo Gracia
Medrano, Dr. Gregorio del C. Godoy Hernandez y al Dr. Juan de la Cruz Tun Garrido, por

sus valiosos comentarios durante el examen predoctoral y revision de la tesis.

A la Q.B.A. lleana Cecilia Borges Argaez, la Dra. Melissa L. Casais Molina, Dra. Patricia
Contreras Pool, la M. en C. Martha Lizama Gasca y el M. en C. Francisco Leonel Espadas
Gil, por el apoyo técnico prestado para la realizacion de este trabajo, ademas de sus valiosos

consejos.

Al Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY), asi como a todo el personal del
Posgrado de Ciencias Bioldgicas, por las facilidades brindadas para la realizacion de esta
tesis de doctorado. En especial a Wendy, Alejandra, Landy y Nancy, por que siempre fueron

muy amables, y con su alegria y ocurrencias hicieron muy amena mi estancia en el CICY.

Al laboratorio de “Biotecnologia de Microalgas y Cultivos Tropicales” de la Unidad de
Biotecnologia y a la Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas del Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan, por las instalaciones y apoyo logistico brindados para el

desarrollo de esta tesis.



Al Consejo de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por la beca (No. 254372) otorgada para los
estudios de doctorado, asi como al financiamiento del proyecto de Ciencia Bésica 169217 y
269833 otorgado para la realizacion de este proyecto.

Al grupo del laboratorio BTD04 de Biotecnologia grupo de “Biotecnologia de Microalgas y
Cultivos Tropicales”, Any, Rodrigo, Ivan, lleana, Max, Ricardo, Angeles, Yoly, Paty, Melissa,
Miguel Angel, por su ayuda, consejos, amistad y por esos momentos inolvidables.

A mis Padres Roberto de Jesus Duarte Peraza y Maria Eugenia Coello Herrera, a mis
Hermanos: Eddy, Roberto y Lety, a mi Familia, por todo lo que han hecho por mi, por lo que
me han ensefiado, por su amor, carifio, comprension, consejos y apoyo. Sin ustedes los

logros no serian lo mismo.
A mi esposo Ernesto, por su apoyo incondicional, comprensién y paciencia.

A Dios, porque es él quien me da la fuerza para aceptar todas aquellas cosas que no puedo
cambiar, el valor para cambiar todas aquellas cosas que puedo, y la sabiduria para distinguir

entre las dos.

Y por ultimo, a todas aquellas personas que directa o indirectamente fueron parte de la

realizacion de este trabajo de tesis.

A todos jjMUCHISIMAS GRACIAS!!!






DEDICATORIA

A mis Padres, Roberto de Jesus Duarte Peraza y Maria Eugenia Coello Herrera, Hermanos:
Eddy Yolanda, Roberto de Jesus y Leticia Elizabeth, Sobrinos: Evolett Isabella y Roberto
Leonardo, mi Esposo: Ernesto Palacios Medel, Familia y Amigos quienes me han brindado

su apoyo incondicional, carifio, amor y consejos.






PRODUCTOS ACADEMICOS DERIVADOS DE ESTA TESIS DOCTORAL

ARTICULOS PUBLICADOS EN REVISTAS INDIZADAS

Duarte-Coello, M.E., V.A. Herrera-Valencia, |. Echevarria-Machado, M.L. Casais-
Molina, S. Peraza-Echeverria (2018). Molecular cloning and functional characterization of
two glycerol 3-phosphate acyltransferase from the green microalgae Chlamydomonas
reinhardtii. Phycological Research.

PARTICIPACION EN CONGRESOS

Duarte-Coello, M.E., S. Peraza-Echeverria y V.A. Herrera-Valencia (2015).
Caracterizacion funcional de los genes CrGPATre y CrGPATcIA de la microalga verde
Chlamydomonas reinhardtii y su relacion con la produccién de lipidos totales y
triacilglicéridos. Modalidad de carteles en el XVI congreso de estudiantes del CICY,

realizado en Marzo del 2015.

Duarte-Coello, M.E., S. Peraza-Echeverria, |. Echevarria-Machado, M.L. Casais-
Molina, V.A. Herrera-Valencia. Caracterizacion funcional de los genes CrGPATre y
CrGPATCcIA de la microalga verde Chlamydomonas reinhardti y su relacién con la
produccién de lipidos totales y triacilglicéridos. Modalidad de carteles en el XVII congreso de

estudiantes del CICY, realizado en Marzo del 2016.






Indice

INDICE

RESUMEN
ABSTRACT
INTRODUGCCION. ..ottt ettt ettt ettt ettt ese et e s e et ese et ene et essste s ase e et et ete et eneseenneeens 1
(07N =1 1t 01 1 N OO 3
ANTECEDENTES ... 3
1.1 Lipidos para la produccion de biocOmBUSHIDIES ...........ccoiiiiiiiiiiiiiee e 3

1.1.1 Generalidades de biocombustibles a partir de lipidos ..........coceiiiiiiiiiiiiiee e 5
1.2 Metabolismo de lipidos €N MICIOAIJAS ........uuuiriieeeiiiiiiiie e s e e e s e e e e e s s rrre e e e e e s e eennnes 7

1.2.1 Comparacion del metabolismo de triacilglicéridos entre plantas vasculares y microalgas ...7

1.2.2 Sintesis de lipidos, acidos grasos y triacilglicéridos en microalgas en general..................... 9
1.3 La enzima Glicerol 3 fosfato aciltransferasa. ..........cc.uuvevieiiiniiii e 11
1.4 Caracteristicas de 1as iSOENZIMAS GPAT . .....iiii i s s e e e e s ereeeeeaannene 15
1.5 Levaduras mutantes de GPAT para expresion heterdloga. ..........cccveviiiiiiniiiieniiiee e 17
1.6 Patentes relacionadas con la enzima Glicerol 3 fosfato aciltransferasa...........ccccccceeviiieininn. 18
1.7 Generalidades de C. reiNNArdLil..........coooiuiiiiiiiiii e e e e 18

1.7.1 Caracteristicas MOIMOIOQICAS ........ciieeiiiiiiiiiie e e e e e e s e e e e e e e s st raeeeaaeeean 18

1.7.2 Clasificacion taXONOMICA. ........ciouuiieiiiiieeeiiiie e stite e st e e e st e e e sbe e e e e sbbeeessbeeeessbbeeeessaeeesanes 20

1.7.3 C. reinhardtii como Modelo de ©StUAIO........ciiveiiiiiiiiiiiie e 20
IR I 11 1) o Tox o] o PP RPP 22
RS I o 11010 1 (2] TP PTPPPP 23
O L @] o= ()Y o TP PP R PTPPP 23

1.10.1 ODBJELIVO GENEIAL .....eeeiiiiiiiie ettt e e st e e e sabb e e e e aabb e e e e anbaeeeeanes 23

1.10.2 ObjJetiVoS ESPECITICOS ....uveiieiiiiiee ittt bbb e e 23
O B S = L (=0 T = =04 0 1= 4 0 1= ] = | PP PPPPPNt 24
CAPITULO 2 ..ttt bbbt b ettt sttt s e enenis 25
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE GLICEROL 3-FOSFATO ACILTRANSFERASA DE LAS
PROTEINAS CODIFICADAS POR LOS GENES CrGPATre Y CrGPATCIA. ....c.ccooveeveeeeeeene 25
2205 I [ 110 T [T o] T o SRR 25
2.2 MALErialeS Y MELOUOS ... ..eeiiiiiiiie ettt ettt e ettt e e e it e e e rab et e e e nnbe e e e e aneas 27

2.2.1 Cepa de ESCherichia COli. .......ooiuuiiiieiie e 27

2.2.2 Cepa de SacCharOmMyCeS CEIEVISIAR. ......uiiiiuiiiieiiiiie ettt ettt sttt e e e ee s eneeee s 27

2.2.3 Clonacion de los genes CrGPAT en el vector de transformacion.............coccvveevivveeeinneneen. 27

2.2.4. Electroforesis €N gel d@ @garOSa. ........ooiiiuuiiiiiiiaeiiiiiiie et 31




Indice

2.2.5 Transformacion de S. cerevisiae por medio de PEG. .........ccccoiiiiiiiiiic i 31
2.2.5.1 Preparacion de las células de S. CEreVISIAE ........coiuiiiiiiiiiiiiiie it 31
2.2.5.2 Transformacion de las células de S. CEIeVISIAB .........ccuvieiiiiee i i 32

2.2.6 EXtraccion de ADN gENOMICO. ....uuuuiiiieeeiiiiiiiiieeeee et e siterreeeeeesssnatraeeeeeeessssnnterereeeeesesnnnreneeees 33

2.2.7 Identificacion del transgén por medio de PCR.........ccoiiiiiiiiiiiii e 33

2.2.8 Cultivo y extraccion de proteinas totales de S. Cerevisiae.........ccocvveveeeiiiiciiiieeeee e 33
2.2.8.1 Cultivo de S. cerevisiae para extraccion de proteinas. ...........ccccvvveeeeeevivciieeee e 34
2.2.8.2 Extraccion de proteinas de S. CEIEVISIAE. .....uuuuiieeiiiiiiiiiieie e e cciiree e e e e s seeee e e e e seanes 35

2.2.9 ENSAY0 BNZIMALICO. .. .uuiiiiiiieeeis it ee e e e s s s e e e e e s s st e e e e e e e s s st b aeeeeeeesesnnnteaaeeeeeesesnnnrenneees 36

RS I 2 LTS 0] 7= To (o TR TP 37

2.3.1 Obtencidn del vector de transformacion pLGTre y pLGTCIA. ....cvvvveeveeiiiieeeee e, 37

2.3.2 Transformacion de S. CEIEVISIAE. .....uuiiiiiiiiiiiiieiie ettt e e e e e e e e e s e snnreeeeeas 39

2.3.4 Analisis del “pool” de colonias de S. cerevisiae transformados con los vectores pLGTre

Y PG T CIA et e e e e e e e e e nnes 40
2.3.5 Extraccion de proteinas totales y verificacion de integridad. ..........cccocveviiiiiiiiniiineiiienn 42
2.3.6 ENSAY0 BNZIMALICO. .. ..uiiiiiiieee it ee e st e e e s s st e e e e e e s e s saa e e e e e e e s e ssaatereeeeeeesesnnrennees 44
P 1o LT [PPSR 46
CAPITULO 3ottt bbbt bbb s s e et s sttt enenis 49

ANALISIS DE LA RELACION ENTRE LA EXPRESION RECOMBINANTE DE LOS GENES
CrGPATre Y CrGPATCIA Y LA PRODUCCION DE L{PIDOS TOTALES Y TRIACILGLICERIDOS

EN C. r@INNAIATIH. ©oeiiiteiii i e s e e e e s e e e e eneas 49
B 700 I 11 o o {3 T o3 oo TSP 49
3.2 MALEriAleS Y IMETOUOS ...ttt ettt et e e e bt e e e sabe e e e e anbb e e e e sbeeeeeaae 50
3.2.1 Cepa de C. reinhardtii Y CUIVO. ........oiiiiiiiiiiiii e 50
3.2.2 Cepa de ESCheriChial COli. ........uuiiiiiiiiei e 50
3.2.3 Célculo de la concentracién celular en el cultivo de C. reinhardtii............cccooeceeiiiiiennnnn. 50
3.2.4 Clonacidn de los genes CrGPAT en el vector de transformacion..............ccccccvveeeveiccvnnnnnn. 52
3.2.5. Electroforesis €N gel 8 QgArOSa. .......coiuuuiiiiiiiiie ittt 53
3.2.6 Transformacion de C. reinhardtii por medio de biobalistica.............ccccccovviiiiiiiieciiiiine, 54
3.2.6.1 Preparacion de 18S CEIUIAS. ...........euii it 54
3.2.6.2 Esterilizacion de 1as MEMDBIaN@s. ........cooiiciiiiiiieeeis et s s sreree e e e e e ssnraeer e e e e e s nnnenes 54
3.2.6.3 Protocolo de transformacion por biobalistica. ............cccceviiiiii i 54
3.2.7. EXtraccCion de ACidOS NUCIEICOS. .......uieiiiiiiieiiiiiie it et ee e s iee e e nbee e e e ntee e e nneeas 58
3.2.7.1. Extraccion de ADN gENOMICO. .....ceciiiuiiieeiiiieeeiiieeeeeiaeeeestaeeessteeeesstaeessssaeeessnseeeessnes 58
T B = = Lo (o] 10 L= A SO 59




Indice

3.2.8. Deteccion de clonas transformadas por medio de PCR. ........cccccoiiiiiiiiiiie e 59
3.2.9 Andlisis de clonas transformadas mediante Southern blot............cccccooviiiiiiiii e, 60
3.2.9.1 Digestion con la enzima Sacll y BamHI ..........oooooiiiiiiiiiiiec e 60
3.2.9.2 SOULNEIN BIOL ...t e et e e et e e e sbeeeeeanes 60
3.2.9.3 Marcaje de 1a S0Nda de ADN ........ueiiiiiiiiiiiiiiec e e e s e e e e s e e e e e e s annnes 61
3.2.9.4 Pre-hibridacion € hibridacCion. ............ccueieiiiiiiie e e e sraee e 62
3.2.9.5 DetecciOn qUIMIO IUMINISCENTE. ......coiuiiiiiiieiiee ettt e st e sabe e naeeas 62
3.2.10 Sintesis de ADN complementario (ADNC) Yy RT-PCR. ......ccccoiiiiiiiiiiiie e 63
3.2.11 Andlisis de expresion génica mediante RT-PCR. ........cccciiiiiiiiiiiiie e 64
3.2.12 Extraccion de lipid0s tOtaleS. .......uuuiiiiiiiiiiiiiiee e 64
3.2.13 Cuantificacion de triacCilgliCEridOS. ........cciuiiiiiiiiie e 65
BB RESUIAUOS. ...ttt e e e ettt et e e e s e s bbb et e e e e e s e e b e e e e et e e e e e nnrreeees 66
3.3.1 Obtencién del vector de transformacion pcCGTRE Y pPCGTCLA. .....uvviviiiiiiicieeeee e, 66
3.2.2. Transformacion de C. reinhardtii por medio de biobalistica............cccccccoviiiiiieieiiniiiiinnn, 68
3.2.3. Andlisis de las clonas posiblemente transformadas con el vector pcGTRE. .............cc....... 69

3.2.4. Andlisis de nimero de copias integradas en el genoma de las clonas transformadas

con el vector pcGTRE por medio de Southern bIot.............oooiiiiii e, 72
3.2.5 Andlisis de expresién de las clonas transformadas con los vectores pcGTRE. .................. 73
3.2.6 Andlisis de la cantidad de biomasa, lipidos totales y TAGs presentes las clonas de C.
reinhardtii transformadas con el VeCtor PCGTRE. ......cocuviiiiiiiiiieiiiieee e 75
3.2.7. Andlisis de las clonas posiblemente transformadas con el vector pcGTCLA. ................... 78
3.2.8. Andlisis de nimero de copias integradas en el genoma de las clonas transformadas

con el vector pcGTCLA por medio de Southern bIot...........cooiiiiiii e, 80
3.2.9 Andlisis de expresion de las clonas transformadas con el vector pcGTCLA. .........cccccenee. 81
3.2.10 Andlisis de la cantidad de biomasa, lipidos totales y TAGs presentes las clonas de C.

reinhardtii transformadas con el VeCtor PCGTCLA. ..ottt 83
B Yol U 13 o] OO OO PP UP P PUPPUPPTOPRP 88
CAPITULO IV 18ttt n s 93
4.1 DISCUSION GENERAL ...cocutiititieiietetet ettt sttt bbbt es 93
4.2 CONCLUSIONES GENERALES. ......oiiiiiiiitit ettt sttt 96
4.3 PERSPECTIVAS ... oottt ettt bttt b et h bt ettt e e bbe e st e e e sab e e sabe e e abeeesnbeeenanee e 97
BIBLIOGRAFIA. .....c.ooitetieeeeteeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt e et se s e s anas 98
AN E X O S 113
ANBXO L o 113
ANBXO 2 o 115




Indice

AANEXO B 117
ANBXO 4 o 120
ANEXO B 121
ANBXO B .. 124
ANEBXO 7 e 126




Indice

5UTR
3UTR
ACP
ADNc
ADNg
DGAT
DMSO
DTT
FAMEs
G3P
GPAT
GRAS
Ha

Kb

LiAc
LPAT
LPAAT
NacCl
ORF
pb
PCR
PDAT
RE
RT
TAG
TAP
TLC

LISTADO DE ABREVIATURAS

Regién 5 no traducible

Regién 3’ no traducible

Acil carrier protein

ADN complementario

ADN gendémico

Diacilglicerol aciltransferasa

Dimetilsulfoxido

Ditiotreitol

Esteres metilicos de acidos grasos (Del inglés: Fatty acid metil ester)
Glicerol-3- fosfato

Glicerol 3-fosfato aciltransferasa

Considerada generalmente como segura (Del inglés: Generally Regarded as Save)
Hectareas

Kilo bases

Litros

acetato de litio

Fosfatasa del acido fosfatidico

Acido lisofosfatidico aciltransferasa

Cloruro de sodio

Marco de lectura abierto (Del inglés: Open reading Frame)
Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa

Phospholipid: diacylglycerol acyltransferase

Reticulo endoplasmico

Reaccion de la reversa transcriptasa

Triacilglicérido

Tris Acetato Fosfato

Cromatografia de capa fina




Indice

Vi



Indice

indice de Figuras

Figura 1.1 Reaccién de transesterificacion. (Hu et al. 2008). .........cccceveveeeiiiiiiieieee e 5
Figura 1.2 Sintesis de triacilglicéridos (TAGs) en general. GPAT. Glicerol 3-Fosfato
aciltransferasa, LPAAT. Acido lisofosfatidico aciltransferasa, LPAT. Fosfatasa del acido fosfatidico,
DGAT. Diacilglicerol aciltransferasa, CoOASH. Coenzima A. (Huang et al. 2010). ........cccceeeviviveeeiineeennnns 8
Figura 1.3 Esquema generalizado de la sintesis de triacilglicéridos en plantas (modificado de
SNYder € al. 2009). ....coiiiiiieeiitiie ettt e bt e e e bt e e e R b e e e e s R b r e e e annr e e e s annre e s 9
Figura 1.4 Vista simplificada de la ruta de la biosintesis de lipidos, siendo lo acidos grasos
sintetizados en el cloroplasto, mientras que los TAGs en el reticulo endoplasmico. ACCase, Acetil-
CoA carboxilasa, ENR, enoil-ACP reductasa, FAT, acil-ACP tioesterasa grasa, G3PDH, glicerol 3-
fosfato deshidrogenasa, GPAT, glicerol 3-fosfato aciltransferasa, HD, 3-hidroxiacil ACP deshidratasa,
KAR, 3-Ketoacil-ACP reductasa, KAS, 3-ketoacil sintasa, LPAAT, &cido lisofosfatidico aciltransferasa,
LPAT, lisofosfatidilcolina aciltransferasa, MAT, malonil-CoA:ACP transacilasa, PDH, complejo piruvato
deshidrogenasa, TAG, triacilglicéridos. (Radakovits et al. 2010)..........ccovcuieeiriiiieeiniiie e 10
Figura 1.5 Forma de union de las GPATs a la membrana. A) Forma de unién de la GPAT9 de A.
thaliana a la membrana del reticulo endoplasmico (Gidda et al. 2009) B) GPAT del higado de rata
unida a la membrana de la mitocondria (Gonzalez-Bard et al. 2001)........ccccceeeeeiiiiiiieieeeee e cccirieee e 17
Figura 1.6 Chlamydomonas reinhardtii. En la figura se observan las diferentes partes de esta
microalga: flagelos, nucleo, mitocondria, cloroplasto, entre otros (Merchant et al. 2007)..................... 19
Figura 1.7 Estrategia experimental para la caracterizacion funcional de los genes CrGPATre y
CrGPATCIA de la microalga C. reiNN@rdLii. ...........ooiiueiiiiiiiie e 24

Figura 2.1 Plasmidos utilizados: A) psGC, B) CrGPAT en pGEM-T-easy (representativo de los
genes CrGPATre y CrGPATCIA, en el caso de este Ultimo tiene el sitio de EcoRI en ambos lados)....28
Figura 2.2 Forma en que ocurre la ligacién entre psGC y CrGPAT para formar el plasmido pLGTre
0 pLGTCcIA (conteniendo al gen CrGPATre y CrGPATCIA, respectivamente).............cccceeeeeeeeeienn. 29
Figura 2.3 Electroforesis de 2 pL de las muestras purificadas para calcular la relacion vector:
inserto a usar para la ligacion. A) Digeridos con las enzimas de restriccion EcoRl y BamHI. B)
Digeridos con la enzima de restriccion EcoRI. M = Marcador de 1 Kb (NEB), 1 = CrGPATre (1.3 Kb), 3
= CrGPATCIA (1.2 Kb), 2 Y 4 = PSGC (9 KD). .ttt 37
Figura 2.4 Andlisis de restriccion con las enzimas BamHI y/o EcoRI de plasmidos producto de la
ligacién del vector psGC con los genes CrGPAT. M = Marcador de 1 Kb (NEB). A) pLGTRE, bandas
esperadas de 9 Kb vector y 1.3 gen CrGPATre. B) pLGTCLA, bandas esperadas de 9 Kb vectory 1.2
KD GBN CIGPATCIA. ..ottt ettt e e s bttt e e s b b et e e e bte e e e s et e e e e s sttt e e snbteeesnnneeae s 38

vii



Indice

Figura 2.5 Andlisis de restriccion con la enzima BamHI de plasmidos pLGTcIA para verificar
sentido de la clonacion. M = Marcador de 1 Kb (NEB). 1-6 = clonas pLGTCLA, bandas esperadas de
8.031 Kb y 1.2 Kb sentido correcto o aproximadamente 9 Kb sentido inverso. ..........cccccceveeevevcvvnnnnen. 39

Figura 2.6 Cajas de Petri representativas del resultado de la transformacion de S. cerevisiae con
los plasmidos pLGTre (que contiene al gen CrGPATre), pLGTclA (continene al gen CrGPATCcIA),
psGC (Vector vacio), cultivados en medio SD/-Leu. C+ = cepa gat1A cultivada en medio YPD, y C- =
cepa gat1A cultivada en medio deficiente (SD/-LEU). ...uuuriiieeiiiiiiiiiiieee e s e 40

Figura 2.7 Visualizacion de la integridad del ADNg del “pool” de clonas transformadas de S.
cerevisiae (gat1A). En el gel se adicionaron 5 pL de cada muestra. M = Marcador de 1 Kb
(Invitrogen). 1 = “pool” colonias tranformadas con el vector pLGTre, 2 = “pool” de colonias
transformadascon €l VECIOr PLGTCIA. ...ouiiieiieieieieeeie ettt eeeeaeeeeeaeeseeaeesssasasesssssssssssesssnssssssnnnennnnnes 41

Figura 2.8 Identificacion del transgén en el “pool” de colonias de S. cerevisiae por medio de PCR
utilizando 500 ng de ADNg. 1 = “pool” colonias transformadas con el vector pLGTre, 2 = “pool”
colonias transformadas con el vector pLGTclA, 3 = plasmido pLGTre, 4 = plasmido pLGTclA, 5 = agua
ultrapura, M = marcador 2 100 INVIETOGEN. .....couuiiiiiiiiii ittt 42

Figura 2.9 Integridad de los extractos protéicos. A) extracto total, B) extracto soluble, C) extracto
membranal. 1 = “pool” de colonias transformadas con el vector pLGTre, 2 = “pool” de colonias
transformado con el vector pLGTcIA, 3 = “pool” de colonias transformado con el vector psGC, 4 =
gat1A (cepa mutante) 5 = BY4742 (cepa silvestre), M = Marcador proteinas BioRad. ..............cc....e.... 43

Figura 2.10 Actividad de GPAT de CrGPATre y CrGPATCcIA medida por la expresion heterdloga en
la levadura mutante gat1A. A) extracto total, B) extracto soluble, C) extracto membranal. 1 = “pool” de
colonias transformadas con el vector pLGTre (conteniendo al gen CrGPATre), 2 = “pool” de colonias
transformado con el vector pLGTclA (conteniendo al gen CrGPATCcIA), 3 = “pool” de colonias
transformado con el vector psGC (vector vacio), 4 = gat1A (cepa mutante) 5 = BY4742 (cepa
silvestre). Diferentes letras minusculas en la gréafica indican diferencias significativas entre las medias
(ANOVA, LSD de Fisher con 95% de confianza, N = 6).......ccccceeeeeiieiiie e, 45

Figura 3.1 Cuadros de conteo en la camara de NEUDAUET. ..........cuveeeeeeiiiiiiiiiieece e 51

Figura 3.2 Plasmidos utilizados: A) pChlamy4 invitrogen, B) pcCrGPAT (representativo de los

genes CrGPATre y CrGPATCIA contenidos en el vector pSP124S)..........ccooiviiiiiiiie 52
Figura 3.3 Protocolo para la preparacion de las microparticulas de oro con los plasmidos para el
LoTe] 101 oF= 0 [=T o TP PPPTT 55
Figura 3.4 A) Colocacion de las membranas en los portamacroacarreadores. B) Ajuste de las
membranas en los portamacroacarreadores usando una tapa de plastico de tubo de ensayo. ........... 55
Figura 3.5 A) Toma de las particulas de oro, B) Secado de las particulas de oro ...........cccceeeneee. 56

viii



Indice

Figura 3.6 A) Distancia de las muestras bombardeadas. B) Camara de biobalistica...................... 57

Figura 3.7 A) Cajas a baja intensidad de luz, B) Repisa donde se encuentran a baja intensidad de

Figura 3.8 Lavado de CEIUIAS. ..........coiiiiiiiiie ettt st 58
Figura 3.9 Electroforesis de las muestras purificadas (2 pL) para calcular la relacion vector: inserto
a usar para la ligacién. M = Marcador de 1 Kb (NEB), 1 = CrGPATre (1.3 Kb), 2 = CrGPATCcIA (1.2 Kb),
3 = PCHIAMYA (3.6 KD). 1ttt e et e e a bt e e e a bt e e e nb e e e e e e e 66
Figura 3.10 Andlisis por digestidon con las enzimas de restriccion EcoRI y Xbal de dos plasmidos
producto de la ligacién del vector pChlamy4 con los genes CrGPAT. M = Marcador de Kb (NEB). 1 =
pcGTRE, bandas esperadas de 3.6 Kb vector y 1.3 gen CrGPATre. 2 = pcGTCLA, bandas esperadas
de 3.6 Kb vector y 1.2 Kb gen CrGPATCIA. ... e 67
Figura 3.11 Cajas representativas de la transformacion de C. reinhardtii con los plasmidos
pcGTRE, pcGTCLA, pChlamy4; Control de antibidtico = cepa silvestre cultivada en medio TAP con
Zeocina como agente de seleccion, y Control del cultivo = cepa silvestre cultivada en medio TAP sin
=T [T 0 (=0 [ [T ol o o o F O T TP P PP PPPPPOP 68
Figura 3.12 Visualizacién de la integridad de 5 yL del ADNg de las clonas transformadas con el
vector pcGTRE y del control. M = Marcador de 1 Kb (Invitrogen). 1-50 = Clonas RE 1-50; VV = Clona
transformada con el plasmido pChlamy4; Cs = Cepa SIlVESIIe. ......ccccceeeeiiiiiiiiiieee e 71
Figura 3.13 Identificacién de clonas transformadas con el plasmido pcGTRE por medio de PCR. 1-
50 = Clonas recuperadas que fueron transformadas con el vector pcGTRE. VV = Clona transformada
con el plasmido pChlamy4. Cs = Cepa silvestre. C+ = Pldsmido pcGTRE. C- = Agua ultra pura. ....... 71
Figura 3.14 Identificacion del nimero de copias presentes en las clonas transformadas con el
plasmido pcGTRE. No. = clona transformada, A = clona VV transformada con el plasmido pChlamy4;
B = cepa silvestre, C = plasSmido PCGTRE ........oiiiiiiiiiiiiiie ittt 72
Figura 3. 15. Calidad del ARN extraido de las clonas transformadas con el vector pcGTRE (1 ug
de ARN). No. = Clona transformada con el vector pcGTRE, pC4.1 = clona transformada con el vector
pChlamy4; Cs = cepa silvestre de C. reinhardtii. Pureza de todas las muestras = 1.8..........cccccceveennn. 73
Figura 3.16 Andlisis de expresion mediante RT-PCR del transgén de las clonas transformadas con
el vector pcGTRE. No. = Clona transformada con el vector pcGTRE. Se utilizé el gen de la actina
como control positivo (RT+ CrActin) y negativo (RT- CrActin). M= Marcador de peso molecular (2 log,
NEB). oottt ettt ettt et ettt et ettt 74
Figura 3.17 Acumulacion de biomasa de las diferentes clonas que expresan de forma
recombinante el gen CrGPATre. A) Concentracion celular. B) Biomasa seca. RE # = clona que

expresan de forma recombinante el gen CrGPATre. VV = Cepa transformada con el vector vacio. Cs =




Indice

Cepa silvestre. Diferentes letras minlsculas en la gréfica indican diferencias significativas entre las
medias (ANOVA, LSD de Fisher con 95% de confianza, N = 3). ...ccccccoviiiiiiiiiee e 76

Figura 3.18 Acumulacion de lipidos y triacilglicéridos de las clonas que expresan de forma
recombinante el gen CrGPATre. A) Lipido total. B) TAGs totales. C) Porcentaje de lipidos totales por
biomasa seca. D) Porcentaje de triacilglicéridos por biomasa seca. E) Porcentaje de triacilglicéridos
por lipidos totales. RE # = clona que sobre expresa el gen CrGPATre. VV = Cepa transformada con el
vector vacio. Cs = Cepa silvestre. Diferentes letras mindsculas en la gréfica indican diferencias
significativas entre las medias (ANOVA, LSD de Fisher con 95% de confianza, N = 3).........ceccvuvvneeen. 78

Figura 3.19 Visualizacion de la integridad de 5 pL del ADNg de las clonas transformadas con el
vector pcGTCLA y del control. M = Marcador de 1 Kb (Invitrogen). 1-20 = Clonas CLA 1-20; VV =
Clona transformada con el plasmido pChlamy4. ..........oooiiiiiiiiiii e 79

Figura 3.20 Identificacién de clonas transformadas con el plasmido pcGTCLA por medio de PCR.
1-20 = Clonas recuperadas con este pldsmido. pC4.2 = Clona 2 transformada con el pldsmido
pChlamy4. Cs = Cepa silvestre. C+ = Plasmido pcGTCLA. C- = Agua ultra pura.........cc.ccceecvvvverreeenn. 80

Figura 3.21 Identificacion del nimero de copias presentes en las clonas transformadas con el
plasmido pcGTCLA. No. = clona transformada, A = clona VV transformada con el plasmido pChlamy4;
B = cepa silvestre, C = plAsmido PCGTCLA. ... ..t e e e e e s e e e e e e s e snanbeeeeeeaeesannnnes 81

Figura 3.22 Calidad de 1 pg del ARN total extraido por medio del protocolo basado en el reactivo
de TRIzol de Invitrogen. No. = Clona transformada con el vector pcGTCLA, VV = clona transformada
con el vector pChlamy4; Cs = cepa silvestre de C. reinhardtii. Pureza de todas las muestras = 1.8.... 82

Figura 3.23 Analisis de expresion mediante RT-PCR del transgén de las clonas transformadas con
el vector pcGTCLA. No. = Clona transformada con el vector pcGTCLA. Se utilizé el gen de la actina
como control positivo (RT+ CrActin) y negativo (RT- CrActin). M= Marcador de peso molecular (2 log,
N1 TR RO 83

Figura 3.24 Acumulacién de biomasa de las diferentes clonas que expresan de forma
recombinante el gen CrGPATCcIA. A) Concentracion celular. B) Biomasa seca. CLA # = clona que
sobre expresa el gen CrGPATCcIA. VV = Cepa transformada con el vector vacio. Cs = Cepa silvestre.
Diferentes letras minasculas en la grafica indican diferencias significativas entre las medias (ANOVA,
LSD de Fisher con 95% de coNfianza, N = 3)....cccuuiiiiieeeeiiiiiiiee e ee e e e e e e e e e s s snnteeereaeeesnnnnnes 84

Figura 3.25 Acumulacién de lipidos y triacilglicéridos de las clonas que expresan de forma
recombinante el gen CrGPATCcIA. A) Lipido total. B) TAGs totales. C) Porcentaje de lipidos totales por
biomasa seca. D) Porcentaje de triacilglicéridos por biomasa seca. E) Porcentaje de triacilglicéridos
por lipidos totales. RE # = clona que sobre expresa el gen CrGPATCcIA. VV = Cepa transformada con
el vector vacio. Cs = Cepa silvestre. Diferentes letras minusculas en la grafica indican diferencias

significativas entre las medias (ANOVA, LSD de Fisher con 95% de confianza, N = 3)....ccc.cccevevvvvnennn. 87




Indice

indice de Cuadros

Cuadro 1.1 Comparacion de cultivos para la produccion de biodiésel (Schenk et al. 2008)............. 4

Cuadro 1.2 Contenido de lipidos de la masa seca de varias especies de microalgas (Singh et al.

Cuadro 1.3 Modificaciones genéticas en plantas con genes tipo GPAT para incrementar TAGs 0
rESISENCIA @ FACIOIES tEIMICOS. .. iiiiiiiii ettt et e e s bt e e e e bt e e e e nbe e e e enneas 15
Cuadro 1.4 Motivos caracteristicos de las GPATSs (Lewin et al.1999) .........cccoviiiiiiinien e 16

Cuadro 2.1 Oligonucledétidos y temperaturas de alineamiento utilizadas en cada programa de PCR
(DU E T (I ) TP PP PP R PUPPPO 33

Cuadro 3.1 Temperaturas de alineamiento utilizadas en cada programa de PCR (Duarte, 2013). 60

Cuadro 3.2 Temperaturas de alineamiento y tamafio de las sondas utilizadas para el Southern blot
(DUAIE, 2003). oo 62

Cuadro 3.3 Numero de colonias observadas en las placas de la transformacion de C. reinhardtii
con los plasmidos pcGTRE, pcGTCLA y pChlamy4 por medio de biobalistica............ccccceeeeeeieiininnnnn. 69

Xi



Indice

xii



Resumen

RESUMEN

Las microalgas han sido propuestas como una fuente alternativa de lipidos, en
particular los triacilglicéridos (TAGSs) para la produccién de biodiésel y bioturbosina, debido a
ventajas en su cultivo, y por su capacidad de acumular grandes cantidades de TAGs
particularmente bajo condiciones de estrés de nutrientes. Sin embargo, es necesario
desarrollar cepas que tengan una mayor productividad de TAGs en condiciones éptimas de
cultivo, y para ello es necesario el estudio del metabolismo de los lipidos. En plantas, se
sabe que el primer paso de la ruta de sintesis de TAGs es catalizado por la enzima Glicerol
3-fosfato aciltransferasa (GPAT). Sin embargo, el conocimiento respecto a ésta ruta en

microalgas aun es incipiente, aunque se considera que es similar al de las plantas.

En estudios previos en nuestro laboratorio, durante mi tesis de maestria, se
identificaron y caracterizarén por bioinformatica dos genes homologos a genes que codifican
para enzimas GPAT en la microalga verde Chlamydomonas reinhardtii. Un homodlogo a la
isoenzima AtGPAT9 fue nombrado CrGPATre, y un homdlogo a la isoenzima ATS1 fue
nombrado CrGPATCIA, y con base en el andlisis bioinforméatico se sugiri6 que CrGPATre
correspondia a la isoenzima del reticulo endoplasmico, la cual en plantas se encuentra
relacionada a la sintesis de TAGs, y CrGPATCcIA correspondia a la isoenzima del cloroplasto,

la cual en plantas se encuentra relacionada con la sintesis de lipidos de membrana.

En el presente trabajo se llevd a cabo la expresion heter6loga de CrGPATre y
CrGPATCIA en la cepa mutante de Saccharomynces cerevisiae gat1A, y se realizaron
ensayos enzimaticos con tres diferentes extractos (total, soluble y membranal), mediante los
cuales se demostrd que los genes CrGPATre y CrGPATCIA codifican enzimas con actividad
de GPAT. La actividad de CrGPATre fue detectada en el extracto membranal, lo cual
concuerda con los diferentes reportes en los cuales caracterizan a las enzimas GPAT
microsomales. Por su parte, este estudio se reporta por primera vez una enzima GPAT, en

este caso CrGPATCcIA con actividad tanto en el extracto soluble como en el membranal.

Ademas, en este trabajo se evalud el efecto de la expresion recombinante de los genes

CrGPATre y CrGPATCIA en C. reinhardtii y su relacién con la acumulacién de lipidos totales
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y TAGs en esta microalga. En este trabajo, se obtuvieron 10 lineas transgénicas para el gen
CrGPATre de las cuales en nueve se pudo detectar la expresion del transgén, y cuatro lineas
transgeénicas para el gen CrGPATCIA, de las cuales en tres se pudo detectarse la expresion
del transgén. El andlisis del porcentaje de lipidos totales por biomasa seca no reveld
diferencias significativas entre las lineas transgénicas y la cepa silvestre. Mientras que todas
las lineas transgénicas presentaron un menor porcentaje de TAGs por biomasa seca

comparado con la cepa silvestre.

Los resultados del presente trabajo, sugieren que si bien los genes CrGPATre y
CrGPATCIA pueden estar involucrados en la sintesis de lipidos de membrana y la sintesis de
lipidos de almacén, la regulacion se encontraria en otro punto de la ruta de sintesis en C.
reinhardtti.
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ABSTRACT

Microalgae are attractive as an alternative source of lipids, in particular triacylglycerides
(TAGSs) to produce biodiesel and bioturbosine, mainly due to easy culture, as well as their
capacity to accumulate high quantities of TAGs, especially under nutrient stress. However, it
is necessary to develop strains with higher TAG productivities under optimum culture
conditions, therefore, it is necessary the study of the TAG biosynthesis pathway. In plants, it
is known that the first step of this pathway is catalyzed by the enzyme Glycerol-3-phosphate
Acyltrasferase (GPAT). However, knowledge about this route in microalgae is still incipient,
although it is consider to be similar that of plants.

In previous studies in our laboratory, two homologous of GPAT genes in the green
microalga Chlamydomonas reinhardtii were identified and characterized by bioinformatics.
One homologue to the isozyme AtGPAT9 named CrGPATre, and one homologue to the
isozyme ATS1 named CrGPATCcIA, where the bioinformatic analysis suggests that CrGPATre
corresponds to the endoplasmic reticulum isozyme, which in plants is related to the synthesis
of TAGs, and CrGPATCcIA corresponds to the chloroplast isozyme, which in plants is related
to the synthesis of membrane lipids.

The acyltransferase activity of CrGPATre and CrGPATCcIA genes was evidenced by
heterologous expression in the Sacharomynces cerevisiae mutant gat14, and the enzymatic
essay of the tree diferent extracts (total, soluble and membranal), by means of which it was
demonstrated that CrGPATre and CrGPATCcIA encode enzymes with GPAT activity. The
CrGPATre activity was detected in the membranal extract, which agrees with the repots
where the microsomal GPAT enzymes are characterized. For its part, this study reports for
the first time a GPAT enzyme, in this case CrGPATCcIA with activity in both the soluble and
membrane extracts. We also report the recombinant expresion of CrGPATre and CrGPATCcIA
genes in C. reinhardtii to evaluate their relation to the production of total lipids and TAGs in
this microalgae. In this work, 10 transgenic lines carrying the CrGPATre gene were obtain,
out of which nine showed transgene expression. Four transgenic lines transformed with the
CrGPATCIA gene were also obtained, in tree of them transgene expression was detected. In

those lines, the analysis of the percentaje of total lipid per dry biomas did not reveal any
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significative diference compared to the wild type. While all transgenic lines presented a lower

percentaje of TAGs for dry biomas compared to the wild type.

The results in this work sugest that CrGPATre and CrGPATCIA could be involved in the
membrane lipids pathway as well as the storage lipid pathway, however the regulation occurs
in other point of the pathway in C. reinhardtii.
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INTRODUCCION

La produccién de los biocombustibles utilizados para los medios de transporte, como el
biodiésel, son obtenidos principalmente a partir de los aceites presentes en las semillas de
las plantas, siendo de todas ellas la de mayor rendimiento la palma aceitera (5,950 L/ha por
afo), pero éstas necesitan de tierras cultivables por lo que compiten con las tierras dirigidas
a la alimentaciéon (Ahmad et al. 2011; Widjaja et al. 2009; Schenk et al. 2008; Xiong et al.
2008). En los ultimos afios se han visto a las microalgas como alternativa para produccion de
biocombustibles debido a que son capaces de producir una mayor cantidad de aceite
(12,000 — 98,500 L/ha por afio en el caso de microalgas con una produccion del 30 al 50%
de triacilglicéridos de su peso seco), pueden ser cultivadas en tierras marginales, por lo que
no entrarian en conflicto con la produccién de alimentos como en el caso de las plantas
(Ahmad et al. 2011; Widjaja et al. 2009; Schenk et al. 2008; Xiong et al. 2008; Xu et al.
2006), y presentan diferentes usos como: suplementos alimenticios, descontaminacion de
aguas residuales (Jonsson et al. 2001), produccion de proteinas recombinantes (Rivera-Solis
et al. 2011), secuestro del CO, producido por grandes empresas, y fertilizante en la
agricultura (Sheehan et al. 1998; Sun et al. 1998), entre otras cosas, observandose, en la
produccion de productos de alto valor agregado, que su cultivo y escalamiento es
relativamente facil, rapido y econémico (Widjaja et al. 2009; Xiong et al. 2008).

De los aceites obtenidos de microalgas, los triacilglicéridos (TAGs) pueden ser
utilizados para la produccién de biodiésel por medio de una reaccién de transesterificacion
(Khozin-Goldberg and Cohen, 2011; Mata et al. 2010; Snyder et al. 2009; Wendel et al. 2009;
Riekhof et al. 2007).

Aunque las microalgas han sido propuestas como la mejor opcidn para la produccion
de biocombustibles, aln es necesaria una mayor produccién de aceites para este fin, pero
sin incrementar las extensiones de tierra destinadas para su cultivo. Por lo tanto, se han
realizado diferentes estudios para incrementar la produccién de TAGs en microalgas, como
por ejemplo mediante la aplicacion de diferentes tipos de estrés como el osmaético (ej. por
NaCl) o la deficiencia de algun nutriente (ej. fosforo o nitrégeno), observandose que bajo

estas condiciones se incrementa la cantidad de TAGs (Khozin-Goldberg y Cohen, 2011; Li et




Introduccion

al. 2011; Siaut et al. 2011; Moellering y Benning, 2010). Debido a que uno de los efectos de
la adicion o remocion de compuestos al medio de cultivo es la disminucién de la biomasa
varios estudios buscan otras opciones en lugar del estrés. Uno de éstos estudios es la
modificacion de la ruta de sintesis de TAGs (ruta de Kennedy en plantas), ya que en se han
identificado secuencias homoélogas a las enzimas de dicha ruta en microalgas (Nakamura y
Li-Beninson, 2016). Segun la ruta de Kennedy, existen cuatro enzimas que se encargan de
la sintesis de los TAGs, siendo la Glicerol 3-fosfato Aciltransferasa (GPAT) la que realiza el
primer paso de esta ruta uniendo un &cido graso a la posiciébn uno del glicerol 3-fosfato
(G3P). En plantas se ha demostrado que la sobreexpresion de la GPAT es capaz de
incrementar la produccién de lipidos en las semillas de plantas como Arabidopsis thaliana
(Jain et al. 2000).

Chlamydomonas reinhardtii es una microalga verde considerada como un modelo de
estudio debido a su cultivo bien establecido, facil y econémico (Khan et al. 2009), su genoma
nuclear y del cloroplasto han sido completamente secuenciados (Merchant et al. 2007) v,
presenta diferentes métodos de transformacion (Kindle y Sodeide, 1993). Recientemente,
como parte de la tesis de maestria de una servidora, se identificaron y se caracterizaron in
silico dos genes homdlogos a GPAT en esta microalga, un homélogo al gen que codifica
para la isoenzima AtGPAT9 correspondiente al reticulo endoplasmico (CrGPATre) y uno
para el gen que codifica para isoenzima ATS1 correspondiente al cloroplasto (CrGPATCcI),
observandose la presencia de dos isoformas en esta Ultima nombrados CrGPATCIA y
CrGPATcIB (Duarte, 2013).

El objetivo de este trabajo fue la caracterizacion funcional de los genes CrGPATre y
CrGPATCcIA de C. reinhardtii y su relacion con la acumulacién de lipidos totales y
triacilglicéridos. Se espera que este conocimiento contribuya a sentar las bases para que en
estudios posteriores sea posible dilucidar la ruta de sintesis de TAGs en microalgas, y

posteriormente incrementar la acumulacion de lipidos en C. reinhardtti u otra microalga.
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ANTECEDENTES

1.1 Lipidos para la produccién de biocombustibles

Desde la época de la industrializacion el petréleo ha sido la mayor fuente de obtencion
de energia debido a los motores de combustién interna, esto ha ocasionado el consumo
masivo de éste originando un deterioro importante del ambiente, ya que el uso de estos
combustibles no renovables provocan efectos negativos que pueden ser de gran magnitud
como el calentamiento global, el cual es provocado por las emisiones de gases de efecto
invernadero, contaminantes que se originan cuando los combustibles fésiles son quemados,
asi como se ha calculado su agotamiento en aproximadamente 50 afios (Rodolfi et al. 2009;
Bravo, 2007). Debido a esto, muchas investigaciones se han enfocado en la busqueda de
nuevas fuentes de energia que sean capaces de sustituir a la que se genera por el petréleo,
tales como la energia edlica, la solar, la térmica, entre otras, donde se observd que los
biocombustibles como el biogas, bioetanol, biodiésel y bioturbosina utilizan los mismos
equipos con ninguna o minimas modificaciones (Claassen et al. 1999), siendo el biodiésel el
gue se presenta como una alternativa muy atractiva, ya que es un biocombustible derivado
de aceites vegetales o grasas animales que puede ser utilizado como sustituto total o parcial

del gasd6leo en motores de diesel convencionales.

Actualmente, el biodiésel se produce a partir de los aceites que se extraen
principalmente de semillas de plantas, entre éstas se encuentran el girasol (Helianthus
annuus L.), el cocotero (Cocos nucifera Linneo), Jatropha curcas Linneo, la palmera aceitera
(Elaeis guieensis Jacq.), entre otras (Schenk et al. 2008) siendo ésta ultima es la que
presenta la mayor produccién de aceite como se observa en el Cuadro 1.1. En éste cuadro
también se presenta el porcentaje de area global y de tierras arables que serian necesarias
para satisfacer la demanda mundial de biodiesel para el 2008; lo cual en la mayoria de los
cultivos antes mencionados sobrepasarian la cantidad de tierra existente (Araujo et al. 2011;
Mutanda et al. 2011; Singh et al. 2011; Radakovits et al. 2010; Widjaja et al. 2009; Hu et al.
2008; Chisti, 2007; Riekhof et al. 2007).




Capitulo |

De igual forma, en el Cuadro 1.1; basado en el estudio de Schenk y colaboradores
(2008), se observa que cuando estos autores afiaden a las microalgas al cuadro éstas se
presentan como la mejor opcién para la produccion de biocombustibles, debido a que éstas
facilmente pueden duplicar la produccién de la palma aceitera en la mitad del &rea que ésta
necesita, basdndose en microalgas con un 30% de triacilglicéridos (TAGS), y como las
microalgas pueden ser cultivadas en tierras no arables, no competirian con la produccién de

alimentos de uso humano o animal como ocurre con las plantas.

Cuadro 1.1 Comparacion de cultivos para la produccion de biodiésel (Schenk et al. 2008).

Cultivo Biodiésel Porcentaje del area global Porcentaje necesario
(L/ha/afio) requerida para satisfacer la del area global de
demanda mundial tierra arable
Algododn 325 100.7 756.9
Soya 446 73.4 551.6
Semillade 572 57.2 430.1
mostaza
Girasol 952 344 258.4
Canola 1190 27.5 206.7
Jatropha 1892 17.3 130 (0%)
curcas
Palma aceitera 5950 55 41.3
Microalgas 12000 2.7 20.5 (0%)
(30% de TAGS)
Microalgas 98500 0.3 2.5 (0%
(50% de TAGS)

*Si el cultivo de las microalgas se encuentra en tierras no cultivables, Jatropha curcas

es principalmente cultivada en tierras marginales.

De los lipidos presentes en las semillas de las plantas o en los cuerpos lipidicos
presentes en las microalgas, sélo los TAGs son los que reaccionan para la obtencion de

estos biocombustibles.
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1.1.1 Generalidades de biocombustibles a partir de lipidos

La produccion de biocombustibles a partir de los TAGs presentes en las semillas y en
los cuerpos lipidicos de las microalgas, se obtienen a partir de diferentes reacciones,
dependiendo del tipo de biocombustible que se quiera producir (ej. hidrocraqueo para
bioturbosina, alcohdlisis para biodiesel). La produccion de biodiésel se obtiene a partir de un
proceso de transesterificacion (alcoholisis). Este proceso se basa en la reaccion de una
molécula de TAG con tres moléculas de un alcohol (generalmente metanol), produciendo
una molécula de glicerol y tres de acidos grasos (ésteres metilicos), los cuales son utilizados
como biodiésel (Figura 1.1) (Hu et al., 2008; Chisti, 2007).

Catalisis

|
f:||-|2—':30c—R2 4 3roH _>E R,==COO —R cr — OH

Triacilglicéridos Alcohol Esteres metilicos Glicerol
(Biodiesel)

Figura 1.1 Reaccién de transesterificacion. (Hu et al. 2008).

En la produccion de biodiésel hay que tener en cuenta los acidos grasos que se
encuentran unidos a la cadena del glicerol de los TAGs, ya que de ellos dependera la calidad
del biodiésel producido, esto se debe a las propiedades estructurales de los acidos grasos,
siendo la longitud, nimero de insaturaciones y ramificaciones de la cadena, las que
determinan las propiedades fisicas del combustible. Generalmente, el nUmero de cetano y
viscosidad aumentan conforme se hace mas larga la cadena de carbonos que conforma al
acido graso y disminuye conforme al niumero de insaturaciones, de igual forma, un alto
namero de insaturaciones en la cadena hace inestable al biocombustible (de rapida
degradacion), lo cual no es deseable si se desea almacenar por un largo periodo de tiempo
(Hu et al. 2008; Chisti, 2007; Ban-Weiss et al. 2007). Schenk y colaboradores (2008)
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propusieron una mezcla de &cidos grasos de C16:1; C18:1; C14:1 (Numero de carbonos:
insaturaciones) con una proporcion de 5:4:1 para que el biodiésel tenga las mismas
propiedades que el diésel.

Por lo anterior, es importante conocer las caracteristicas de los lipidos presentes en las
microalgas, las cuales varian entre cada una de las especies (Chisti, 2007). Otros autores
han estado tratando de encontrar una microalga que pueda ser capaz de producir una gran
cantidad de aceite con una mayor proporcion de TAGs para la produccion de biodiésel (Misra
et al. 2013; Amaro et al. 2011; Scott et al. 2010; Mata et al. 2010). La variacién del contenido
lipidico en algunas microalgas se presenta en el Cuadro 1.2.

Cuadro 1.2 Contenido de lipidos de la masa seca de varias especies de microalgas
(Singh et al. 2011).

Especie Contenido de lipidos (% peso seco)
Botyococcus braunii 25-80
Chlamydomonas reinhardtii 21
Chlorella emersonii 28-32
Chlorella protothecoides 57.9
Chlerella pyreinoidosa 46.7
Chlorella vulgaris 14-22
Dunaliella tertiolecta 35.6
Hormidium sp. 38
Isochrysis sp. 25-33
Nannochloris sp. 30-50
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzchia sp. 45-47
Pleurochrysis carterae 30-50
Schizochytruim sp. 50-77
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Debido a que muchas microalgas tienen un nivel de produccion de TAGs variable, y en
condiciones Optimas de cultivo estos niveles pueden ser relativamente bajos para una
explotacion comercial, varios estudios se han enfocado en diferentes formas para
incrementar su produccién, siendo una de estas las modificaciones al medio o las
condiciones de cultivo, tales como la remocion de algun compuesto al medio, como el azufre
0 nitrdgeno, o con la adicion de algun estrés osmético, tal como la adicion de NaCl (Cakmak
et al. 2012; Contreras, 2011; Siaut et al. 2011; Miao y Wu, 2006; lliman et al. 2000), pero
este cambio en el medio de cultivo implicaria una mayor inversion durante el escalamiento
para la produccién masiva de aceites para producir biodiesel (Cakmak et al. 2012; Contreras
et al. 2011), asi como la afectacion en la biomasa obtenida de cada cultivo de microalgas, tal

como lo presenta el estudio realizado por Conteras et al 2011.

Por tanto, estudios recientes han puesto su atencion en las modificaciones genéticas
mediante las cuales se podria no sélo mejorar los rendimientos de produccién de aceites en
las microalgas, sino que también se podria obtener los aceites con las caracteristicas
deseadas para un biodiésel de alta calidad, asi como una forma mas sencilla de extraccion
de estos (ej. la excrecion de los TAGs al medio de cultivo), asi como la aproximacion por
medio de las gendmica, proteémica o metabolémica (Misra et al. 2013; Khozin-Goldberg and
Cohen, 2011; Radakovits et al. 2010; Snyder et al. 2009).

1.2 Metabolismo de lipidos en microalgas

1.2.1 Comparacién del metabolismo de triacilglicéridos entre plantas vasculares y

microalgas

La produccion de triacilglicéridos se lleva a cabo por medio de la ruta de Kennedy en el
reticulo endoplasmico, el primer paso lo realiza la glicerol 3-fosfato aciltransferasa (GPAT), la
cual une un acido graso libre al primer carbono del glicerol 3-fosfato (G3P) formando al acido
lisofosfatidico, posteriormente, la acido lisofosfatidico aciltransferasa (LPAAT) une un acido
graso en la segunda posicién del G3P formando al acido fosfatidico, del cual es removido el

fosfato por medio de la fosfatasa del acido fosfatidico (LPAT) para convertirse en
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diacilglicerol, y asi dar paso a el Ultimo paso de ésta ruta que esta a cargo de la diacilglicerol
aciltransferasa (DGAT), la cual une un &cido graso libre a la tercera posicion de G3P dando
lugar al triacilglicérido (Figura 1.2) (Liu et al. 2013; Huang et al. 2010; Radakovits et al. 2010;
Murata and Tasaka, 1997). De igual forma las moléculas obtenidas durante cada paso de la
sintesis de TAGs pueden servir como sustrato para diferentes enzimas para la produccion de
otros lipidos, principalmente lipidos de membrana como la lisofosfatidilcolina obtenida por la
accion de la fosfatidilcolina aciltransferasa en el diacilglicérido, la fosfatidilcolina obtenida por
la aciltransferasa fosfolipidica del diacilglicerol sobre el &cido fosfatidico (Figura 1.3),
dandose principalmente estas reacciones enzimaticas en el cloroplasto y mitocondria (Huang
et al. 2010; Snyder et al. 2009; Murata y Tasaka, 1997).

Aungque en general la ruta de sintesis de lipidos y acidos grasos es similar en las
plantas y en las microalgas, existen diferencias de como ocurre este metabolismo en cada
una de ellas. Por ejemplo en el caso de las microalgas todo ocurre dentro de su célula,
mientras que en las plantas ocurre en tejidos o sitios especificos como pueden ser en las

semillas o en los frutos (Hu et al. 2008).

H, C—OH o o
| COASH |, QAN CORSH . H, C—O—VA
HO—CH i/ | i/ T
0 s HO—CH —5— AANAAN—O—
| il AAAA C—S—CoA o AAAN C—S5—CoA O—CH
H,C—0—P-0" — |0 — T
| H, C—0—P—0" o
o GPAT | LPAAT H, C—0—P—
. Or I -
Gliceral SSFOSIato Acido lisofosfatidico o . O
(G3P) Acido fosfatidico
pi
", CoASH (I)I H,0
o H, C—0— AN ﬂ' / o H, C—O0—" WA LPAT
1] | AANN C=S—CoA i
AANA—O—CH . € AANA-0—CH
| Il DGAT I
H, C—0—" VY H, C—CH,0H
Triacilglicérido Diacilglicerido

Figura 1.2 Sintesis de triacilglicéridos (TAGs) en general. GPAT. Glicerol 3-Fosfato
aciltransferasa, LPAAT. Acido lisofosfatidico aciltransferasa, LPAT. Fosfatasa del acido

fosfatidico, DGAT. Diacilglicerol aciltransferasa, CoOASH. Coenzima A. (Huang et al. 2010).
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Fosfolipido: Diacilglicerol aciltransferasa
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Figura 1.3 Esquema generalizado de la sintesis de triacilglicéridos en plantas (modificado de
Snyder et al. 2009).

1.2.2 Sintesis de lipidos, acidos grasos y triacilglicéridos en microalgas en general

A diferencia de la plantas la sintesis de lipidos, acidos grasos Yy triacilglicéridos en
microalgas no ha sido completamente elucidada, aunque en las microalgas cuyos genomas
han sido secuenciados, se han encontrado homoélogos a los genes que codifican para las
enzimas que participan en esta ruta (Misra y Panda, 2013; Nguyen et al. 2011; Khozin-
Goldberg y Cohen, 2011; Radakovits et al. 2010), por lo que se puede considerar que esta

ruta de sintesis de TAGs es muy parecida a la de las plantas superiores.

De igual forma, existen diferentes estudios en donde se han caracterizado enzimas
correspondientes a las de la ruta de sintesis de TAGs, como el realizado por Xu y
colaboradores (2009) en donde se caracteriz6 un gen que codifica para la enzima GPAT en
la microalga Thalassiosira pseudonana, en los estudios realizados por Duarte (2013) se
identificaron y caracterizaron dos genes homoélogos a GPAT en Chlamydomonas reinhardtii,
uno homologo a AtGPAT9 nombrado CrGPATre y uno homdlogo a ATS1 nombrado
CrGPATcl, observandose la presencia de dos isoformas en esta dltimo (CrGPATCIA y
CrGPATcIB). De igual forma el estudio realizado por Misra y Panda (2013) mencionan la
caracterizacion in silico de las GPATs de siete microalgas, identificando entre ellas los

motivos caracteristicos de la enzima y su estructura tridimensional, entre ellas la isoforma A
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del cloroplasto de C. reinhardtii identificada por Duarte (2013). El aislamiento vy
caracterizacion molecular de DGAT en Ostreococus tauri y en Chlorella sacharophilla
(Wagner et al. 2010; Osuna, 2013), la DGAT y PDAT (Phospholipid: diacilgycerol
aciltransferase) de C. reinhardtii, entre otras.

En la Figura 1.4 se puede observar una prediccion de cémo es que se podria estar
llevando a cabo la sintesis de TAGs en las microalgas, basandose en el conocimiento que se
tiene de plantas superiores, donde la sintesis de los acidos grasos se lleva a cabo en el
cloroplasto, los cuales son exportados al reticulo endoplasmico en donde son unidos a la

cadena de glicerol 3-fosfato para la formacion de los TAGs.
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Figura 1.4 Vista simplificada de la ruta de la biosintesis de lipidos, siendo lo &cidos grasos
sintetizados en el cloroplasto, mientras que los TAGs en el reticulo endoplasmico. ACCase,
Acetil-CoA carboxilasa, ENR, enoil-ACP reductasa, FAT, acil-ACP tioesterasa grasa,
G3PDH, glicerol 3-fosfato deshidrogenasa, GPAT, glicerol 3-fosfato aciltransferasa, HD, 3-
hidroxiacil ACP deshidratasa, KAR, 3-Ketoacil-ACP reductasa, KAS, 3-ketoacil sintasa,
LPAAT, acido lisofosfatidico aciltransferasa, LPAT, lisofosfatidilcolina aciltransferasa, MAT,
malonil-CoA:ACP transacilasa, PDH, complejo piruvato deshidrogenasa, TAG,

triacilglicéridos. (Radakovits et al. 2010).
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Varias enzimas forman parte de la ruta de sintesis de TAGs y se ha observado que la
gue se presenta como el punto limitante de esta ruta es la glicerol 3-fosfato aciltransferasa
(GPAT), debido a la baja afinidad que tiene ésta con el acido graso, haciendo que la accién
de esta enzima tome mas tiempo comparado con las demas de la ruta (Liu et al. 2013; Chen
et al. 2011; Snyder et al. 2009).

1.3 La enzima Glicerol 3 fosfato aciltransferasa

La enzima glicerol 3-fosfato aciltransferasa, también conocida como GPAT (EC
2.2.1.15), es una enzima esencial para la ruta de los TAGs ya que es la encargada de dar el
primer paso en esta ruta, con la adicion de un &cido graso, usualmente de una longitud de 16
y 18 carbonos, en la posicién uno al glicerol 3-fosfato (Musrata y Tasaka, 1997). Existen
diferentes lugares en la célula en las cuales se encuentran isoenzimas de ésta, como puede
ser el cloroplasto, el reticulo endoplasmico y la mitocondria (Chen et al. 2011). La isoenzima
que se encuentra en el cloroplasto es hidrofilica, y se le relaciona con la produccién de
lipidos de membrana (acidos grasos de 16 carbonos) tomando como grupo donador de
acilos (acidos grasos) al acyl-ACP (Misra y Panda, 2013; Murata y Tasaka, 1997). Las otras
dos isoenzimas son hidrofdbicas, unidas a membrana, las cuales toman como grupo donador
de acilos al acyl-CoA, siendo la del reticulo endoplasmico la que se encuentra relacionada a
la produccion de TAGs y une principalmente acidos grasos de 18 carbonos a la cadena de
glicerol 3-fosfato, mientras que la de la mitocondria se encuentra relacionada a la produccién
de lipidos de membrana al igual que la isoenzima del cloroplasto (Bratschi et al. 2009; Xu et
al. 2009; Lewin et al. 1999; Murata and Tasaka, 1997).

Muchos de los estudios realizados en plantas han demostrado a qué tipo de ruta estan
ligadas cada una de estas isoenzimas (sintesis de lipidos de membrana o de TAGs) (Shokey
et al. 2016; Chen et al. 2011). En microalgas no se han realizado muchos estudios al
respecto, sin embargo, Fan y colaboradores (2011) observaron la presencia de cuerpos
lipidicos dentro del cloroplasto de C. reinhardtii asi como que la conformacién de éstos
(presencia de acidos grasos con 16 carbonos en la segunda posicion del glicerol 3-fosfato)

corresponde a los encontrados en el cloroplasto, esto es debido a que de las tres
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aciltransferasas presentes en la ruta de Kennedy la segunda, la acido lisofosfatidico
aciltransferasa (LPAAT), es la mas especifica de las tres la cual une acidos grasos de 16
carbonos en el cloroplasto y de 18 en el reticulo endoplasmico (Fan et al. 2011; Snyder et al.
2009), por lo que con este andlisis aseveran que es posible que se esté llevando a cabo la
sintesis de TAGs en el cloroplasto de esta microalga y no sélo en el reticulo endoplasmico.
Resultados similares han sido encontrados por Goold y colaboradores (2015) y Goodson y
colaboradores (2011), en donde estos autores de igual forma identificaron cuerpos lipidicos
dentro del cloroplasto de C. reinhardtii.

Existen diferentes estudios enfocados al aislamiento de enzimas GPAT en plantas,
tales como: aguacate (Persea americana) (Eccleston y Harwood, 1995), espinaca (Spinacia
oleacea) (Frentzen et al. 1983), calabaza (Cucurbita moschata) (Turnbull et al. 2001), entre
otras, enfocados principalmente a la funcion de éstas (que tipo de &cido graso unen a la
cadena de glicerol 3-fosfato) para relacionarla a la resistencia al frio de las plantas, aunque
muy pocas de ellas han sido molecularmente caracterizadas (Murata y Tasaka, 1997). En A.
thaliana han sido identificadas diez isoenzimas GPAT, una perteneciente al cloroplasto
(ATS1) (Nishida et al. 1993), tres en mitocondria (AtGPAT 1-3), y siete en el reticulo
endoplasmico (AtGPAT 4-9) (Chen et al. 2011), siendo la AtGPAT9 la Unica que se
encuentra relacionada a la sintesis de TAGs ademas de la ruta de sintesis de lipidos de
membrana (Shokey et al. 2016; Singer et al. 2016).

En animales (ej. Xenopus, Mus musculus, Homo Sapiens), se han identificado hasta
cuatro isoformas de GPAT. En humanos se han identficado cuatro isoformas, dos
pertenecientes a la mitocondria (HsGPAT1 y 2) y dos al reticulo endoplasmico (HsGPAT 3y
4), las cuales han sido muy estudiadas debido a su relaciéon con las enfermedades que
aumentan y/o disminuyen la concentracién de los TAGs en el organismo (ej. higado graso)
(Wendel et al. 2009, Cao et al. 2006; Muoio et al. 1999). Debido a la relacién que se ha
observado en animales mutantes a una isoforma de GPAT y diferentes enfermedades, se ha
identificado el tipo de regulaciéon de la expresiéon de estos genes, en animales, la cual es por
medio de metilaciones en el ADN y por factores de transcripcion de la familia de los SREB1
(sterol regulatory element binding protein), los cuales responden a la estimulacion por

insulina, los cuales se unen a los sitios SER (sterol regulatory element) en el ADN, no
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obstante, no se ha detectado en otros organismos algun tipo de regulacién como se presenta
en animales (Novéak et al. 2014; Xu et al. 2013; Song et al. 2013; Angulo et al. 2012; Ehara et
al. 2012; Athenstaedt y Daum, 2006).

Por otra parte, en levaduras el aislamiento y caracterizacion de esta enzima se enfoca
a la sobreproduccion de fosfatidilcolina y fosfolipidos, los cuales se usan en humanos para la
disminucion de la enfermedad del higado graso no alcohdlico y para tratamientos de belleza
sin cirugia, asi como para la caracterizacion de la ruta y su influencia en la levadura (Marr et
al. 2012; Loguercio et al. 2007, Kolodney et al. 2005).

En insectos y hongos se han identificado genes homoélogos a los genes que codifican
para las enzimas presentes en la ruta de sintesis de TAGs (ruta de Kennedy) lo cual sugiere
gue la ruta se realiza como se presenta en animales (Gao et al. 2013; Alves-Bazerra et al.
2012; Pillai et al. 1998).

En microalgas la ruta de sintesis de lipidos de almacén no ha sido completamente
elucidada, mas existen reportes donde se han identificado, aislado y caracterizado genes
gue codifican para enzimas de la ruta (Nakamura y Li-Beisson, 2016). En cuanto a la enzima
GPAT en microalgas se presentan diferentes reportes tal como el de Xu y colaboradores
(2009) en donde estos autores reportaron el aislamiento y caracterizacion funcional de la
GPAT microsomal de la diatomea T. pseudonana, la cual presentaba una preferencia hacia
acidos grasos de cadena larga. El estudio realizado por Baral y colaboradores (2012) en
donde identificaron y caracterizaron in silico a la isoenzima GPAT del cloroplasto de la
microalga Ostreococcus lucimarinus. En cuanto a la microalga verde C. reinhardtii se han
clonaron y caracterizaron molecularmente dos isoenzimas tipo GPAT, un gen homélogo al
gen que codifica para la isoenzima AtGPAT9 nombrada CrGPATre y otro gen homologo al
gen que codifica para la isoenzima ATS1 de A. thaliana nombrada CrGPATCcI, identificando
dos isoformas en esta ultima (CrGPATCcIA y CrGPATcIB) (Duarte, 2013). De igual forma,
Misra y Panda (2013) identificaron y caracterizaron in silico la GPAT del cloroplasto de siete
microalgas, entre ellas se encuentra la isoforma A de C. reinhardtii identificada en el estudio
de Duarte (2013). En estudios recientes, Iskandarov y colaboradores (2016) identificaron en
la microalga verde Lobosphaera incisa un gen tipo GPAT (LIGPAT), homdlogo a la secuencia

AtGPAT9; y lo sobreexpresaron en la microalga verde C. reinhardtii en donde los autores
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observaron un incremento de hasta 1.5 veces mas TAGs en las lineas transfromadas
comparadas con la cepa silvestre (Iskandarov et al. 2016). De igual forma Niu y
colaboradores (2016) identificaron y caracterizaron molecularmente la isoenzima GPAT del
cloroplasto de la diatomea Phaeodactilum tricornutum (PtGPAT) y la sobreexpresaron en P.
tricornutum en donde observaron un incremento de hasta dos veces en la produccion de

lipidos neutros (Niu et al. 2016).

Por otro lado, se han sintetizado diferentes compuestos para estudiar la forma de
inhibicion de la enzima GPAT en humanos para en un futuro reducir la cantidad de TAGs en
sangre, en donde Wydysh y colaboradores (2010) realizaron andlisis por medio de
programas bioinformaticos en donde evaluaron la forma de uniéon de estas sulfamidas
alquilicas de cadena larga a la enzima GPAT de C. moschata (la Unica caracterizada
cristalograficamente), donde observaron que éste compuesto se unia a dos loops de la

enzima, mimetizandose con el glicerol 3-fosfato (Wydysh et al. 2010).

En los estudios antes mencionados en plantas, en donde se realizé la sobreexpresion
de los genes, estaban encaminados a la mejora de dichos cultivos como se observa en el
Cuadro 1.3. Uno de éstos estudios es el realizado por Yan y colaboradores (2008) en donde
dichos autores transformaron a A. thaliana con la GPAT de chile dulce y observaron que ésta
adquirié tolerncia al frio. Posteriores estudios de esta enzima también encontraron que su
sobreexpresion incrementaba la cantidad de aceites presentes en sus semillas (ej. GPAT de
girasol en A. thaliana), asi como los posibles efectos que ocasionan las mutaciones de este
gen en los érganos reproductores (Chen et al. 2014; Shiromoto et al. 2013; Yan et al. 2008;
Jain et al. 2000; Yokoi et al. 1998).
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Cuadro 1.3 Modificaciones genéticas en plantas con genes tipo GPAT para incrementar

TAGS o resistencia a factores térmicos.

Organismo Gen modificado Sobreproduccion Referencia
Oryza sativa GPAT de A. thaliana Resistencia a frio Yokoi et al. 1998
A. thaliana GPAT de girasol y E. coli TAGs Jain et al. 2000
Nicotiana GPAT de Chile dulce Termotolerancia Yan et al. 2008
tabacum

1.4 Caracteristicas de las isoenzimas GPAT

Como ya se mencion0 anteriormente la enzima GPAT presenta diferentes isoenzimas
en diferentes organelos de la célula, pero todas ellas presentan los mismos cuatro motivos
caracteristicos (Lewin et al. 1999). Estos motivos son importantes ya que son los que le
confieren la funcibn de GPAT: el motivo Il y Il son sitios de union al glicerol 3-fosfato,
mientras que el motivo IV es el sitio de reconocimiento a acido graso y el motivo | es el que
lleva a cabo la unién entre el glicerol 3-fosfato y el acido graso (dominio PIsB) (Xu et al.
2009; Lewin et al. 1999).

Estos cuatro motivos se caracterizan por la presencia de diferentes aminoacidos
conservados en todas las GPATs (Cuadro 1.4). El motivo | se caracteriza por los residuos de
histidina y acido aspartico separados por cuatro aminoacidos (HXXXXD), en el motivo Il la
arginina es el aminoacido mas conservado (XXXR), en el motivo Il los aminoacidos: acido
glutdmico, glicina, treonina y arginina son los que se encuentran mas conservados (XEGTR),
y en el motivo IV la prolina es el aminoacido mas conservado (XPXX), de igual forma los
aminoacidos que se encuentran alrededor de estos motivos tienden a variar entre los

diferentes organismos (Lewin et al. 1999).
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Cuadro 1.4 Motivos caracteristicos de las GPATs (Lewin et al.1999)

Bloque | Bloque Il Bloque Il Bloque IV Acceso

E. coli VPCHRSHMDYLLL GAFFIRR  YFVEGGRSRTGR ITLIPIYI 130326

H. influenzae VPCHRSHIDYLLL GAFFIRR  YFIEGGRSRTGR  ISIVPVYV 1172533

M. tuberculosis ~ AFSHRSYLDGMLL GAIFIRR WSIEGGRTRTGK  VYLVPTSI 2791522

C. elegans ACLHRSHLDILSM NTIFIRR FFLEGTRSRFGK  ISIIPVVF 1458332
M. musculus LPVHRSHIDYLL GGFFIRR IFLEGTRSRSGK ILVIPVGI 2498786
R. norvegicus LPVHRSHIDYLL GGFFIRR  IFLEGTRSRSGK ILVIPVGI 2444459
GPAT O—HRS-@Do@-- G-@FIRR PFPEGTRSR-GK  ¢ppoPoo®

consenso

Como se mencioné anteriormente existen dos isoenzimas que presentan uniéon a
membrana (reticulo endoplasmico y mitocondria). Estas isoenzimas también se diferencian
por la forma en que se unen a su correspondiente membrana. La del reticulo endoplasmico
se caracteriza por su dominio dilisina (KKXXX o KXKXX) y el pentapéptido (-¢-X-X-K/R/D/E-
¢- siendo ¢ cualquier aminoacido hidrofébico) que se encuentran en su extremo N-terminal
uniendo firmemente a la enzima a la membrana y dejando el sitio activo en el extremo C-
terminal en el citoplasma (Figura 1.5 A) (Guidda et al. 2009). Por su parte, la isoenzima de la
mitocondria sélo est4 asociada a la membrana en el extremo C terminal dejando al sitio
activo en el extremo N terminal en el citoplasma (Figura 1.5 B) (Gonzalez-Baro et al. 2001).
Al presentarse los motivos en el citoplasma hace que la GPAT no tenga mucha especificidad

al sustrato, por lo que toma el acido graso que se encuentre en el medio (Snyder et al. 2009).
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A) c B) 224 - : 323
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Figura 1.5 Forma de union de las GPATs a la membrana. A) Forma de unién de la GPAT9
de A. thaliana a la membrana del reticulo endoplasmico (Gidda et al. 2009) B) GPAT del

higado de rata unida a la membrana de la mitocondria (Gonzalez-Bar6 et al. 2001).

Existen diferentes formas para corroborar la funcionalidad de estos genes, tal como la

expresion heteréloga de estos genes en una cepa levadura mutante.
1.5 Levaduras mutantes de GPAT para expresion heterdloga.

Existen diferentes mutantes de la levadura Saccharomyces cerevisiae utilizadas para
los ensayos de complementariedad de diferentes enzimas, entre la que se encuentran las de
la enzima GPAT.

Baker y colaboradores (1998) realizaron una serie de mutaciones en el genoma de la
cepa S288C de S. cerevisiae de donde se obtuvieron una serie de mutantes de esta
levadura deficientes de diferentes genes las cuales fueron caracterizadas posteriormente por
diferentes autores. Entre estas mutantes se encuentra la cepa gatlA (BY4742 Mata his3A1
leu2A0 lys2A0 ura3A0) caracterizada por Zheng y Zue (2001) la cual presenta una mutacion
en el gen que codifica para la GPAT que se encuentra en mayor proporcion unida al reticulo
endoplasmico, haciendo que ésta presente una muy baja actividad de GPAT, de hasta 87%
menos que la cepa silvestre, de igual forma la mutacion total de esta enzima es letal
(Zufferey et al. 2005; Zheng y Zue, 2001). Debido a esto ésta cepa ha sido utilizada en
muchos estudios para la caracterizaciéon funcional de genes que codifican para enzimas tipo
GPAT de plantas, mamiferos, levaduras y la microalga T. pseudonana, por medio de la

expresion heteréloga del gen de interés, la produccion de la enzima, la posterior extraccion
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de las proteinas totales (para la isoenzima del cloroplasto) o extracto membranal (para
isoenzimas del reticulo endopldsmico o mitocondrial), y la realizacion del ensayo enzimético
a partir de dichos extractos (Chen et al. 2014; Gupta et al. 2013; Ruiz-Lopez et al. 2010; Zhu
et al. 2009; Zheng et al. 2003; Muoio et al. 1999).

1.6 Patentes relacionadas con la enzima Glicerol 3 fosfato aciltransferasa.

Debido a lo mostrado anteriormente se observa el interés biotecnolégico existente en la
enzima GPAT, ya sea para el mejoramiento de plantas para la resistencia al frio, el
incremento en la cantidad de aceites presentes en sus semillas o el mejorar la composicién
de acidos grasos presentes en los triacilglicéridos que contienen las semillas de la planta
(Zhu et al. 2009; Jain et al. 2000; Yokoi et al. 1998).

Existen varias patentes relacionadas a la enzima Glicerol 3-fosfato aciltransferasa en
plantas, animales y levaduras, pero so6lo una solicitud de patente que esta relacionada al uso
y aislamiento de esta enzima en microalgas (en T. pseudonana). Zou y colaboradores
(2009), aislaron esta enzima de la microalga T. pseudonana (TpGPAT), poniendo entre las
reivindicaciones el uso de la secuencia que aislaron y caracterizaron para la sobreproduccion

de TAGs en esta u otras microalgas y en plantas.

Entre las microalgas, C. reinhardtii es la mejor opcidon para realizar estos estudios de
caracterizacién de enzimas relacionadas a la produccién de TAGs asi como la identificacion

de dos isoformas de genes tipo GPAT en ella (Duarte, 2013; Misra y Panda, 2013).

1.7 Generalidades de C. reinhardtii
1.7.1 Caracteristicas morfologicas

C. reinhardtii es una microalga verde unicelular biflagelada considerada generalmente
como segura (GRAS, generally regarded as save) (Mayfield et al. 2007), mide 10 uym de

diametro y sus flagelos miden 10 um de largo, los cuales le confieren movilidad y parten de
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una pequefia protuberancia cutanea. Es una célula haploide, tiene una membrana delicada
que puede estar algo separada del borde del citoplasma, y presenta una mancha ocular en el
centro de la célula. Su cloroplasto puede llegar a ocupar hasta las 2/3 partes de la célula,
rodeando principalmente al ndcleo, conteniendo hasta aproximadamente 80 copias del
genoma de éste (Figura 1.6). Son faciles de ver en el microscopio, ya que son células
grandes y tienen un sencillo protocolo de inmunofluorescencia (Harris, 2001).

La primera cepa de C. reinhardtii que se aislo se cree que proviene de los aislamientos
de GM Smith en 1945; de la recoleccién de tierra cerca de Amherst, Massachusetts. Pero se
piensa que todas derivan de Norte América, al este de las montafias rocosas (Harris, 2001).
C. reinhardtii ha sido un modelo de estudio para diversas investigaciones, tales como el
mecanismo de fotosintesis, flagelos, entre otras (Harris, 2001), esto debido a que se ha
logrado secuenciar en su totalidad el genoma nuclear, mitocondrial y del cloroplasto

(www.chlamy.org).

Flagelo Axonema
I_LI Y o Par central
\ 7~ N

Formacién de

Particulas IFT

Membrana
Flagelar

Mancha

Cuerpo Basal
Ocular

Nucleo Brazo
interno
de
dineina

Nexina Radial
Brazo
externo
de
dineina

A-Tubular

B-Tubular

Mitocondria < x
Pirenoide

Cloroplasto

Figura 1.6 Chlamydomonas reinhardtii. En la figura se observan las diferentes partes de

esta microalga: flagelos, nacleo, mitocondria, cloroplasto, entre otros (Merchant et al. 2007).
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1.7.2 Clasificacién taxonémica

La microalgas de la especie C. reinhardtii se clasifican de la siguiente manera
(www.algaebase.org):

Dominio: Eucariota

Reino: Plantae

Subreino: Viridaeplantae

Division: Chlorophycophyta

Clase: Chlorophyceae

Orden: Volvocales

Familia: Chlamydomonadaceae
Género: Chlamydomonas

Especie: Chlamydomonas reinhardtii

1.7.3 C. reinhardtii como modelo de estudio

C. reinhardtii ha sido muy estudiada y ha sido considerada un modelo de estudio
debido a la capacidad que tiene de crecer heterotréficamente utilizando acetato como fuente
de carbono, y asi poder conocer mejor la forma en que se da la fotosintesis (Terauchi et al.
2010; Ozawa et al. 2009). Otros estudios en los ultimos afios han sido para la produccién de
biodiésel (Ibafiez-Salazar et al. 2014; Park et al. 2013; Khan et al. 2009), hidrégeno, la
acumulacién de metales pesados (Han et al. 2008), la produccién de proteinas
recombinantes en el cloroplasto y en el nucleo, entre otros (Rasala et al. 2012; Muto et al.
2009; Wang et al. 2009; Han et al. 2008; Manuell et al. 2007; Vain, 2006; Kindle y Sodeinde
1993).

En el estudio realizado por Singh y colaboradores (2011) se mencionan los retos a

sobrellevar para la produccién de biocombustibles a partir de microalgas en donde se
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menciona C. reinhardtii la cual tiene un porcentaje de lipidos a partir de su peso seco de
21%, de los cuales el 37% son TAGs (Tatsuzawa y Takizawa, 1996), y su perfil de ésteres
metilicos obtenidos a partir de los TAGs, siendo los més abundantes los de 16:0; 18:1y 18:3
(No. de carbonos: insaturaciones) (Contreras, 2010; Tatsuzawa y Takizawa, 1996), por lo
gue recientemente se ha mencionado como la candidata ideal para el estudio de la
acumulacion de triacilglicéridos (Misra et al. 2013; Merchant et al. 2012) sin embargo, es
necesario el incremento de la produccion de TAGs presentes en esta microalga.
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1.8 Justificacion

Con lo mencionado anteriormente se puede apreciar la necesidad de encontrar nuevas
formas de produccién de aceites para la obtencion de biocombustibles, siendo el cultivo de
microalgas una de las mejores alternativas para este fin. Aunque se han identificado en
microalgas genes homoélogos que codifican las enzimas relacionadas con la ruta de sintesis
de TAGs de plantas, ésta todavia no ha sido completamente elucidada en estos
microorganismos, por lo que se requieren estudios que permitan conocer y posiblemente

controlar esta ruta.

Estudios previos en plantas como A. thaliana y B. napus, han demostrado que la
enzima glicerol 3-fosfato aciltransferasa (GPAT) es una pieza clave para la sintesis de TAGS,
asi como que la sobreexpresién de los genes, gue la codifican se ha logrado el incremento
de los aceites en las semillas de plantas como girasol y A. thaliana, por lo que se espera
obtener resultados similares en microalgas. En un estudio previo realizado en nuestro grupo
de trabajo se identificaron y caracterizaron molecularmente dos genes que codifican para
enzimas tipo GPAT, del reticulo endoplasmico (CrGPATre) y cloroplasto (CrGPATCcIA), en C.
reinhardtii. Por lo tanto, es necesaria la caracterizacion funcional de estos genes para
identificar los correspondientes a esta ruta, y asi poder mas delante, elucidar la ruta
completa de sintesis de TAGs en microalgas. Y una vez comprobado su papel en la sintesis
de TAGs su uso potencial en la sobreproduccion de lipidos en especial los TAGs en C.
reinhardtii.
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1.9 Hipétesis

Los genes CrGPATre y CrGPATCIA codifican proteinas que presentan actividad de
glicerol 3-fosfato aciltransferasa y que estan relacionadas con la acumulacién de lipidos
totales y triacilglicéridos en C. reinhardtii.

1.10 Objetivos
1.10.1 Objetivo General

Caracterizar funcionalmente los genes CrGPATre y CrGPATCcIA de la microalga verde

C. reinhardtii y establecer su relacién con la sintesis de lipidos totales y de triacilglicéridos.

1.10.2 Objetivos Especificos

1. Determinar si los genes CrGPATre y CrGPATCcIA de C. reinhardtii codifican para

enzimas con actividad de glicerol 3-fosfato aciltransferasa.

2. Evaluar el efecto de la expresion recombinante de los genes CrGPATre y CrGPATCIA
en la produccion de lipidos totales y triacilglicéridos en C. reinhardtii.
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1.11 Estrategia experimental

Caracterizacion funcional de los genes CrGPATre y CrGPATcIA

v V

Expresion heterdloga y evaluacion de la Expresion recombinante de los genes
actividad de GPAT de las proteinas codificadas CrGPATrey CrGPATclA en C. reinhardltii y
por los genes CrGPATrey CrGPATcIA en la evaluacion de lipidos totales y TAGs

mutante gat1 A de S. cerevisiae J,
l’ Clonacionde los genes CrGPAT en el vector
Clonacionde los genes CrGPAT en el vector de transformacion comercial pChlamy4
de transformacion psGCy transformacion de (Invitrogen) y transformaciénde C. reinhardtii
la levadura mutante gat1 A de S. cerevisiae por medio de biobalistica

|

|dentificacion del transgeén en las colonias
recuperadas por mediode PCR Yy
caracterizacionde éstas

|dentificacion del transgen por medio de PCR } Vll
y extraccion de proteinas totales ‘l’ ‘b

H

' R
:
EAAAAAAAA,

Evaluacién de la actividad enzimatica de

GPAT a partir del extracto de proteinas No.de copias  Expresion del transgén  Acumulacién de
totales (Southern blot) (RT-PCR) lipidos totales y
TAGs

Figura 1.7 Estrategia experimental para la caracterizacion funcional de los genes CrGPATre

y CrGPATCIA de la microalga C. reinhardtii.
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CAPITULO 2

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE GLICEROL 3-FOSFATO
ACILTRANSFERASA DE LAS PROTEINAS CODIFICADAS POR LOS GENES
CrGPATre Y CrGPATCIA.

2.1 Introduccién

En la literatura se presentan diferentes secuencias homoélogas a los genes que
codifican para enzimas glicerol 3-fosfato aciltransferasa (GPAT). Tal es el caso de las
identificadas en la planta modelo A. thaliana, de la cual se identificaron 8 secuencias tipo
GPAT (AtGPAT1-8) a partir de las secuencias identificadas en levadura (Yang et al. 2012), y
al ser analizadas se observé que algunas de ellas que no presentaban actividad,
correspondian a otra enzima o presentaba actividad adicional a la GPAT, asi como que la
preferencia hacia el acido graso de cada enzima variaba (Chen et al. 2011). Dichos analisis
se han llevado a cabo en la cepa mutante de S. cerevisiae gatl A (BY4742 Mata his3A1
leu2A0 lys2A0 ura3A0; YKR067w::kanMX4), la cual se encuentra mutada en el gen que
codifica para la izoenzima GPAT unida al reticulo endoplasmico, la cual se presenta en
mayor porporcion en ésta levadura, por lo cual presenta una baja actividad de GPAT (87%
menos) comparado con la cepa silvestre (Zufferey et al. 2005; Zheng et al. 2003; Zheng y
Zou, 2001). Por lo anterior, se ha hecho un uso amplio de esta cepa de levadura para la
caracterizacion de genes que codifican para enzimas GPAT de plantas (Gupta et al. 2013;
Chen et al. 2011; Ruiz-Lopez et al. 2010; Na et al. 2005), mamiferos (Wendel et al. 2009;
Cao et al. 2006; Muoio et al. 1999), levaduras (Zhu et al. 2009; Zheng et al. 2003) y la
diatomea T. pseudonana (Xu et al. 2009).

En estudios previos en nuestro laboratorio se identificaron dos genes que codifican
enzimas GPAT en la microalga modelo C. reinhardtii, un homélogo al gen de la isoenzima
AtGPAT9 nombrado CrGPATre y un homdlogo al gen de la isoenzima ATS1 nombrado
CrGPATcl, pero hasta el dia de hoy no se ha realizado la carcterizacion funcional de estos
genes (Duarte, 2013). Debido a ésto, en este capitulo se realizé la expresion heterdloga de

los genes CrGPATre y CrGPATCIA en la levadura mutante gat1A y se evaluaron diferentes
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extractos proteicos de las levaduras transformadas, con el fin de determinar si estos genes

codifican para enzimas con actividad de GPAT.

Los resultados de este capitulo fueron publicados como parte del articulo:

Duarte-Coello, M.E., V.A. Herrera-Valencia, |. Echevarria-Machado, M.L. Casais-Molina, S. Peraza-
Echeverria (2018). Molecular cloning and functional characterization of two glycerol 3-
phosphate acyltransferase from the green microalgae Chlamydomonas reinhardtii. Phycological

Research.
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2.2 Materiales y Métodos
2.2.1 Cepa de Escherichia coli

Se utilizé la cepa bacteriana de E. coli DH10B para la multiplicacion de los vectores de
transformacién para levadura, para lo cual fueron preparadas células competentes de
acuerdo al protocolo de Inoue y colaboradores (1990) como se indica en el Anexo 5. Para el
cultivo de las bacterias se utilizé medio LB (Sigma) semisélido o liquido, asi como medio

SOC segun fue necesario. La preparacion de estos medios se describe en el Anexo 5.

2.2.2 Cepa de Saccharomyces cerevisiae

Se utilizarén dos cepas de levadura: la BY4742 (Mata his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0),
la cual es la cepa parental de la cepa mutante utilizada, y la cepa mutante gatl A (BY4742;
Mata his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0; YKRO67w::kanMX4) caracterizada por Zheng y Zue
(2001), la cual presenta una mutacion en el gen que codifica para la GPAT de mayor
proporcion que se encuentra unida al reticulo endoplasmico, haciendo que ésta cepa de
levadura tenga muy baja actividad de GPAT, de hasta 87% menos comparado con la cepa
silvestre (Zufferey et al. 2005; Zheng y Zou, 2001). Estas cepas fueron cultivadas en medio
YPD a 30°C y en medio deficiente de leucina (SD/-Leu) segun fue necesario, la preparacion

de estos medios se describe en el Anexo 1.

2.2.3 Clonacion de los genes CrGPAT en el vector de transformacion

El vector utilizado fue el psGC (Figura 2.1 A), previamente obtenido en el laboratorio
por la Dra. Melissa L. Casais Molina durante sus estudios de doctorado, el cual contiene al
promotor del gen gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GPD) y el terminador del gen
citocromo-C oxidasa (CYC1l) de S. cerevisiae contenido en el plasmido pGADT7 AD
(Clontech), el cual confiere resistencia a ampicilina (bacteria) y a la deficiencia de lisina en el

medio (levadura). Los genes CrGPATre y CrGPATCcIA se encontraban clonados dentro del
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vector pGEM-T-easy (Figura 2.1 B), y fueron clonados posteriormente en psGC para obtener

los plasmidos de transformacion pLGTre y pLGTclA.

BamHI EcoRI
BamH I EcoRl | ~1.3 Kb |

I |
| epD
)

Figura 2.1 Plasmidos utilizados: A) psGC, B) CrGPAT en pGEM-T-easy (representativo de

A)

|
pPGEM-T-easy

los genes CrGPATre y CrGPATCIA, en el caso de este ultimo tiene el sitio de EcoRI en

ambos lados).

La obtencion de los plasmidos de transformacion pLGTre y pLGTcIA se realiz6 de la
siguiente forma: una muestra del vector psGC fue incubado a 85°C durante 5 minutos y
digerido posteriormente con las enzimas de restriccion BamHI y EcoRlI para la clonacién con
el gen CrGPATre, y digerido con EcoRl y la fosfatasa antartica (AnP) para la clonacién con el
gen CrGPATCcIA (New England Biolabs, NEB). Para la remocién de los genes CrGPAT del
vector que los contiene se realiz6 el mismo proceso que con del vector psGC
respectivamente, excepto que en el caso de CrGPATCcIA no se utilizé la CIB. Las reaccines
de digestion se llevaron a cabo en un volumen final de 50 pL con los siguientes
componentes: 5 pL del plasmido, 5 yL de amortiguador 3 10X (NEB), 0.5 uL de la enzima
EcoRI (20000 U/uL, NEB) y 0.5 pL de la enzima BamHI (20000 U/mL, NEB), en el caso del
CrGPATCIA sélo con EcoRlI, y completando la reaccion con agua ultra pura, esta mezcla fue
incubada por 2 horas a 37°C. Se verificO la correcta digestion de las muestras en un gel de
agarosa al 1.2% y se escindieron del gel las bandas correspondientes al vector psGC vy los
genes CrGPAT para su posterior purificacién por medio del protocolo del estuche comercial:
QIAquick Gel Extraction (QIAGEN, C.A) el cual se describe en el Anexo 4. Para verificar si
las muestras fueron purificadas sin ninguna contaminacion se realiz6 una electroforesis con

2 pyL de las mismas en un gel de agarosa al 1.2%. Una vez observadas las bandas
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esperadas en cada carril, se compar6 la intensidad de las bandas y se calcul6 la tasa de
ligacion 3:1 (Vector: Inserto), y se procedié a realizar la ligacion de ambos fragmentos
(Figura 2.2). Se calculé la tasa de ligacion entre ambos fragmentos por medio de la
intensidad de las bandas purificadas llevandose a cabo la reaccion en un volumen final de 20
pL, conteniendo 2 pL de amortiguador T4 ligasa y 1 yL de T4 ADN Ligasa Invitrogen,
incubando la reaccién por 16 horas a 16°C y con una posterior inactivacion de la ligasa por
medio de una incubacién de 10 minutos a 65°C.

psGC pLGT

Figura 2.2 Forma en que ocurre la ligacion entre psGC y CrGPAT para formar el plasmido

pLGTre o pLGTclA (conteniendo al gen CrGPATre y CrGPATCIA, respectivamente).

Posterior a la ligacion se realiz la transformacion de las células competentes tomando
los 20 yL de la reaccion de ligacién y 200 pL de células competentes de E. coli cepa DH10B.
La mezcla fue incubada en hielo durante 30 minutos y posteriormente sometida a un choque
térmico de 42°C durante 45 segundos e inmediatamente enfriada en hielo por 2 minutos.
Seguidamente se adicionaron 900 yL de medio SOC (Triptona, Extracto de levadura, NaCl,
Glucosa) y se incubaron a 37°C por 90 minutos a 225 rpm. Posteriormente, la mezcla fue
centrifugada a 3,000 rpm por 5 minutos de donde se eliminaron 900 uL de sobrenadante, se
resuspendi6 la pastilla en los 100 uL restantes y las células se plaquearon en cajas de Petri
con medio LB (Luria-Bertani) + 100 mg/L de ampicilina. Las cajas fueron incubadas a 37°C
por 16 horas. Las colonias transformadas se picaron con palillos estériles, se colocaron en
tubos de ensaye con 4 mL de medio LB liquido + ampicilina (100 mg/uL), y se incubaron a

37°C en agitacion a 220 rpm durante 16 horas. Una vez terminada la incubacién se les
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extrajo el ADN plasmidico mediante el protocolo comercial “High Pure Plasmid Purification

Kit” (ROCHE) de acuerdo a las especificaciones del proveedor.

Se tom6 4 mL del cultivo bacteriano (cultivado por 16 horas en medio LB liquido +
ampicilina) y se concentrd en un tubo eppendorf centrifugando a 13,500 rpm por 1 minuto.
Una vez concentrado el cultivo, la pastilla se resuspendié con 250 uL de la disolucion fria del
amortiguador con ARNsa A, posteriormente se le adicioné 250 pL del amortiguador de lisis
homogeneizando por inmersion (6 veces) incubando a temperatura ambiente por 5 minutos,
una vez terminada la incubacion se le adicion6 360 pL del amortiguador de union (Binding
amortiguador) homogeneizando por inmersién (6 veces) e incubando posteriormente en hielo
por 5 minutos. Pasada la incubacion se centrifugaron las muestras a 13,500 rpm por 10
minutos, una vez terminada la centrifugacion se tomé el sobrenadante y se colocé en las
columnas las cuales se centrifugaron a 13,500 rpm por un minuto, se desecho el
sobrenadante y se adicion6 500 pL del amortiguador de lavado | a cada columna
centrifugando posteriormente a 13;500 rpm por 1 minuto, para lavar la columna se adicioné
700 pL del amortiguador de lavado Il a la columna y se centrifugd por 1 minuto a 13,500 rpm,
para secar completamente la columna se centrifugo en seco a 13,500 rpm por 30 segundos.
Una vez seca la columna se colocé esta en un tubo eppendorf estéril de 1.5 mL y se le
adicion6 40 pL de Tris HCI 10 mM pH 7.5 para eluir la muestra incubandose a temperatura
ambiente por 5 minutos, una vez terminada la incubacion se centrifugaron las muestras a
13;500 rpm por un minuto. Para evitar la posible contaminacion por fibras de la columna, se
centrifugd la muestra en el tubo eppendorf a 13,500 rpm por un minuto de donde se tomo el

sobrenadante y se coloc6 en un tubo eppendorf de 1.5 nuevo el cual se almacend6 a -20°C.

Para verificar la presencia del inserto en el plasmido se realizé una digestion con la
enzima de restriccion EcoRIl y BamHI o s6lo EcoRlI (para los genes CrGPATre y CrGPATCIA,
respectivamente), cuyos sitios de corte flanquean al inserto (Figura 2.1y 2.2). La reaccién de
digestién se llevo a cabo en un volumen final de 25 pL con los siguientes componentes: 2 uL
del plasmido, 2.5 yL de amortiguador #3 10X (NEB), 0.5 uL de la enzima EcoRI (20,000
U/uL, NEB) y 0.5 uL de la enzima BamHI (20,000 U/mL, NEB), en el caso del pLGTCLA soélo
con EcoRl, y completando la reaccidén con agua ultra pura, esta mezcla fue incubada por 2

horas a 37°C y visualizando posteriormente el resultado en un gen de agarosa al 1.2%. En el

30



Capitulo Il

caso de la construccion pLGTCLA debido a que se realizé una ligacion no direccional y una
vez verificada la clonacion en el vector psGC, se verifico el sentido del gen en el vector con
ayuda de una digestion utilizando la enzima BamHI utilizando las condiciones antes
mencionadas, esperando dos bandas de 1,214 y 8,031 pb si el sentido en el que se clond el

gen es el correcto o una banda de aproximadamente 9 Kb si se clon6 en sentido inverso.

Una vez obtenido el vector de transformacién se procedié a la transformacién de S.

cerevisiae.

2.2.4. Electroforesis en gel de agarosa

La integridad de cada digestién se valoré cualitativamente en un gel de agarosa (1.2%)
—TAE 1X (Tris-acetato 0.04M, EDTA 1mM, pH 8.0) tefido con 0.5 yL de bromuro de etidio
(10 mg/ml). El gel se corri6 en el amortiguador TAE 1X a un voltaje constante de 85V durante
30 minutos. ElI marcador de peso molecular que se utilizd6 en todos los ensayos de
electroforesis fue de 1 Kb (NEB). La concentracién y pureza del ADN plasmidico se estimé
por espectrofotometria SmartSpect plus de BioRad, de donde se tomaron 5 pL de muestra
mas 95 pL de agua (dilucién 1:20) (QIAGEN, 2001).

2.2.5 Transformacién de S. cerevisiae por medio de PEG

La transformacion se realiz6 basandose en el protocolo descrito en el manual del
proveedor (Clontech), Yeastmaker™ Yeast transformation system 2 como se describe a

continuacion.

2.2.5.1 Preparacién de las células de S. cerevisiae

Se cultivé la cepa de S. cerevisiae gatlA en medio YPD durante 8-12 h a 30°C y 250

rpm. De este cultivo se tomaron 5 pL los cuales fueron inoculados en medio YPD hasta

31



Capitulo Il

obtener una ODgy de 0.15 a 0.3; una vez con la absorbancia deseada, las células fueron
colectadas a 700g por 5 minutos, resuspendidas en 100 mL de YPD e incubadas a 30°C y
250 rpm hasta obtener una ODgy de 0.4-0.5; este cultivo fue colectado en dos partes y
lavado con agua estéril. Posteriormente las células fueron colectadas y resuspendidas en 1.5
mL de 1.1 TE/LiAc, colectando las células a maxima velocidad por 30 segundos y
resuspendidas en 600 pL de 1.1 TE/LiAc. Posteriormente fueron almacenadas hasta su uso.

2.2.5.2 Transformacion de las células de S. cerevisiae

Se tomaron 50 pL de las células competentes del apartado anterior y se les adicioné 10
uL de mezcla de plasmido (5 pL de plasmido aprox. 1.5 ug, y 5 ug de Yeastmaker carrier), y
500 pL de PEGI/LiAc, se agité gentiimente e incubaron a 30°C por 30 minutos,
posteriormente de adicion6 20 pL de DMSO e incubaron las células a 42°C por 15 minutos.
Las células son colectadas a maxima velocidad por 15 segundos y son resuspendidas en 1
mL de medio YPD plus medium e incubadas por 30 minutos a 30°C, posteriormente fueron
colectadas las células a maxima velocidad por 15 segundos y resuspenddidas en 0.9% (w/v)
de la disolucion de NaCl. Una vez transformadas 100 L de las células fueron inoculadas en

un medio deficiente de leucina (SD/-Leu) e incubadas a 30°C hasta obtener colonias.

Una vez obtenidas las colonias transformadas con los respectivos vectores se lavo
cada caja con 1 mL de medio SD/-Leu liquido y fueron inoculadas en un tubo falcén de 50
mL con 4 mL de medio SD/-Leu respectivamente (“pool” de colonias), incubadas a 30°C y
250 rpm por 16 horas. Posteriormente fue almacenada una parte de este cultivo (500 pL) en
500 uL de glicerol al 50% y 50 uL fueron inoculados en medio SD/-Leu soélido, de donde
fueron tomadas las colonias para su cultivo en medio liquido y posterior extraccién de

proteinas totales.
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2.2.6 Extraccion de ADN gendmico

Para verificar la presencia del transgén en la levadura se procedi6 a la extraccién de
ADN vy posterior andlisis por PCR. Se tom6 una colonia de la levadura transformada e
inoculada en 5 mL de medio YPD e incubada por 16 horas a 30°C y 250 rpm, tomando 2 mL
de células para la extraccion. Se utilizo el protocolo comercial de lllustra Nucleon Phytopure
Genomic DNA Extraction Kit (GE Healthcare) (Anexo 3).

2.2.7 ldentificacién del transgén por medio de PCR

Se realizé una reaccién de PCR para la identificacién de las clonas transformadas por
medio de biobalistica, la cual se realizé en un volumen final de 50 uL, conteniendo 5 pL de
ADNg (500 ng), 1 uL de cada oligonucleétido Cuadro 2.1 (10 yM) (Duarte, 2013), 1 uL de
dNTP's (0.2 uM), 0.2 uL de Tag-polimerasa (Invitrogen, 1U), 1.5 uL de MgClI2 (1.5 uyM), 5 uL
de amortiguador de reaccién 10X (1X) y agua ultra pura. Utilizando el siguiente programa:
95°C por 3 minutos, 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 1

minuto y una extension final de 72°C por 10 minutos.

Cuadro 2.1 Oligonucleoétidos y temperaturas de alineamiento utilizadas en cada programa de
PCR (Duarte, 2013).

Secuencia ] . Tamafio Amplicon
o Oligonucledtidos Temperatura
Amplificada Esperado (pb)
Gen CrGPATre gpatreF2/gpatreR2 60°C 349
CrGPATCIA GPATchF1/GPATchR1 60°C 413

2.2.8 Cultivo y extraccion de proteinas totales de S. cerevisiae

El cultivo y extraccion de las proteinas totales se realiz6 basandose en el protocolo
dado por Zheng y colaboradores (2003) y en el caso de la proteina codificada por el gen

CrGPATre, el cual corresponde a la GPAT del reticulo endoplasmico, se le adicion6 al
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protocolo de extraccion de proteinas totales la modificaciébn hecha por Chen y colaboradores
(2011).

Aungue el andlisis bioinformético sefialé que el gen CrGPATre se encuentraba unido a
la membrana del reticulo endoplasmico no podemos descartar que este pueda quedar en la
parte soluble del extracto, por lo que se realiz6 la colecta de tres extractos (total, soluble y de

membrana) para que pudieramos identificar en que porcidn se encuentra cada enzima.
2.2.8.1 Cultivo de S. cerevisiae para extraccion de proteinas

De las placas de SD/-Leu conteniendo el “pool” de colonias transformadas con cada
uno de los vectores (psGC, pLGTre y pLGTcIA) y de las cepas gat1A 'y BY4742 de no mas
de 3 semanas de edad, se tomd una poblaciéon por medio una asa de siembra la cual fué
inoculada en un tubo falcon con 5 mL de medio YPD e incubadas por ocho horas a 30°C y
250rpm. Pasadas las ocho horas se inocularén 100 pL de este cultivo en un matraz de 1,000
mL con 500 mL de medio YPD, incubando los matraces a 250 rpm y 30°C hasta que se
obtuvo una densidad 6ptica de ODggy = 1 a 1.2 (~17-20h). Una vez obtenida la densidad
deseada las células fueron colectadas en tubos falcon de 50 mL centrifugando a 3,300g por
10 minutos a 4°C, colectando de 50 en 50 mL el cultivo. Una vez colectado todo el matraz,
se desechd el sobrenadante y fue resuspendido en 3 mL de 50 mM de HEPES pH 7.0 + 2
mM de EDTA. Se centrifug6 el cultivo a 3300g por 10 minutos a 4°C. Repitiendo este

proceso una vez mas.

Una vez terminados los lavados se resuspendio el pellet en 2 mL de 50 mM de HEPES
pH 7.0 + 2 mM de EDTA, y se transfirieron las células a un tubo eppendorf de 2.0 mL. Se
sedimentaron por centrifugacion a 14,000 g durante 5 min a 4°C. Se retir6 el sobrenadante y
se congeld el pellet en Nitrogeno liquido mientras se preparaba el amortiguador de

extraccion de proteinas. Se almacenarén las células a — 80°C hasta su uso.
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2.2.8.2 Extraccion de proteinas de S. cerevisiae

Las células congeladas fueron ligeramente descongeladas en hielo y posteriormente
resuspendidas de poco en poco en 2 mL del amortiguador de lisis (50 mM de HEPES pH 7.0;
2 mM de EDTA, 10% de glicerol, 1 mM de DTT y 5uL de inhibidor de proteasas por cada mL
de mezcla de amortiguador de lisis (sigma, No. de catalogo P9599)) e se fué pasando lo
resuspendido a un vial limpio y seco (previamente enfriado). Se homogenizé la muestra por
medio de un politron (IKA® T25 digital ULTRA TURRAX ®) durante 1 minuto en hielo a
14500 rpm de velocidad (sonda S25-N-8G). Recuperando todo lo homogenizado por medio
del politron en tubos eppendorf de 2 mL previamente enfriados, y centrifugados

posteriormente a 2,500g por 5 minutos a 4°C.

Se recuper6 el sobrenadante en un tubo eppendorf de 2 mL y homogenizo bien. Se
tomaron 500 pL en un tubo eppendorf de 1.5 mL (extracto total), tomando 50 pL de estos en
otro tubo para la cuantificacion y verificacion de la integridad de las proteinas en un gel de
poliacrilamida, ambos tubos ependorf fueron previamente enfriados en hielo, y congelados
con ayuda de nitrogeno liquido. Los 1.5 mL restantes del extracto proteinico total fueron
colocados en tubos sorval® ultla bottles de 10 mL (Thermo electron corporation) previamente
enfriados y transportados en hielo y obscuridad para ser ultracentrifugados a 100,000g por 1
hora a 4°C (33,000 rpm, Beckman coulter optima XPN-100 ultracentrifuge). Pasado este
tiempo se recuperaron el sobrenadante en un tubo eppendorf de 2 mL nuevo y previamente
enfriado, se homogenizé bien y separ6 en alicuotas de 100; 700 y 700 pL en tubos
eppendorf de 1.5 mL previamente enfriados (extracto soluble) y congelados en nitrégeno
liquido, donde los 100 pL fueron utilizados para la cuantificacion y verificacion de la
integridad de las proteinas en un gel de poliacrilamida. Se escurri6 muy bien el tubo
golpeandolo contra un papel kleenex limpio, para eliminar cualquier resto del extracto soluble

e inmediatamente se coloc6 en hielo.

Se lavé la pastilla con 500 uL del amortiguador de lisis con una micropipeta o con
pequefios golpecitos al tubo, para eliminar los posibles restos de proteinas solubles en el
pellet. Se centrifugd nuevamente a 100,000g por 1 hora a 4°C en una ultracentrifuga
Beckman coulter 6ptima XPN-100. Recuperando los 500 pL en un tubo eppendorf de 1.5 mL

previamente enfriado (extracto proteinico soluble), el cual fué congelado con ayuda de
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nitrégeno liquido. Se escurrio muy bien el tubo golpeandolo contra un papel kleenex limpio,
para eliminar cualquier resto del extracto soluble e inmediatamente se colocé en hielo. Se
resuspendié la pastilla obtenida de la ultracentrifugacion en 500 pL del amortiguador de lisis
(extracto membranal) y se transfirié a un tubo eppendorf de 1.5 mL, homogenizando bien y
tomando una alicuota de 50uL en un tubo eppendorf de 1.5 mL nuevo previamente enfriado
para la cuantificacion y verificacion de integridad de las proteinas en un gel de poliacrilamida.

En el caso de no utilizar el extracto al momento, se congelé en nitrégeno liquido y
almacen6 a -80°C (NO MAS DE 2 DIAS).

Se realizé la medicion de la concentracion de las proteinas totales por medio del
protocolo del reactivo de Bradford (BioRad) y se visualizo la integridad de las proteinas por

medio de una electroforesis en un gel de poliacrilamida (Anexo 6).
2.2.9 Ensayo enzimatico

El ensayo enzimatico se realiz6 basandose en el protocolo de Mafaz-Fernandez y
colaboradores (2010), realizando la medicion de este por medio del reactivo DTNB (5,5'-
DITHIO-BIS (2-NITROBENZOIC ACID)).

2.2.9.1 Reaccién enzimética

Se adicion6 en una celda desechable 2 mL de la mezcla de reactivos: 100 mM de
Amortiguador de fosfatos de sodio pH 7.5; 5 mM de EDTA, 1 mg/mL de BSA, 0.12 mM de
DTNB, 62.5 uM oleoyl CoA, 1 mM G3P y agua desionizada estéril para el blanco. Una vez
adicionando todos los reactivos se adicion6 de 10 a 60 pg de proteina total, ya que es lo que
inicia la reaccion. El incremento de la coenzima A (CoA) fué monitoreado por medio del
cambio de la absorbancia de la muestra a 412 nm durante cuatro minutos utilizando un
espectrofotébmetro DU 650 Spectrophotometer (Beckman Coulter, Inc., USA). Una unidad de
actividad de la enzima (U) fué definido como la cantidad de enzima que produce 1 umol CoA
por segundo, el cual fue calculado con el coeficiente de extincién del DTNB de 14,150 M™*
cm™ (Ellman, 1959). La actividad especifica fue calculada en Unidades por miligramo de
proteina (U mg™ proteina). La actividad fue calculada de las fases lineales del periodo de

inicio de la reaccion.
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2.3 Resultados
2.3.1 Obtencion del vector de transformacion pLGTre y pLGTclA

El vector de transformacion se construyd como se describe en el apartado de
materiales y métodos de este capitulo. Primeramente se realiz6 la digestién con las enzimas
de restriccion de EcoRI y BamHI, en el caso de la construccion que contiene al gen
CrGPATre (pLGTre) y solo EcoRI para la que lleva al gen CrGPATCcIA (pLGTclA), siendo las
bandas con los pesos esperados escindidas del gel, purificadas y eluidas en un volumen
final de 40 uL cada una. En la Figura 2.3 se puede observar la integridad de las bandas
purificadas (pesos esperados de 9 Kb para psGC, 1.2 Kb para CrGPATCcIA y 1.3 Kb para
CrGPATre). Posteriormente, se realiz6 la ligacion de cada gen con su correspondiente

vector, tomando 10 uL de la elucién del gen (Inserto) y 1uL del vector psGC.

A) B)

9Kb

9Kb

13Kb —»
1.2Kb

Figura 2.3 Electroforesis de 2 pL de las muestras purificadas para calcular la relacion
vector: inserto a usar para la ligacion. A) Digeridos con las enzimas de restriccién EcoRl y
BamHI. B) Digeridos con la enzima de restricciéon EcoRI. M = Marcador de 1 Kb (NEB), 1 =
CrGPATre (1.3 Kb), 3 = CrGPATCIA (1.2 Kb), 2 y 4 = psGC (9 Kb).
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Cada reaccion de ligacién se utilizé para la transformacion de células competentes de
E. coli DH10B, como se mencion6 en el apartado anterior, con el fin de multiplicar el
plasmido resultante. Se obtuvo una y seis muestras de plasmido purificado de cada
construccion, pLGTre y pLGTcIA, respectivamente, de los cuales 5 pL de cada muestra fue
analizada por medio de la misma digestién de la cual se partié para determinar la correcta

clonacién de cada uno.

A) B)

9Kb —>
9Kb —

1.3Kb —

1.2 Kb —

Figura 2.4 Analisis de restriccion con las enzimas BamHI y/o EcoRI de plasmidos producto
de la ligacion del vector psGC con los genes CrGPAT. M = Marcador de 1 Kb (NEB). A)
pLGTRE, bandas esperadas de 9 Kb vector y 1.3 gen CrGPATre. B) pLGTCLA, bandas
esperadas de 9 Kb vector y 1.2 Kb gen CrGPATCIA.

Como se observa en la Figura 2.4 se obtuvo la correcta clonacion de éstos genes en el
vector psGC, por lo que se procedio a la verificacion de que el sentido en el que se cloné el
plasmido pLGTCcIA sea el correcto. Esto se realizd con la ayuda de una digestién con la
enzima BamH]I, si el gen CrGPATCIA se clond en el sentido deseado nos daria dos bandas:
una de 8.031 Kb y 1.2 Kb (sentido correcto), y si el gen CrGPATCIA se cloné en el sentido

inverso nos daria una banda de aproximadamente 9 Kb (sentido inverso). Como se observa
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en la Figura 2.5 las clonas 1; 3; 4; 5y 6 contienen al gen CrGPATCcIA en el sentido correcto.
Una vez verificado la correcta clonacion de ambas construcciones se procedié a la
transformacién de la levadura S. cerevisiae siguiendo el protocolo descrito en el apartado de
materiales y métodos de este capitulo.

M 1 2 3 4 5 6

9 Kb

1.2Kb —>]

Figura 2.5 Andlisis de restriccion con la enzima BamHI de plasmidos pLGTcIA para verificar
sentido de la clonacion. M = Marcador de 1 Kb (NEB). 1-6 = clonas pLGTCLA, bandas

esperadas de 8.031 Kb y 1.2 Kb sentido correcto o aproximadamente 9 Kb sentido inverso.

2.3.2 Transformacién de S. cerevisiae

Se realizé la transformacién del cultivo de S. cerevisiae siguiendo el protocolo descrito
en el apartado 2.2.5.2 de materiales y métodos de este capitulo, con una concentraciéon de
10 pg de cada plasmido (10 pL de cada vector, pLGTre, pLGTclA y pcGC). En la figura 2.6
se puede observar una caja representativa de cada construccion y de los controles,
observandose el crecimiento esperado de cada uno de estos, en el caso del control de la
linea un crecimiento del cultivo (cepa gat1A en medio YPD) sin contaminacion y del control
del medio deficiente (cepa gat1A en medio SD/-Leu) sin crecimiento alguno. Se obtuvo un
total de 20, 15 y 3 colonias correspondientes a los vectores pLGTre, pLGTcIA y psGC,

respectivamente.
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psGC

Figura 2.6 Cajas de Petri representativas del resultado de la transformacion de S.
cerevisiae con los plasmidos pLGTre (que contiene al gen CrGPATre), pLGTcIA
(continene al gen CrGPATCcIA), psGC (Vector vacio), cultivados en medio SD/-Leu. C+ =
cepa gatlA cultivada en medio YPD, y C- = cepa gatlA cultivada en medio deficiente (SD/-
Leu).

Las colonias obtenidas de cada uno de los vectores fueron lavadas con medio SD/-Leu
e inoculadas en 5 mL de este mismo medio para realizar un “pool” de colonias de la cepa de
S. cerevisiae gat1A, como se especifica en el apartado de materiales y métodos de éste
capitulo, inoculando 200 uL del cultivo en placas de medio SD/-Leu so6lido y colectando 2 mL
para extraccion de ADNg y andlisis.

2.3.4 Anélisis del “pool” de colonias de S. cerevisiae transformados con los vectores
pLGTrey pLGTclA

Se realiz6 la extraccion de ADN de 2 mL del cultivo donde fueron cultivadas las clonas
transformadas (SD/-Leu) por medio del protocolo comercial de lllustra Nucleon Phytopure
Genomic DNA Extraction Kit (GE Healthcare), observandose en la Figura 2.7 la integridad

del ADN extraido de estas colonias.
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Figura 2.7 Visualizacién de la integridad del ADNg del “pool” de clonas transformadas de S.
cerevisiae (gat14). En el gel se adicionaron 5 pL de cada muestra. M = Marcador de 1 Kb
(Invitrogen). 1 = “pool” colonias tranformadas con el vector pLGTre, 2 = “pool” de colonias

transformadascon el vector pLGTCcIA.

Una vez verificada la integridad del ADNg extraido se procedié a la identificacion del
gen de interés por medio de PCR, el gen CrGPATre para el “pool” transformado con pLGTre
y al gen CrGPATCIA en el “pool” transformado con pLGTclA.

En la Figura 2.8 se observa el resultado del analisis por PCR del “pool” de colonias
obtenido de cada vector, siendo el amplicon esperado de 349 y 413 correspondientes a la
parte interna del gen CrGPATre y CrGPATCIA, respectivamente. Con esto se observa la
correcta integracion del plasmido en cada “pool” de colonias de S. cerevisiae. En el caso del
“pool” transformado con el vector vacio (psGC) se puede observar su integracion ya que las
este pudo crecer en medio deficiente de leucina (SD/-Leu), mientras que la cepa sin

transformar de gat1A no crecio en este medio (Figura 2.6).
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500 pb —
300 pb

Figura 2.8 Identificacién del transgén en el “pool” de colonias de S. cerevisiae por medio de
PCR utilizando 500 ng de ADNg. 1 = “pool” colonias transformadas con el vector pLGTre, 2
= “pool” colonias transformadas con el vector pLGTclIA, 3 = plasmido pLGTre, 4 = plasmido
pLGTcIA, 5 = agua ultrapura, M = marcador 2 log Invitrogen.

2.3.5 Extraccién de proteinas totales y verificacion de integridad

Una vez verificada la integracion del transgén en el “pool” de colonias obtenido, se
realizo el cultivo, colecta y extraccion de proteinas (totales, solubles y membranales) de las
cepas silvestre (WT) BY4742; la mutante de S. cerevisiae gat1A (gatl4), el “pool” de colonias
transformadas con el vector pLGTre (RE), el “pool” de colonias transformadas con el vector
pLGTCcIA, y el “pool” de colonias transformadas con el vector vacio (psGC), siguiendo el
protocolo descrito en el apartado de materiales y métodos de este capitulo. En la Figura 2.9
se puede observar la integridad de estas proteinas con una concentracion 11.5, 10y 7 ug en
un gel de poliacrilamida al 15% conteniendo extracto total, soluble y membranal,

respectivamente.
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B)

75 KDa
50 KDa
37 KDa

25 KDa

Figura 2.9 Integridad de los extractos protéicos. A) extracto total, B) extracto soluble, C)
extracto membranal. 1 = “pool” de colonias transformadas con el vector pLGTre, 2 = “pool”
de colonias transformado con el vector pLGTcIA, 3 = “pool” de colonias transformado con el
vector psGC, 4 = gat1A (cepa mutante) 5 = BY4742 (cepa silvestre), M = Marcador

proteinas BioRad.
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2.3.6 Ensayo enziméatico

Una vez verificada la integridad de las proteinas extraidas se procedié a la realizacion
del ensayo enzimatico (Figura 2.10), siguiendo las especificaciones sefialadas en materiales
y métodos de este capitulo. En la Figura 2.10 A se observa la actividad especifica de GPAT
presente en el extracto total, donde la cepa silvestre de levadura BY4742 present6 la mayor
actividad de GPAT con aprox. 56.42 mU-mg™ de proteina, seguido de la cepa mutante gati
transformada con el vector pLGTcl con aprox. 35.6 mU-mg™” de proteina. Ambas cepas
obtuvieron actividades especificas de GPAT significativamente mas altas a las presentes en
la cepa mutante gatla (aprox. 15.66 mU-mg™ de proteina), la cepa gatl4 transformada con
psGC (aprox. 7.63 mU-mg™ de proteina). En el caso de la actividad de GPAT observada en
la mutante gatl4 transformada con el vector pLGTre fue de aprox. 6.5 mU-mg™ de proteina,
similar a las actividades observadas en la cepa mutante gatl4 y la cepa gatl4 transformada
con psGC.

En el extracto soluble (Figura 2.10 B), la actividad especifica de GPAT en la cepa
mutante gatld transformada con pLGTcl fue de aproximadamente de 31 mU-mg’ de
proteina, similar a la actividad presente en cepa silvestre BY4742 (aprox. 30.8 mU-mg™ de
proteina) y significativamente mas alta que la encontrada en la cepa mutante gatld (aprox.
7.87 mU-mg™ de proteina) y en la mutante transformada con psGC (aprox. 5.5 mU-mg™ de
proteina). En el caso de la actividad de GPAT observada en la mutante gatl4 transformada
con el vector pLGTre fue de aprox. 6.5 mU-mg™" de proteina, similar a las actividades

observadas en la cepa mutante gatl4 y la cepa gatl4 transformada con psGC.

Cuando se evalud el extracto membranal (Figura 2.10 C) la actividad especifica de
GPAT en la cepa mutante transformada con pLGTcl (aprox. 30.43 mU-mg™ de proteina) fue
significativamente mas alta que la actividad observada con la cepa mutante transformada
con pLGTre (aprox. 20.61 mU-mg™ de proteina) y sin embargo, ambas actividades fueron
significativamente mas altas que las detectadas en la cepa mutante gatld (aprox. 7.7
mU-mg™ de proteina) y en la cepa mutante transformada con psGC (aprox. 6.7 mU-mg™ de
proteina). Como se esperaba, la actividad expecifica de GPAT mas alta fue detectada en la

cepa silvestre BY4742 (aprox. 57.97 mU-mg™ de proteina).
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Figura 2.10 Actividad de GPAT de CrGPATre y CrGPATcIA medida por la expresion
heteréloga en la levadura mutante gatl4. A) extracto total, B) extracto soluble, C) extracto
membranal. 1 = “pool” de colonias transformadas con el vector pLGTre (conteniendo al gen
CrGPATre), 2 = “pool” de colonias transformado con el vector pLGTclA (conteniendo al gen
CrGPATCclA), 3 = “pool” de colonias transformado con el vector psGC (vector vacio), 4 =
gat1A (cepa mutante) 5 = BY4742 (cepa silvestre). Diferentes letras minusculas en la grafica
indican diferencias significativas entre las medias (ANOVA, LSD de Fisher con 95% de

confianza, n = 6).
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2.4 Discusion

Existen diversos estudios en donde se ha identificado y caracterizado la enzima GPAT
de diferentes organismos entre los que se encuentran: bacterias (Wilkinson y Bell, 1997),
levaduras (Bratschi et al. 2009), animales (Cao et al. 2006), plantas (Iscandarov et al. 2016;
Misra y Panda, 2013; Chen et al. 2011) y microalgas (Baral et al. 2012; Xu et al. 2009),
siendo éstas Ultimas las menos estudiadas. En nuestro laboratorio, en un estudio previo, se
identificaron y caracterizaron molecularmente dos genes tipo GPAT en la microalga verde C.
reinhardtii, un homdlogo del gen que codifica para la isoenzima AtGPAT9, llamado
CrGPATre, y un homélogo del gen que codifica para la izoenzima ATS1, llamado
CrGPATCcIA, (Duarte, 2013). Estos analisis sugirieron que: CrGPATre corresponde a la
isoenzima GPAT del reticulo endoplasmico, mientras que CrGPATCcIA corresponde a la

isoenzima GPAT del cloroplasto.

En el presente capitulo de investigacion se reporta el analisis de la actividad de las
proteinas codificadas por los dos genes CrGPATre y CrGPATCIA, previamente identificados
en C. reinhardtii (Duarte, 2013). Los ensayos de actividad de GPAT se llevaron a cabo a
partir de tres extractos proteicos (total, soluble y membranal), a diferencia de los estudios
presentados en la literatura donde solo analizan el extracto total en el caso de las isoenzimas
del cloroplasto (Ruiz-Lépez et al. 2010) y solo el extracto membranal en el caso de las
isoenzimas del reticulo endoplasmico o mitocondrial (Mafiaz-Fernandez et al. 2010; Xu et al.
2009; Cao et al. 2006). Esto fue debido a lo observado en los andlisis bioinformaticos
presentados por Duarte (2013), en donde se observaron sitios hidrofoébicos en la enzima

CrGPATCIA sugiriendo una posible unién a membrana.

La actividad presente en cada uno de los extractos, tal como se observa en el apartado
de resultados, fue diferente. En el extracto total se detectd la mayor actividad en la cepa
silvestre BY4742 y la cepa mutante transformada con el vector pLGTCcIA las cuales fueron
mayores a la actividad detectada en cepa la mutante de levadura gatl4 y la cepa mutante
transformada con el vector psGC. Estos resultados corresponden a los presentados en la
literatura en donde se observa que la GPAT de la cepa silvestre es la que presenta la mayor

actividad comparado con las isoenzimas GPAT evaluadas (Mafaz-Fernandez et al. 2010;

46



Capitulo Il

Ruiz-Lopez et al. 2010; Xu et al. 2009; Cao et al. 2006). En cuanto a la cepa mutante
transformada con el vector pLGTre presento menor actividad comparada con la cepa
mutante de gat1A. Esto puede deberse a que la presencia de la proteina correspondiente al
gen CrGPATre se encontraba en tan baja proporcion en el extracto total que no fue posible
detectar la actividad. Es quiza por esta razon que, en diferentes estudios donde es evaluada
la actividad de las isoenzimas GPAT que se encuentran unidas a membrana, solo analizan la

actividad en el extracto membranal (Mafiaz-Fernandez et al. 2010; Xu et al. 2009).

El extracto soluble presento un patron similar al observado en el extracto total. La
mayor actividad fue observada en la cepa mutante transformada con el vector pLGTcIA y de
la cepa silvestre BY4742, las cuales no presentaron una diferencia significativa entre ellas.
Mientras que las cepas que presentaron la menor actividad fueron la cepa mutante de
levadura gatld, la cepa mutante transformada con el vector psGC y la cepa mutante
transformada con el vector pLGTre. Estos resultados son muy interesantes debido a que en
la literatura no se habia reportado el analisis del ensayo enzimético de enzimas tipo GPAT
en el extracto soluble, por lo que éste seria el primer reporte en el cual se realiza éste
andlisis. La falta de este estudio en la literatura puede deberse a que diferentes autores solo
analizaban a la isoenzima del cloroplasto de plantas debido a su facilidad de purificacién
(Murata y Tasaka, 1997), y por lo tanto, con el analisis del extracto total es suficiente para
observar la presencia o ausencia de actividad de la isoenzima GPAT que se encuentra de
forma soluble en plantas (Murata y Tasaka, 1997), asi como la actividad presente en la cepa
silvestre de levaduras, la cual se encuentra en mayor proporcion en la parte soluble (Mafaz-
Fernandez et al. 2010, Xu et al. 2009).

Por otro lado, en el extracto membranal, se observé un incremento de la actividad en la
cepa mutante transformada con el vector pLGTre comparado con la cepa mutante de
levadura gatld y la cepa mutante transformada con el vector vacio. En éste mismo extracto
se ha identificado la actividad de las isoenzimas GPAT unidas a membrana (Chen et al.
2014; Maiaz-Fernandez et al. 2010; Ruiz-Lopez et al. 2010; Xu et al. 2009; Zhu et al. 2009;
Cao et al. 2006; Zheng et al. 2003). Esto es debido a que en éste extracto la proporciéon de
nuestra enzima es mayor comparado con el extracto total, por lo que es posible detectar la

actividad (Mafiaz-Fernandez et al. 2010).
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Los resultados obtenidos de los tres extractos apoyan las predicciones hechas por los
andlisis bioinforméticos presentados en Duarte (2013), y se corrobora que CrGPATre

codifica para una enzima GPAT que se encuentra unida a membrana.

Por otro lado, y de forma interesante, se detecté actividad la cepa mutante
transformada con el vector pLGTclA en el extracto membranal, lo cual no se habia
observado previamente en la literatura, lo cual sugiere que ésta enzima también se puede
comportar como una enzima unida a membrana. En el estudio realizado por Duarte (2013)
se pudo observar durante el andlisis bioinformatico que la prediccion de la proteina de
CrGPATCcIA no presentaba ningln sitio transmembranal, pero si un sitio hidrofébico,
sugiriendo que la unién de ésta proteina a la membrana pueda darse con ayuda de otro
factores, como por ejemplo proteinas integradas a membrana o con las cabezas polares de

grupos lipidicos (Nelson y Cox, 2004; Lodish et al. 2000).

Estudios previos han sugerido que los plastidos, asi como el reticulo endoplasmico,
podrian estar relacionados a la sintesis de cuerpos lipidicos, los cuales son sitios de almacén
de lipidos (usualmente TAGs) en microalgas (Goodson et al. 2011, Fan et al. 2011). Ademas,
recientemente se ha propuesto un modelo en el cual se sugiere que la ruta completa, desde
la produccién del glicerol-3-fosfato hasta los TAGs, se pueda estar llevando en el cloroplasto
(Goold et al. 2015). En general éstos resultados apoyan el modelo en donde la sintesis de
TAGs que involucre a las enzimas presentes tanto en el reticulo endoplasmico como en el

cloroplasto.

En resumen, CrGPATre y CrGPATCIA codifican para enzimas con actividad de GPAT,
y se sugiere que CrGPATre es una proteina unida a membrana mientras que CrGPATCIA es

una proteina que puede encontrarse tanto de forma soluble como unida a membrana.

Basandose en todos estos resultados, una de las perspectivas de este trabajo podria
ser la identificacion de la ruta de sintesis de lipidos que se encuentra relacionada con cada

una de las isoenzimas caracterizadas en el presente capitulo.
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CAPITULO 3

ANALISIS DE LA RELACION ENTRE LA EXPRESION RECOMBINANTE DE LOS
GENES CrGPATre Y CrGPATcIA Y LA PRODUCCION DE LiPIDOS TOTALES Y
TRIACILGLICERIDOS EN C. reinhardtii.

3.1 Introduccioén

La enzima Glicerol-3-fosfato aciltransferasa se encuentra relacionada a la sintesis de
lipidos en plantas (Murata y Tasaka, 1997). En plantas se han identificado diez isoenzimas
GPAT en A. thaliana, de las cuales la AtGPAT9 se encuentra relacionada a la sintesis de
lipidos de membrana, ademas de la sintesis de TAGs (Singer et al. 2016), mientras que las
demés se encuentran relacionadas a la produccion de lipidos de membrana (Chen et al.
2011). En microalgas existen muy pocos estudios sobre la identificacibn de genes
homodlogos a GPAT que participen en la sintesis de lipidos (Nakamura y Li-Beisson, 2016).
Entre estos se encuentra el de Iskandarov y colaboradores (2016), quienes identificaron un
homodlogo al gen AtGPAT9 de L. Incisa, y lo expresaron de forma recombinante en C.
reinhardtti, en donde observaron un incremento de TAGs de hasta 1.5 veces en esta

microalga.

En un estudio previo de nuestro laboratorio se identificaron dos genes homélogos a
AtGPAT9 y ATS1, que codifican para las enzimas GPAT en la microalga verde C. reinhardtii.
CrGPATre que codifica para un homologo a la isoenzima AtGPAT9, y CrGPATcIA que
codifica para un homdélogo a la isoenzima ATS1 (Duarte, 2013). Ademas, en el capitulo 2 de
esta tesis se encontré que las enzimas codificadas por estos genes presentan actividad de
GPAT. Sin embargo no se habia realizado la expresion recombinante de estos genes para

identificar de qué forma afectan la produccion de lipidos en esta microalga.

Por lo tanto, en este capitulo se obtuvieron lineas transgénicas de C. reinhardtii, ya sea

con el cDNA de CrGPATre o de CrGPATCcIA cuya expresion fue dirigida por el promotor
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constitutivo fuerte del HSP70A/RbcS2 y se evalud la produccion de lipidos totales y TAGs en

estas lineas transgénicas.
3.2 Materiales y Métodos
3.2.1 Cepade C. reinhardtii y cultivo

El cultivo utilizado para los experimentos fue la cepa silvestre 137¢ (mt+) de C.
reinhardtii donada por la Dra. Elizabeth Harris del Centro de Chlamydomonas (Universidad
de Duke, Durham, Carolina del Norte. USA. www.chlamy.org) y actualmente depositada en el
laboratorio BTD04 de la Unidad de Biotecnologia del CICY.

Esta clona se cultivdo en medio TAP (Harris, 1989) (Anexo 1), bajo condiciones de
fotoperiodo (16h luz/ 8h oscuridad) a una temperatura de 25 °C. Cuando se cultivd en medio
liquido, se utilizé una agitacién de 140 rpm (Lilly et al. 2002) en un agitador orbital Thermo
Scientific, modelo MAXQ 4450.

3.2.2 Cepa de Escherichia coli

Se utiliz6 la cepa bacteriana de E. coli DH10B para la multiplicaciéon de los vectores de
transformacion para C. reinhardtii, para la cual fueron preparadas células competentes de
acuerdo al protocolo de Inoue y colaboradores (1990) como se indica en el Anexo 5. Para el
cultivo de las bacterias se utilizé medio LB (Sigma) semisdélido o liquido, asi como medio

SOC segun fue necesario. La preparacion de estos medios se describe en el Anexo 5.

3.2.3 Célculo de la concentraciéon celular en el cultivo de C. reinhardtii

Para calcular el numero de células por mililitro (cel/mL) se utiliz6 una camara de

Neubauer (hemocitdbmetro) siguiendo el siguiente procedimiento:

Se colectaron 900 pL del cultivo de células, el que se le aplico 100 yL de una

disolucién de yoduro de lugol (Anexo 2) y después se agitd por cinco minutos en el orbitador
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a 100 rpm, de la muestra fijada se tomaron 15 pL para llenar la camara y realizar el conteo
(Figura 3.1). Se contaron todas las células contenidas en los 5 campos visuales sefialados
en la cuadricula pequefia (Figura 3.1), siguiendo siempre las manecillas del reloj.
Posteriormente se realizaron dos conteos por muestra (uno por seccion de la camara) y se
obtuvo el promedio, de donde se obtuvo el nimero de células por mL de cultivo, aplicando la

siguiente férmula (Hansen, 2000):
Formula:
C= (N) (50,000) (F)
C = Cantidad de cel/mL
N = Promedio de nimero de células contadas
F = Factor de dilucion

50,000 = Factor de conversion

Camara de Neubauer
A

Canal
transversal

LS

Canales longitudinales

Colocar cubreobjeto

2]
D

\‘ Conteo por cuadrantes
Adicionar0.1mL

de solucion algal A
——I]—..m—'

Figura 3.1 Cuadros de conteo en la camara de Neubauer.
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3.2.4 Clonacién de los genes CrGPAT en el vector de transformacién

El vector comercial utilizado fue el pChlamy4 de Invitrogen, el cual contiene a un
promotor de alta expresion (Hsp70A/RbcS2), al gen de seleccion Ble para C. reinhardtii
(codifica para el gen de resistencia de la Zeocina) y el gen para la resistencia a ampicilina
para bacterias. Los genes CrGPATre y CrGPATCIA se encontraban previamente clonados
dentro del vector pSP124S (Duarte, 2013).

En la Figura 3.2 se puede observar al vector pChlamy4 y el plasmido pcCrGPAT
(representativo de los genes CrGPATre y CrGPATCIA contenidos en el vector pSP124S) con
sus respectivos sitios de restriccion, de donde se partié para la formacion de los vectores
transformacioén pcGTRE y pcGTCLA.

A) B)

EcoRI + Pstl Spel

= I__ B ~13Kb Xbal
In|»1l1b¢'52 Zeocin |24 [EREdéxHis| Vs TEV \cj;f;;g V5 |6k His ) ,l\

pChlamy_4

3640 bp

pSP124S

Figura 3.2 Plasmidos utilizados: A) pChlamy4 invitrogen, B) pcCrGPAT (representativo de
los genes CrGPATre y CrGPATCIA contenidos en el vector pSP124S).

Para la construccion de estos vectores de transformacion, se partié de una muestra del
vector pChlamy4 y del plasmido pcCrGPAT los cuales fueron incubados a 85°C durante 5
minutos y digeridos posteriormente para la apertura del vector y la remocién del gen CrGPAT
del vector que lo contiene. La reaccion de digestion se llevé a cabo en un volumen final de
50 pL con los siguientes componentes: 5 uL del plasmido, 5 yL de amortiguador 4 10X
(NEB), 0.5 pL de la enzima EcoRI (20000 U/uL, NEB) y 0.5 pL de la enzima Xbal (20000

U/mL, NEB) y completando la reaccion con agua ultra pura, esta mezcla fue incubada por 16
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horas a 37°C. Posteriormente se verifico la correcta digestion de las muestras en un gel de
agarosa al 1.2% y se escindieron del gel las bandas correspondientes al vector pChlamy4 y
los genes CrGPAT para su purificacion por medio del protocolo del estuche comercial:
QIAquick Gel Extraction (QIAGEN, C.A.) el cual se describe en el Anexo 4. Para verificar si
las muestras fueron purificadas sin ninguna contaminacion se realiz6 una electroforesis con
2 uL de las mismas en un gel de agarosa al 1.2%. Una vez observadas las bandas
esperadas en cada carril, se compar6 la intensidad de las bandas y se calcul6 la tasa de
ligacion 3:1 (Vector: Inserto) de donde se procedié para realizar la ligacion de ambos
fragmentos. La reaccion de ligacion se llevdo a cabo en un volumen final de 20 pL,
conteniendo 2 uL de amortiguador T4 ligasa y 1 yL de ADN Ligasa T4 (Invitrogen),
incubando la reaccién por 16 horas a 16°C y con una posterior inactivacion de la enzima por
10 minutos a 65°C.

Posterior a la ligacion se realiz6 la transformacién de las células competentes tomando
los 20 uL de la reaccién de ligacion y 200 uL de células competentes de E. coli cepa DH10B
como se describe en el apartado de materiales y métodos del capitulo Il, asi como el picado
de colonias y verificacién de la correcta clonacién, pero utilizando las enzimas de restriccion
con las cuales fue clonado (EcoRI y Xbal), visualizando el resultado en un gel de agarosa al
1.2%. Una vez obtenido el vector de transformacion se procedi6 a la transformacion de C.

reinhardtii.

3.2.5. Electroforesis en gel de agarosa

La integridad de los plasmidos de transformacion, el ADN y el ARN total se visualiz6 en
un gel de agarosa (1.2%) —TAE 1X (Tris-acetato 0.04M, EDTA 1mM, pH 8.0) tefiido con 0.5
ML de bromuro de etidio (10 mg/mL). La electroforesis se realiz6 en el amortiguador TAE 1X
a un voltaje constante de 85V durante 30 minutos. El marcador de peso molecular que se
utilizé en los ensayos de electroforesis fue de 1 Kb y 2 log ADN ladder (New England
BioLabs) conforme fue necesario. La concentracion de los plasmidos se calculé por medio de
un espectrofotdmetro SmartSpect plus de BioRad, tomando 5 pL de muestra mas 95 pL de
agua ultra pura (dilucién 1:20) (QIAGEN, 2001).
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3.2.6 Transformacién de C. reinhardtii por medio de biobalistica
3.2.6.1 Preparacién de las células

Se tomd una colonia del cultivo de C. reinhardtii y fue inoculada en 50 mL de medio
TAP en un matraz de 250 mL con agitacion en un orbitador a 100 rpm por 7 dias.

A los 7 dias del cultivo, se recolectaron 900 pL del cultivo para conteo celular y en un
tubo Falcon se recolectaron los 49 mL restantes, los cuales fueron centrifugados a 32209 por
5 minutos a 4°C. Se retird el sobrenadante y se resuspendieron las células en el volumen
necesario para obtener 40 millones de células en 250 pL. Esta cantidad se inoculé en cada
caja de Petri con 30 mL de medio TAP solido y se dejo secar en la campana de flujo laminar

para eliminar el exceso de medio liquido.
3.2.6.2 Esterilizacion de las membranas

La esterilizacion de las membranas macroacarreadoras y de ruptura de 1100 psi (Bio-
Rad) se realiz6 en etanol al 95% grado comercial por 10 minutos, se removieron del etanol y

se dejaron secar en cajas Petri sobre pafiuelos desechables (Kleenex) estériles.
3.2.6.3 Protocolo de transformacion por biobalistica

Antes de empezar el protocolo de transformacion se verificd que todas las disoluciones
a utilizar: cloruro de calcio, la disolucion de oro, espermidina y plasmidos (de este ultimo fue
tomado el volumen necesario para una concentracion de 10 ug de cada plasmido) estuvieran

descongeladas y se mantuvieran en hielo hasta su uso.

Se coloco el voértex a la velocidad 9; en la campana de flujo laminar, para resuspender
la disolucién con las particulas de oro y prepararlas para el bombardeo como se describe en
la Figura 3.3.
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Adicionar 2 ug/ulL de
cada plasmido a la
disolucién de oro, sin
sobrepasarun
volumende 10 pL

l Agitar por T

vortex 5 seg.

Resuspenderla
pastillaen 30 pL de
etanol absoluto

Centrifugar la muestra
a 13,000 rpm durante
45 seg.

Adicionar 50 pL de CaCl,
25M

Agitar por
vortex 5 seg.

Adicionar 200pL de
etanol absoluto

] Repetir4
1 Agitar por veces
vortex 5 seg.

Adicionar 20 plL de
Espermidina

Agitar la mezcla por
vortex 5 tiempos
mientras se incuba
en hielo durante 20
minutos.

Figura 3.3 Protocolo para la preparaciéon de las microparticulas de oro con los plasmidos
para el bombardeo.

Una vez preparadas las microparticulas de oro, se colocaron las membranas
macroacarreadoras secas en los portamacroacarreadores secos con ayuda de una tapa de

tubo de ensaye estéril, cuidando que la parte concava estuviera hacia arriba (Figura 3.4).

A)

Figura 3.4 A) Colocacién de las membranas en los portamacroacarreadores. B) Ajuste de
las membranas en los portamacroacarreadores usando una tapa de plastico de tubo de
ensayo.
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Una vez que las membranas estaban colocadas en los portamacroacarreadores, se
apago la campana de flujo laminar y se agitd por vortex la mezcla de microparticulas de oro
a la velocidad 9; una vez bien resuspendidas las particulas de oro se bajo la velocidad del

vortex a 4.

Se abrio el tubo eppendorf que contenia el oro, y ya con la punta de la pipeta lista, se
agité por vortex la mezcla y antes de dejar de agitar se tomaron 5 uL de la muestra (Figura
3.5 A) y se esparcio ésta en el centro de la membrana macroacarreadora, tratando de que
todo quedara de forma homogénea. Se dejaron secar las muestras (Figura 3.5 B).

Figura 3.5 A) Toma de las particulas de oro, B) Secado de las particulas de oro

Mientras se secaba la muestra, se limpiaron todas las partes de la camara de
biobalistica (Figura 3.6 B) con etanol al 70%, se marcaron las cajas inoculadas, sefialando
los controles de la linea, la cual sirvié para mantener la linea de C. reinhardtii y verificar que
no hubiera contaminacién (hongos o bacterias) en el inoculo inicial, y los controles del
antibiotico, para verificar la correcta funcion de éste donde se esperaba la muerte de todas
las células, ya que no contenian la resistencia al agente de seleccion y verificar en dado
caso que hubiera crecimiento o “escapes”, es decir, colonias que presenten resistencia al

medio de seleccién sin haber sido transformadas.

Las cajas bombardeadas fueron colocadas a 6 cm del cafion (nivel 2) de la camara de
biobalistica (Figura 3.6 A).
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A)

6cm

Figura 3.6 A) Distancia de las muestras bombardeadas. B) Camara de biobalistica.

Las cajas bombardeadas y los controles se dejaron a baja intensidad de luz, en una
repisa que no les diera la luz directa, por 24 horas aproximadamente (Figura 3.7).

Figura 3.7 A) Cajas a baja intensidad de luz, B) Repisa donde se encuentran a baja

intensidad de luz

Pasadas las 24 horas las células transformadas fueron recuperadas lavando cada caja
con 750 pL de medio de seleccion TAP liquido. Las cajas se lavaron de forma tal que el
medio llegara a todas las partes de las mismas y se recuperara la mayor cantidad de células

posibles (Figura 3.8).
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Figura 3.8 Lavado de células.

De los 750 uyL de medio TAP liquido usados para lavar la caja, se recuperaron
aproximadamente 300 pL los cuales se inocularon en las cajas correspondientes
(bombardeadas y controles de antibiético en cajas con TAP + 10 ug/mL de zeocina, y los
controles de la cepa en medio TAP) con asa de siembra esparciendo todo el recuperado sin

topar las orillas de la caja, dejandolas secar en la campana de flujo laminar.

Las cajas se dejaron en el cuarto de cultivo por aproximadamente 10 dias donde se
observé la aparicién de colonias posiblemente transformadas. Estas colonias se picaron e
inocularon en 20 mL de medio TAP liquido. A estas colonias se les extrajo el ADNg y fueron

analizadas por medio de la técnica de PCR para identificar la presencia de la construccion.

Para el mantenimiento de las clonas transformadas se inocularon en medio TAP sélido
+ 10 pg/mL de zeocina. Siendo cultivadas en medio TAP una vez que se hubiera

comprobado la transformacion nuclear.

3.2.7. Extraccion de acidos nucléicos
3.2.7.1. Extraccion de ADN genémico

Para la extraccion de ADN se utiliz6 el protocolo comercial de lllustra Nucleon
Phytopure Genomic DNA Extraction Kit (GE Healthcare), siguiendo las indicaciones del

proveedor (Anexo 3), a partir de una concentracién de 60 millones de células.
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3.2.7.2. Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN de células de C. reinhardtii se utilizo el protocolo basado en
el reactivo de Trizol (Anexo 3), utilizando una concentracion celular de 100 millones de

células.

3.2.8. Deteccidn de clonas transformadas por medio de PCR

Se realiz6 una reaccion de PCR para la identificacion de las clonas transformadas por
medio de biobalistica, la cual se realizé en un volumen final de 50 uL, conteniendo 5 pL de
ADNg (500 ng), 1 uL de cada oligonucleoétido (10 uM), 1 uL de dNTP's (0.2 uM), 0.2 uL de
Tag-polimerasa (Invitrogen, 1U), 1.5 yL de MgCl, (1.5 yM), 5 yL de amortiguador de reaccién
10X (1X) y agua ultra pura. Para el programa de PCR fue necesario realizar ensayos
preliminares para encontrar el programa adecuado para cada uno de los pares de
oligonucleétidos especificos para cada secuencia, los cuales se anclan a una seccion del
gen endogeno (CrGPATre o CrGPATCIA, oligo Forward) y a una seccion correspondiente al
vector de transformacion (3’'RbcS2, oligo Reverse) (Duarte, 2013), siendo las temperaturas
de alineamiento utilizadas las que se observan en el Cuadro 3.1; siendo el programa base de
95°C por 3 minutos, 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, temperatura de alineamiento por 30
segundos, 72°C por 1 minuto y una extension final de 72°C por 10 minutos.

Con la finalidad de evaluar la extraccién de ADNg se utilizé en la PCR a un gen cuya
expresion sea constitutiva, en este caso el gen de la actina de C. reinhardtii, cuya proteina

forma parte del citoesqueleto de la célula.
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Cuadro 3.1 Temperaturas de alineamiento utilizadas en cada programa de PCR (Duarte,
2013).

Secuencia amplificada Oligonucleotidos Temperatura Tamafo esperado del
amplicon (ADNg/ADNCc)

CrGPATCcIA/3'RbcS2 FGTCLA/RV3UTRb 60°C 270 pb

CrGPATre/3'RbcS2 FGTRE/RV3UTRb 60°C 279 pb
Ble FwBle/RvBle 55°C (466/321)

ActinaF/ActinaR Act F/Act R 60°C 201 pb

3.2.9 Andlisis de clonas transformadas mediante Southern blot

El Southern blot se realiz6 siguiendo el protocolo de DIG application Manual for Filter
Hybridization (Roche)

3.2.9.1 Digestion con la enzima Sacll y BamHI

La extraccion de ADN se llevd a cabo como se mencion6 en el apartado 3.2.7; tanto de
las lineas transgénicas como de la silvestre, utilizando las enzimas de restriccion Sacll y
BamHI. Se digirieron 22.5 ug de ADN empleando 1U de enzima por cada ug de ADN en un
volumen de 30 pL con el amortiguador adecuado para la enzima. Las digestiones se llevaron
a cabo a 37°C durante 12 horas. Para visualizar el producto de la digestion, se corrié una

electroforesis en un gel de agarosa al 1.2% a un voltaje de 85 durante 90 minutos.
3.2.9.2 Southern blot

Tras la electroforesis, se introdujo el gel de agarosa en una disolucién de depurinacién
(1.1% HCI) durante 10 minutos, a continuacion se trat6 en una disolucién de
desnaturalizacion (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH) por 30 minutos y después en una disolucion de
neutralizacion (1.5 M NaCl, 0.5 M Trizma base) por 30 minutos. La transferencia del ADN a

la membrana de nailon (Roche) se realiz6 con citrato de tri-sodio 0.3M y 3M NaCl (20x SSC)
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toda la noche. A continuacion se lavo la membrana con 2x SSC y el ADN se fij0 a ésta
adicionandola de carga positiva con ayuda de luz ultravioleta en un equipo CL-1000
crosslinker (UVP).

3.2.9.3 Marcaje de la sonda de ADN

La sonda se marco con digoxigenina mediante PCR, para esto fue necesario introducir
en la reaccion de PCR un desoxirribonucle6tido precursore marcado, en este caso se utilizé
dUTP unido a digoxigenina (Dig-dUTP) (Roche). Para el marcaje de la sonda del gen
CrGPATre o CrGPATCcIA se utiliz6 como templete el pldsmido pcGTRE y pcGTCLA,
respectivamente. El volumen de la reaccion fue de 20 pL y la proporcion de precursor
marcado a no marcado (Dig-dUTP: dTTP) fue 1:3. Los componentes de la reaccion fueron
los siguientes 100 pg de ADN, amortiguador de reaccion de Expand 1x, 0.2 mM de una
mezcla de dATP, dGTP y dCTP, 130 uM de dTTP, 70 uM de Dig-dUTP, 0.5 uM de cada oligo
y 1U de Expand long template.

La reaccién de PCR se efectu6 con el siguiente programa: 1. Desnaturalizacion inicial
de 95°C por 3 min, 2. Desnaturalizacién: 95°C por 30 segundos, 3. Alineamiento: 50°C por
30 segundos, 4. Extension: 68°C durante 1 minuto, 5. Repeticidén del paso 2-4 30 veces, 6.
Extension final: 68°C por 10 minutos. El producto de PCR fue separado en un gel de agarosa
al 1.2%, posteriormente se procedié a escindir la banda correspondiente de la sonda y fue
purificado con el kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN), ya que la presencia de nucleétidos
DIG-dUTP no incorporados en el ADN podria generar un exceso de sefal de fondo tras las

hibridaciones.

Los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion y marcaje de la sonda se

presentan en el Cuadro 3.2.
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Cuadro 3.2 Temperaturas de alineamiento y tamafio de las sondas utilizadas para el
Southern blot (Duarte, 2013).

Secuencia Amplificada Oligonucleétidos Temperatura Tamafio Amplicén

Esperado (pb)

Parte interna CrGPATCIA GPATchF1/GPATchR1 55°C 453

Parte interna CrGPATre gpatreF2/gpatreR2 60°C 349

3.2.9.4 Pre-hibridacion e hibridaciéon

Se realiz6 una pre-hibridacién de la membrana en 20 mL de una disolucion DIG Easy
Hyb (Roche) a 42 °C durante al menos 1 hora. Tras la pre-hibridacion se retird la disolucién
utilizada y se reemplazé por una nueva afiadiéndose 10-15 ng de la sonda marcada
previamente desnaturalizada a 100 °C durante 10 minutos y enfriada rapidamente en hielo.
La hibridacion se realiz6 a 42 °C durante toda la noche.

3.2.9.5 Deteccién quimio luminiscente

Tras la hibridacion se sac6 la membrana de la botella y se colocé en una cubeta de
tamafio similar a la membrana. La membrana se sometié a los siguientes lavados de post-
hibridacion: 2 lavados de 5 min en disolucién lavado de baja astringencia (2x SSC + SDS al
0.1%) a temperatura ambiente, y 2 lavados de 15 min en la disolucion de lavado de alta
astringencia a 68°C (SSC 0.1 X, SDS 0.1%). A continuacién se sumergié la membrana en
disolucién de lavado (acido maleico 0.1 M + NaCl 0.15 M, pH 7.5; 0.3% Tween 20) durante 5
minutos para equilibrarla. Posteriormente se sumergié la membrana en la disolucién de
bloqueo (dilucién 10x disolucion de bloqueo 1:10 con la disolucién de acido maleico) durante
30 min, bloqueandose asi los sitios inespecificos de union al anticuerpo. Después se preparé
una disoluciéon del anticuerpo (anti-digoxigenina-AP) (Roche) a una dilucién 1:10 en la

disolucién de bloqueo y se sumergié la membrana durante 30 min con agitacion suave.

La eliminacion del anticuerpo no unido al ADN se realizO mediante 2 lavados en

amortiguador de lavado durante 15 min. A continuacion, se sumergié la membrana en
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disolucién de deteccion (Tris-HCI 0.1 M, NaCl 0.1 M, pH 9.5) durante 5 min. Se preparé una
disolucion 1:100 del sustrato CDP-star (Roche) en la disolucion de deteccion y se puso en
contacto con la membrana durante 5 min. Finalmente, se elimin6 el exceso de disolucién y
se sellé la membrana en una bolsa de plastico y se colocé en un casete con una pelicula
sensible a la luz visible por diferentes tiempos, posteriormente se revel6 y fij6 con RP X-
OMAT y RP X-OMAT (Carestream® Kodak®).

3.2.10 Sintesis de ADN complementario (ADNc) y RT-PCR

El ADNc fue sintetizado con la enzima Superscript 1l siguiendo las especificaciones del
fabricante (Invitrogen). Se utilizaron 5ug de ARN total y 50 uM de oligo dT. Esta mezcla se
incubé a 75°C por 5 minutos e inmediatamente se enfri6 en hielo por 3 minutos.
Posteriormente, la muestra se dividid en dos tubos (2.5 ug de ARN total por tubo), uno se
etiqueté como RT+ y al otro RT—, éste Ultimo es un control negativo que no lleva
transcriptasa reversa y permite determinar contaminacion con ADN gendémico. La reaccion
de sintesis de ADNc consisti6 de 2 yL de DTT 0.1M, 2 pyL de dNTP’s 10mM, 1 puL de
inhibidor de RNasa 40 U/uL (ROCHE), 1 uL de Superscript Il 200U/ uL (Invitrogen), 4 uL de
5X amortiguador first strand en una volumen final de 20 pL. Se incub6 a 50°C por 90 minutos
en un termoblock (ThermoStat Plus eppendorf) y seguidamente se colocé en hielo.
Posteriormente se inactivd la reaccion aumentando la temperatura a 75°C por 15 minutos e
inmediatamente se coloco en hielo. Posteriormente, se agregd 4 uL de ARNsa A (1 mg/mL) y

se incubd a 37°C por 30 minutos. Seguidamente se realiz6 una dilucién 1:5 con agua ultra

puray los tubos se almacenaron a -20°C hasta su uso.

Con la finalidad de evaluar la correcta sintesis de ADNc a partir del ARN total, se
procedi6 a realizar una RT-PCR con un gen cuya expresion sea constitutiva, en este caso el
gen de la actina de C. reinhardtii, cuya proteina forma parte del citoesqueleto de la célula,

como se menciona en el apartado 3.2.8.
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3.2.11 Anélisis de expresion génica mediante RT-PCR

Se utiliz6 la reaccion de PCR descrita en el apartado 3.2.8 pero en vez de ADNg como
templete se utiliz6 ADNCc, los oligonucle6tidos correspondientes para la amplificacién de cada
uno de los genes descrito en el cuadro 3.1, asi como el programa de amplificacion antes

mencionado.

3.2.12 Extraccion de lipidos totales

La extraccion de lipidos totales contenidos en la biomasa seca de las microalgas fue
extraido por medio del protocolo reportado en Widjaja y colaboradores (2009).

Las células colectadas y congeladas en nitrégeno liquido fueron liofilizadas, y
almacenadas en silica hasta su uso. Antes de realizar la extraccion se pesé la biomasa seca
de las células liofilizadas en un matraz de 50 mL completamente seco, posteriormente se
macero la biomasa con ayuda de una espatula y se realiz6 la extraccion de los lipidos totales
de las muestras con la adicion de una mezcla de cloroformo/metanol 2:1 v/v por cada 38 mg
de biomasa seca, utilizando 0.395 mL de solvente por mg de biomasa seca, incubandose en
a 38°C y 150 rpm durante 3 horas. Una vez terminada la incubacién se precipitd la biomasa
en un tubo cénico falcén de 50 mL por centrifugacién a 3000g durante 5 minutos a 37°C, y
para precipitar los fragmentos mas finos se dejaron los tubos de pie durante toda la noche.
Una vez precipitada la biomasa se colocé el producto de la extraccion en viales con peso
constante (previamente pesados) y se dejo evaporar el solvente. A la biomasa restante se le
realiz6 una segunda extraccion con las mismas condiciones antes mencionadas y se coloco
el extracto en el mismo vial previamente utilizado. Una vez evaporados por completo los
solventes se realizé el repesado de los viales y el célculo de la diferencia de los pesos, lo

cual equivale a la cantidad de lipidos totales presentes en las muestras.
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3.2.13 Cuantificacién de triacilglicéridos

La cuantificacién de triacilglicéridos se realiz6 con ayuda del kit “Triacilglycerids” de
BioSystems. Este se basa en una transesterificacion ocasionada por una lipasa,
posteriormente con ayuda de la glicerol cinasa el glicerol es fosforilado por el adenosin-5’-
trifosfato (ATP) para producir glicerol 3-fosfato (G3P) y adenosin-5’-difosfato (ADP), el G3P
es oxidado por la glicerolfosfato oxidasa (GPO) produciendo dihidroxiacetona fosfato (DAP) y
peroxido de hidrogeno, este Ultimo reacciona con la 4-aminoantipurina y 4-clorofenol bajo la

influencia catalitica de la peroxidasa (POD) para formar una quinonaimina de color rosa.

Para la realizacion del ensayo, los lipidos totales fueron resuspendidos en 5 mL de
cloroformo puro (grado comercial). En un tubo eppy de 1.5 mL estéril se coloca 1 mL de la
solucion de reaccion y se le adiciona 10 yL de la muestra a analizar, de igual forma se
prepara un blanco (sélo el reactivo) y una muestra estandar (1 mL solucién + 10 pL
estandar), se homogeniza gentilmente tres veces y se incuba por 5 minutos a 37°C. Una vez
terminada la incubacién se coloca la mezcla en cubetas desechables, se deja terminar de
reaccionar la mezcla con ligera agitaciébn hasta que la soluciébn se vea transparente y
posteriormente se lee su absorbancia a 500 nm. Una vez obtenida la medicién se procedi6 a

hacer los célculos.

TAGs (mg/dL) = __ AM_ x 200
AE

Donde AM es la absorbancia de la muestra y AE la absorbancia del estandar. Para
pasarlo a mg el resultado de la operacién se divide entre 100 para obtener mg/mL y
posteriormente por 5 (volumen en que se resuspendié la muestra) para que nos dé el valor

en mg de los TAGs obtenidos.
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3.3 Resultados
3.3.1 Obtencidn del vector de transformacioén pcGTRE y pcGTCLA

La construccion del vector de transformacion se realizO como se describe en el
apartado de materiales y métodos de este capitulo. Primeramente se realizo la digestién con
las enzimas de restriccion de EcoRI y Xbal, siendo las bandas con los pesos esperados
escindidas del gel, purificadas y eluidas en un volumen final de 40 uL cada una. En la Figura
3.15 se puede observar la integridad de las bandas purificadas, con pesos esperados de 3.6
Kb para el vector pChlamy4; 1.2 Kb para el gen CrGPATclA y 1.3 Kb para el gen CrGPATre,
respectivamente. Posteriormente, se realizé la ligacién tomando 10 uL del incerto eluido y
1uL del vector.

3 Kb

1.3 Kb
1.2 Kb

Figura 3.9 Electroforesis de las muestras purificadas (2 pL) para calcular la relacién vector:
inserto a usar para la ligacion. M = Marcador de 1 Kb (NEB), 1 = CrGPATre (1.3 Kb), 2 =
CrGPATCIA (1.2 Kb), 3 = pChlamy4 (3.6 Kb).
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Cada reaccion de ligacion se utilizé para la transformacion de células competentes de
E. coli DH10B, como se menciona en el apartado de materiales y métodos, con el fin de
multiplicar el plasmido resultante. Se obtuvé de pladsmido purificado de dos colonias para
cada construccion, las cuales fueron analizadas por medio de la misma digestion de la cual
se partié, para determinar si el vector comercial pChlamy4 contenia al gen CrGPATre y
CrGPATCcIA, formando a los vectores pcGTRE y pcGTCLA, respectivamente. Como se
observa en la Figura 3.16 se muestra que se obtuvo la correcta clonacion de éstos genes,
por lo que se procedi6 a la transformacion de C. reinhardtii por medio de biobalistica

utilizando estos plasmidos.

Figura 3.10 Analisis por digestién con las enzimas de restriccion EcoRl y Xbal de dos
plasmidos producto de la ligacién del vector pChlamy4 con los genes CrGPAT. M =
Marcador de Kb (NEB). 1 = pcGTRE, bandas esperadas de 3.6 Kb vector y 1.3 gen
CrGPATre. 2 = pcGTCLA, bandas esperadas de 3.6 Kb vector y 1.2 Kb gen CrGPATCcIA.
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3.2.2. Transformacioén de C. reinhardtii por medio de biobalistica

Se realizé la transformacion de un cultivo de C. reinhardtii, siguiendo el protocolo
descrito en el apartado de materiales y métodos de éste capitulo, con una concentracion de
10 ug de cada plasmido, pcGTRE (5 uL), pcGTCLA (5 uL) y el vector vacio (sin ninguna
construccion dentro, solo gen de resistencia) llamado pChlamy4 (5 uL). Pasadas las 24
horas del bombardeo las células fueron lavadas, plagueadas al medio de seleccién (TAP+10
pMg/mL de zeocina) e incubadas a baja intensidad de luz por aproximadamente 7 dias o hasta

observar colonias posiblemente transformadas.

En la Figura 3.11 se encuentra una caja representativa de las cinco cajas
bombardeadas (tres en el caso del vector pChlamy4) y de los controles, observandose el
crecimiento esperado de cada uno de estos, en el caso del control de la linea un crecimiento
del cultivo (cepa silvestre en medio TAP sin agente de seleccidn) sin contaminacién y del
control del antibi6tico (cepa silvestre cultivada en medio TAP con Zeocina como agente de
seleccion) sin crecimiento alguno. De igual forma, en el Cuadro 3.3 se presentan los
resultados obtenidos de cada una de las cajas bombardeadas con los plasmidos antes

mencionados.

pcGTRE pcGTCLA pChlamy4 Control de antibidtico Control del Cultivo

Figura 3.11 Cajas representativas de la transformacion de C. reinhardtii con los plasmidos

pcGTRE, pcGTCLA, pChlamy4; Control de antibiético = cepa silvestre cultivada en medio
TAP con Zeocina como agente de seleccion, y Control del cultivo = cepa silvestre cultivada

en medio TAP sin agente de seleccion.
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Cuadro 3.3 Numero de colonias observadas en las placas de la transformacion de C.
reinhardtii con los plasmidos pcGTRE, pcGTCLA y pChlamy4 por medio de

biobalistica.
No. de Caja
1 2 3 4 5 Total
Plasmido

pcGTRE 21 14 13 10 7 65

pcGTCLA 2 5 4 6 8 25

pChlamy4 30 14 34 NA NA 78
NA = No aplica.

De todas las colonias obtenidas del evento de transformacion se seleccionaron al azar
grupos de a veinte colonias bombardeadas con el plasmido pcGTRE y de diez colonias
bombardeadas con el plasmido pcGTCLA, las cuales fueron hombradas con la abreviatura
RE, CLA 0 pC4 (RE = pcGTRE, CLA = pcGTCLA y pC4 = pChlamy4) seguidas de un nimero
asignado a cada colonia (CLAL1, CLA2, CLA3, etc...). Las colonias fueron inoculadas en
matraces de 50 mL con 10 mL de medio TAP y una vez que llegaron a su etapa exponencial
(7 dias), las microalgas fueron inoculadas en medio TAP sdlido adicionado con 5 pg/mL de
zeocina y almacenadas a luz continua, el resto del cultivo fue colectado (3 mL) y congelado

para su posterior extraccion de ADNg y analisis.

3.2.3. Andlisis de las clonas posiblemente transformadas con el vector pcGTRE

En total se analizaron 50 colonias de las cuales se obtuvieron 13 clonas que resultaron
transformadas con la construccion de expresién recombinante de CrGPATre. Para esto, se
realizo la extraccion de ADN de la colecta 3 mL del cultivo de cada clona transformada, por
medio del protocolo comercial de lllustra Nucleon Phytopure Genomic DNA Extraction Kit

(GE Healthcare). En la Figura 3.12 se presenta el resultado de la integridad del ADN extraido

69



Capitulo Il

de 50 colonias de las 65 obtenidas de la transformacién con el vector pcGTRE, y el ADN de
una colonia obtenida de las que fueron bombardeadas con el plasmido pChlamy4 llamada
pC4.2 (VV). De igual forma se analizé la cepa silvestre (Cs).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 VW Gs

M 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

M 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50
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Figura 3.12 Visualizacién de la integridad de 5 pL del ADNg de las clonas transformadas
con el vector pcGTRE y del control. M = Marcador de 1 Kb (Invitrogen). 1-50 = Clonas RE 1-

50; VV = Clona transformada con el plasmido pChlamy4; Cs = Cepa silvestre.

Una vez observada la integridad del ADNg extraido se procedi6 a la identificacion del
gen de interés por medio de PCR, detectando la integracion del gen de interés respectivo. En
la Figura 3.13 se observa el resultado del andlisis por PCR de clonas de C. reinhardtii
bombardeadas con el plasmido pcGTRE, siendo el amplicén esperado correspondiente a
una region que comprende al gen CrGPATre y al 3‘UTR del RbcS2 (descrito en materiales y
métodos). Se encontrd la presencia del amplicon esperado de 279 pb en las clonas RE2,
RE6, RE7, RE11, RE15, RE16, RE22, RE23, RE31, RE35, RE41, RE45 y RE49. Con esto se
observa la correcta integracién del plasmido, por lo que se continu6 con estas muestras para

la determinacién de nimero de copias integradas al genoma por medio de Southern blot.

Figura 3.13 Identificacion de clonas transformadas con el plasmido pcGTRE por medio de
PCR. 1-50 = Clonas recuperadas que fueron transformadas con el vector pcGTRE. VV =
Clona transformada con el plasmido pChlamy4. Cs = Cepa silvestre. C+ = Plasmido

pcGTRE. C- = Agua ultra pura.
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3.2.4. Andlisis de numero de copias integradas en el genoma de las clonas

transformadas con el vector pcGTRE por medio de Southern blot

Se realiz6 el Southern blot de las clonas previamente identificadas por PCR y se
identificaron 10 lineas transgénicas con patrones de bandeo diferentes cada una (Figura
3.14). En la Figura 3.14 se observa que las clonas RE2, RE11, RE16, RE22, RE23, RE31,
RE35, RE41, RE45 y RE49 presentan diferente patron de bandeo. En la Figura 3.14 también
se puede observar que la clona RE2, RE23, RE31, RE41 y RE49 presentan al menos una
copia del transgén, la clona RE45 presenta dos copias, las clonas RE11; RE16 y RE22 tres
copias, y la clona RE35 cuatro copias. Las clonas RE6 y RE7 presentaron el mismo patron
de bandeo que la clona REZ2; por lo que fueron omitidas en la Figura 3.14; al igual que la

clona RE15 que presento el mismo patron que la clona RE11 (datos no presentados).

En la Figura 3.14 se puede observar tres bandas en comuln entre la cepa silvestre, el
vector vacio (VV) y las clonas transformadas con el vector pcGTRE. En un andlisis
bioinformatico se pudd observar que la sonda utilizada en el Southern blot presenta un
pegado inespecifico con el gen endégeno de C. reinhardtii, correspondiente a las bandas

observadas.

2 1116 2223 3135 414549 A B

Figura 3.14 Identificacion del nUmero de copias presentes en las clonas transformadas con
el plasmido pcGTRE. No. = clona transformada, A = clona VV transformada con el plasmido

pChlamy4; B = cepa silvestre, C = plasmido pcGTRE
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3.2.5 Andlisis de expresion de las clonas transformadas con los vectores pcGTRE

Se realizd la extraccion de ARN de las clonas transformadas con el vector de
transformacion pcGTRE y que presentaron la correcta integracion del transgén de interés en
su genoma (apartado 3.2.4). En la Figura 3.15 se observa la integridad de 1 ug ARN extraido
de las clonas transformadas con el vector pcGTRE, por lo que se procedio a la sintesis del
cDNA siguiendo el protocolo presentado en el apartado de materiales y métodos.

2 11 16 22 23 31 35 41 45 49 p W Gs

W — D e D SR e, S SRS s G a—

»

e emew owe SR S :

Figura 3. 15. Calidad del ARN extraido de las clonas transformadas con el vector pcGTRE
(1 pg de ARN). No. = Clona transformada con el vector pcGTRE, pC4.1 = clona
transformada con el vector pChlamy4; Cs = cepa silvestre de C. reinhardtii. Pureza de todas

las muestras = 1.8.

Con la finalidad de evaluar la correcta sintesis de ADNc a partir del ARN total, se
procedi6 a realizar una RT-PCR con un gen cuya expresion sea constitutiva, en este caso el
gen de la Actina de C. reinhardtii, cuya proteina forma parte del citoesqueleto de la célula.
Esta se utilizd para verificar que las muestras de la RT no estuvieran contaminadas con
ADNg, para lo cual se emplearon oligonucleétidos que flanquean un intron de 220pb, lo que
permitio distinguir amplificaciones que provienen del ADNg o ADNc (Figura 3.16). Una vez
verificada la integridad del ADNc se realiz6 la amplificacion mediante RT-PCR de cada

transgeén.
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En la Figura 3.16 se puede observar los resultados del andlisis de expresion del
transgén de las clonas transformadas con el vector pcGTRE, en donde nueve de las diez
clonas identificadas por medio de Southern blot (apartado 3.2.4) presentaron expresion del
transgén. Las clonas que presentaron una mayor intensidad de la banda son las clonas RE2,
RE35, RE45 y RE49; mientras que las clonas RE11, RE22, RE23, RE31, RE35, RE41, RE45
y RE49 presentan una intensidad de banda més baja comparada con las anteriores, lo que
sugiere una menor expresion del transgén en éstas clonas. De igual forma se observa la
ausencia de amplificacién en el vector vacio (VV) y la cepa silvestre (Cs), los cuales no
debian presentar amplificacion debido a la falta de éste transgén, al igual que la clona RE16

lo cual sugiere que ésta clona no presenta expresion del transgén.

pb M 2 11 16 22 23 31 35 41 45 49 VV GCs
1200
900

CrGPATre en
pcGTRE

500
200 ----------- RT+ CrActin

500
RT- CrActin

Figura 3.16 Analisis de expresion mediante RT-PCR del transgén de las clonas
transformadas con el vector pcGTRE. No. = Clona transformada con el vector pcGTRE. Se
utilizé el gen de la actina como control positivo (RT+ CrActin) y negativo (RT- CrActin). M=

Marcador de peso molecular (2 log, NEB).
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3.2.6 Andlisis de la cantidad de biomasa, lipidos totales y TAGs presentes las clonas

de C. reinhardtii transformadas con el vector pcGTRE

En la Figura 3.17 A se presenta la concentracion celular de los cultivos de cada una las
clonas transformadas con el vector pcGTRE que expresan el transgén, siendo las clonas
RE41 (11.74 x 10° cel/mL) y RE45 (12.08 x 10° cel/mL) las que presentaron el mayor
namero de células comparado con la cepa silvestre (Cs, 9.06 x 10° cel/mL), mientras que las
demas clonas no presentaron una diferencia significativa comparado con la cepa silvestre
(Cs) (Anexo 7). El cultivo que presentd el menor conteo del nimero de células comparado

con la Cs fue el vector vacio con 7.17 x 10%cel /mL.

De igual forma en la Figura 3.17 B se puede observar la acumulacion de biomasa seca
de cada una de los cultivos de las clonas que expresan de forma recombinante el gen
CrGPATre, las clonas no presentan diferencia significativa comparadas con la cepa silvestre
(Cs), siendo las clonas RE23 (36.57 mg), RE31 (36.6 mg) y RE35 (36.4 mg) las que
acumularon la mayor cantidad de, mientras que las que acumularon una menor cantidad de

biomasa seca fueron las clonas RE49 (33.2 mg) y VV (33.53 mg) (Anexo 7).

Posteriormente se realiz6 la extraccion de lipidos totales de cada una de las clonas
previamente mencionadas. Como se observa en la Figura 3.18 las clonas transgénicas
correspondientes a CrGPATre no presentaron una diferencia significativa en su porcentaje
de lipidos totales por biomasa seca comparado con la cepa silvestre (Anexo 7), donde la
clona RE41 (49.89%) fue la que presento el mayor porcentaje de lipidos por biomasa seca
comparado con la Cs (46.99%), mientras que las mas bajas fueron las clonas RE22
(44.61%) y REA45 (44.81%), asi como el VV (38.18%).

A estas muestras de lipidos totales se les analizé su cantidad de triacilglicéridos
presentes. En la Figura 3.18 B se presenta el porcentaje de TAGs por biomasa seca y en la
Figura 3.18 C el porcentaje de TAGs por lipido total. En ambas figuras se puede observar
que las clonas transgénicas correspondientes a CrGPATre presentan significativamente
menor cantidad de TAGs comparado con la cepa silvestre, siendo la clona RE45 la que

presenta los valores mas parecidos a la cepa silvestre (Anexo 7). Esta disminucion es de un
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0.7-9% menos en el porcentaje de TAGs por biomasa

porcentaje de TAGs por lipido total.
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Figura 3.17 Acumulacion de biomasa de las diferentes clonas que expresan de forma

recombinante el gen CrGPATre. A) Concentracion celular. B) Biomasa seca. RE # = clona

que expresan de forma recombinante el gen CrGPATre. VV = Cepa transformada con el

vector vacio. Cs = Cepa silvestre. Diferentes letras mindsculas en la grafica indican

diferencias significativas entre las medias (ANOVA, LSD de Fisher con 95% de confianza, n

= 3).
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Figura 3.18 Acumulacion de lipidos vy triacilglicéridos de las clonas que expresan de forma
recombinante el gen CrGPATre. A) Lipido total. B) TAGs totales. C) Porcentaje de lipidos
totales por biomasa seca. D) Porcentaje de triacilglicéridos por biomasa seca. E) Porcentaje
de triacilglicéridos por lipidos totales. RE # = clona que sobre expresa el gen CrGPATre. VV
= Cepa transformada con el vector vacio. Cs = Cepa silvestre. Diferentes letras mindsculas
en la gréfica indican diferencias significativas entre las medias (ANOVA, LSD de Fisher con

95% de confianza, n = 3).

3.2.7. Anédlisis de las clonas posiblemente transformadas con el vector pcGTCLA

Se realizd la extraccion de ADN de 3 mL del cultivo donde fueron cultivadas las clonas

transformadas (10 ml TAP) por medio del protocolo comercial de lllustra Nucleon Phytopure
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Genomic DNA Extraction Kit (GE Healthcare) observandose en la Figura 3.19 la integridad
del ADN extraido de las clonas CLA, y el ADN de una colonia obtenida de las que fueron
bombardeadas con el plasmido pChlamy4 llamada pC4.2 (VV). De igual forma se analiz6 a la
cepa silvestre (Cs).

Figura 3.19 Visualizacion de la integridad de 5 pL del ADNg de las clonas transformadas
con el vector pcGTCLA y del control. M = Marcador de 1 Kb (Invitrogen). 1-20 = Clonas CLA
1-20; VV = Clona transformada con el plasmido pChlamy4.

Una vez observada la integridad del ADNg extraido se procedi6 a la identificacion del
gen de interés por medio de PCR, en la Figura 3.20 se observa el resultado del andlisis por
PCR de clonas de C. reinhardtii bombardeadas con el plasmido pcGTCLA. ElI amplicén
esperado corresponde a una region que comprende el gen CrGPATCcIA y el 3'UTR del RbcS2
(descrito en materiales y métodos). Se observa la presencia del amplicén esperado de 270
pb en las clonas CLA2, CLA3, CLA4, CLA9, CLA10 y CLA20 por lo que se seleccion0 éstas
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muestras para determinar el numero de copias integradas en su genoma por medio de
Southern blot.

pb M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 wW G C+ C-
500

200

500
200

Figura 3.20 Identificacion de clonas transformadas con el plasmido pcGTCLA por medio de
PCR. 1-20 = Clonas recuperadas con este plasmido. pC4.2 = Clona 2 transformada con el

plasmido pChlamy4. Cs = Cepa silvestre. C+ = Plasmido pcGTCLA. C- = Agua ultra pura.

3.2.8. Andlisis de numero de copias integradas en el genoma de las clonas
transformadas con el vector pcGTCLA por medio de Southern blot

Se realiz6 el Southern blot de las clonas previamente identificadas, siguiendo el
protocolo mencionado en materiales y métodos. En la Figura 3.21 se puede observar el film
correspondiente al Southern blot de las clonas transformadas con el vector pcGTCLA,
previamente identificadas, en donde se observa que las clonas CLA2, CLA9, CLA10 y
CLA20 presentan un diferente patron de bandeo. Las clonas que presentan al menos tres
copias del transgén son CLA2, CLA9 y CLA 20; mientras que la clona CLA10 presenta al
menos cinco copias del transgén (las clonas CLA3 y CLA4 presentaron el mismo patron de
bandeo que la clona CLA2 por lo que fueron omitidas en la Figura 3.21; datos no
presentados). De igual forma se observa que todas las clonas analizadas presentan una
banda en comudn con la cepa silvestre y el vector vacio (VV), la cual corresponde al un
pegado inespecifico de la sonda utilizada con el gen endégeno de C. reinhardtii, lo cual se

observo con ayuda de un andlisis bioinformatico de la sonda utilizada.

Con estos resultados se puede observar que la clonas obtenidas en la Figura 3.21 se
encuentran transformadas con el gen de interés y son diferentes entre si, por lo que se

procedi6 al analisis de expresion del transgén en cada una de estas clonas.
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Figura 3.21 Identificacion del nUmero de copias presentes en las clonas transformadas con
el plasmido pcGTCLA. No. = clona transformada, A = clona VV transformada con el
plasmido pChlamy4; B = cepa silvestre, C = plasmido pcGTCLA.

3.2.9 Andlisis de expresion de las clonas transformadas con el vector pcGTCLA

Se realizd6 la extraccion de ARN de las clonas transformadas con el vector de
transformacion pcGTCLA, y que presentaron la correcta integracion del transgén de interés
en su genoma (apartado 3.2.8). En la Figura 3.22 se observa la integridad del ARN extraido
de las clonas transformadas con el vector pcGTCLA, por lo que se procedié a la sintesis del
cDNA correspondiente siguiendo el protocolo presentado en el apartado de materiales y
métodos. Con la finalidad de evaluar la correcta sintesis de ADNc a partir del ARN total, se
procedi6 a realizar una RT-PCR con el gen de la Actina de C. reinhardtii, cuya proteina forma
parte del citoesqueleto de la célula. Esta se utilizé para verificar que las muestras de la RT
no estuvieran contaminadas con ADNg, para lo cual se emplearon oligonucle6tidos que
flanquean un intrébn de 220pb, lo que permitié distinguir amplificaciones que provienen del
ADNg o ADNCc (Figura 3.23).
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2 9 10 20 w Gs

Figura 3.22 Calidad de 1 pg del ARN total extraido por medio del protocolo basado en el
reactivo de TRIzol de Invitrogen. No. = Clona transformada con el vector pcGTCLA, VV =
clona transformada con el vector pChlamy4; Cs = cepa silvestre de C. reinhardtii. Pureza de

todas las muestras = 1.8.

Una vez verificada la integridad del ADNc se realiz6 la amplificacion mediante RT-PCR
del transgén, como se detalla en el apartado de materiales y métodos. En las Figura 3.23 se
puede observar los resultados del andlisis de expresion del transgén de las clonas
transformadas con el vector pcGTCLA, en donde solo tres de las cuatro clonas identificadas
por medio del Southern blot (apartado 3.2.8) presentaron expresion del transgén de interés.
Siendo las que presentan una mayor intensidad de la banda las clonas CLA2 y CLA20;
mientras que la clona CLA10 presenta una menor intensidad de banda, sugiriendo una
menor expresion del transgén. De igual forma se observa la ausencia de amplificacion en el
vector vacio (VV) y la cepa silvestre (Cs), los cuales no debian presentar amplificacién, al
igual que la clona CLA9 lo cual sugiere que ésta clona no presenta expresion del transgén. A
las clonas que presentaron la expresion del transgén se les realizé el andlisis de

acumulacién numero de células, biomasa seca, lipidos y TAGs.
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Figura 3.23 Analisis de expresion mediante RT-PCR del transgén de las clonas
transformadas con el vector pcGTCLA. No. = Clona transformada con el vector pcGTCLA.
Se utilizé el gen de la actina como control positivo (RT+ CrActin) y negativo (RT- CrActin).

M= Marcador de peso molecular (2 log, NEB).

3.2.10 Anadlisis de la cantidad de biomasa, lipidos totales y TAGs presentes las clonas
de C. reinhardtii transformadas con el vector pcGTCLA

En la Figura 3.24 A se presenta la concentracion celular de los cultivos de cada una las
clonas transformadas con el vector pcGTCLA que expresan el transgén, siendo las clonas
CLA2 (10.19 x 10° cel/mL) y CLA10 (11.63 x 10° cel/mL) las que presentaron el mayor
ndmero de células comparado con la cepa silvestre (Cs, 9.06 x 10° cel/mL), mientras que las
demas clonas no presentaron una diferencia significativa comparado con Cs (Anexo 7). El
cultivo que presento el menor conteo del nimero de células comparado con la cepa silvestre

fue el vector vacio con 7.17 x 10°cel /mL.

De igual forma en la Figura 3.24 B se puede observar la acumulacion de biomasa seca
de cada uno de los cultivos de las clonas que expresan de forma recombinante el gen
CrGPATCIA, las cuales no presentan diferencia significativa comparadas con la cepa
silvestre (Cs), siendo la clona CLA10 (36.26 mg) la que presento una mayor cantidad de

biomasa seca comparado con la cepa silvestre (35.5 mg), mientras que las que acumularon
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una menor cantidad de biomasa seca fueron las clonas CLA2 (32.5 mg) y CLA20 (33.06 mg)
(Anexo 7).
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Figura 3.24 Acumulacion de biomasa de las diferentes clonas que expresan de forma
recombinante el gen CrGPATcIA. A) Concentracién celular. B) Biomasa seca. CLA # =
clona que sobre expresa el gen CrGPATCcIA. VV = Cepa transformada con el vector vacio.
Cs = Cepa silvestre. Diferentes letras minusculas en la gréfica indican diferencias

significativas entre las medias (ANOVA, LSD de Fisher con 95% de confianza, n = 3).
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Posteriormente se realizd la extraccion de lipidos totales de cada una de las clonas
previamente mencionadas, en la Figura 3.25 A se presentan las clonas que expresan de
forma recombinante el gen CrGPATCIA observando que las clonas CLA2 (48.18%) y CLA20
(47072%) no presentaron una diferencia significativa en su porcentaje de lipidos totales por
biomasa seca comparado con la cepa silvestre (46.99%), solo la clona CLA10 (53.49%) y la
clona VV (38.17%) presentaron una diferencia significativa en el porcentaje de lipidos por
biomasa seca comparado con la cepa silvestre (Cs).

A estas muestras de lipidos totales se les analiz6 su cantidad de triacilglicéridos
presentes, en la Figura 3.25 B se presenta el porcentaje de TAGs por biomasa seca y en la
Figura 3.25 C el porcentaje de TAGs por lipidos totales. En ambas figuras se puede observar
gue las clonas transgénicas correspondientes a CrGPATCIA presentan significativamente
menor cantidad de TAGs comparado con la cepa silvestre (Anexo 7). Esta disminucion
corresponde a un 19-23% menos en el porcentaje de TAGs por biomasa seca y de un 45-
56% menos en el porcentaje de TAGs por lipido total. Mientras que entre la clona
transformada con el vector vacio (VV) y la cepa silvestre no se observé diferencia

significativa en su acumulacion de TAGs por lipido total y TAGs por biomasa seca.
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Figura 3.25 Acumulacion de lipidos vy triacilglicéridos de las clonas que expresan de forma
recombinante el gen CrGPATCcIA. A) Lipido total. B) TAGs totales. C) Porcentaje de lipidos
totales por biomasa seca. D) Porcentaje de triacilglicéridos por biomasa seca. E) Porcentaje
de triacilglicéridos por lipidos totales. RE # = clona que sobre expresa el gen CrGPATCIA.
VV = Cepa transformada con el vector vacio. Cs = Cepa silvestre. Diferentes letras
minUsculas en la grafica indican diferencias significativas entre las medias (ANOVA, LSD de

Fisher con 95% de confianza, n = 3).
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3.4 Discusion

En la literatura existen pocos reportes en los que se haya documentado la expresion de
forma recombinante de genes tipo GPAT en microalgas. Recientemente se describid la
cuantificacion de los lipidos totales en clonas transformadas de C. reinhardti que
expresaban de forma heterologa los genes tipo GPAT de ésta misma microalga, bajo la
direccion del promotor HSP70A/RbcS2 de alta expresion presente en el vector pSP124S. En
donde se observo un incremento entre el 1% a un 9% de lipidos totales comparados con la
cepa silvestre (Duarte, 2013). Iskandarov y colaboradores (2016) expresaron de forma
heteréloga la GPAT del cloroplasto de L. incisa (LIGPAT) en C. reinhardtii y observaron un
incremento de hasta 1.5 veces mas de TAGs en las clonas transformadas con LIGPAT
(Iskandarov et al. 2016).

En el presente trabajo se realizé la transformaciéon nuclear de C. reinhardtii con un
vector comercial de alta expresién (pChlamy4, Invitrogen) para C. reinhardtii conteniendo a
los genes CrGPAT: pcGTRE (plasmido que contiene al gen CrGPATre), pcGTCLA (plasmido
que contiene al gen CrGPATCcIA). Este vector es diferente a los utilizados por Iskandarov y
colaboradores (2016) y Niu y colaboradores (2016), quienes utilizaron vectores disefiados
para otros organismos, los cuales pueden llegar a afectar la expresién de los genes
utilizados (Rasala et al. 2012, Schroda et al. 2000, Barnes et al. 2005), mientras que el
vector utilizado en esta tesis (pChlamy4) es el mas similar al utilizado por Duarte (2013).

En este trabajo se obtuvieron 65, 23 y 78 colonias posiblemente transformadas de
cada plasmido utilizado (pcGTRE, pcGTCLA y pChlamy4 vacio; respectivamente), un
namero menor al reportado por Duarte (2013), en donde se obtuvieron alrededor de 200
colonias posiblemente transformadas por cada plasmido utilizado, pero los datos
presentados por el distribuidor del plasmido comercial (pChlamy4) son de aproximadamente
30 colonias posiblemente transformadas por evento de transformacién (GeneArt®
Chlamydomonas Protein Expression Kit, user guide). Con éstos resultados lo que se puede
observar es que se obtuvieron més colonias posiblemente transformadas, en el caso de los

plasmidos pcGTRE y pChlamy4; comparadas con lo reportado por el proveedor.
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De las colonias obtenidas transformadas con el plasmido pcGTRE se analizaron
cincuenta, de las cuales trece presentaron la construccion de interés integrada en su
genoma. El andlisis del niumero copias revel6 que tres de las trece colonias presentaron el
mismo patrén de bandeo (una copia del transgén). Este fendémeno se puede deber a que
después de la transformacion las cajas de Petri se lavan para recuperar las células
transformadas y son plaqueadas en un medio de seleccibn, como se especifica en el
apartado de materiales y métodos, posiblemente una célula se encontraba en division y
durante el plagueo ésta se disgregd generando de ésta forma varias colonias. En el caso de
las clonas obtenidas transformadas con el vector pcGTCLA fueron analizadas veinte de
ellas, en donde se observo que Unicamente seis de ellas presentaron el amplicén esperado,
las cuales al igual que el caso anterior, también presenaron el mismo patron de bandeo
(cuatro bandas), por lo que se escogidé una de las colonias para continuar, en ambos set de

colonias transformadas.

Posteriormente se realizé el analisis de la expresién del transgén en las lineas
transformadas, observandose que una de las diez colonias analizadas transformadas con el
vector pcGTRE, y una de las cuatro colonias transformadas con el vector pcGTCLA, no
presentaron expresion del transgén de interés. Lo anterior pudo deberse a un fenémeno que
se le conoce como silenciamiento génico y se puede deber a diferentes razones, como son:
el sitio en donde fue integrado el transgén, la correcta integracion de todo el casete de
transformacién, o a la maquinaria de regulacion de célula, tal como se ha observado en
diferentes estudios (Singer et al. 2016; Lewin, 2004), por lo que no es rara la visualizacion de

este fenémeno.

Debido a lo anterior solo nueve clonas transformadas con el vector pcGTRE que
expresaban el transgén, de las 10 identificadas por medio de Southern blot, y tres clonas que
presentaron expresion del transgén transformadas con el vector pcGTCLA, de las cuatro
identificadas por Southern blot se utilizaron en ensayos subsecuentes. Estas clonas fueron
analizadas para determinar su nimero de células, biomasa seca, porcentaje de lipidos
totales por biomasa seca, porcentaje de TAGs por biomasa seca y porcentaje de TAGs por
lipidos totales. En cuanto al nUmero de células, se observé que los cultivos de las clonas

transformadas solo dos clonas (RE41 y RE45) presentaron significativamente una mayor
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namero de células comparado con el control, mas al momento del analisis de la biomasa
seca de estos cultivos no presentaron diferencia significativa. Esto se puede deber a que las
clonas que se encuentran expresando de forma recombinante el gen CrGPATre o
CrGPATCcIA pueden haber sido afectadas por la expresion de dicho transgén pudiendo
afectar la replicacion de la célula, tal como se ha observado en otros estudios de expresion
recombinante (Iskandarov et al. 2016; Duarte, 2013), pero al obtener la biomasa seca éstas
diferencias no son significativas comparadas con el control, incluso para las lineas RE 41 y
RE 45 que presentaron un mayor nimero de células. Estos resultados han sido observados
previamente en otros estudios, en los cuales se sugiere que para el caso de aumento de
biomasa posiblemente la célula se dedicé a la produccion algun métabolito secundario en
vez de dividirse. Por el contrario, las colonias con mayor division celular, no produjeron la
misma cantidad de otros metabolitos (Herrera-Valencia et al. 2011). El uso de parametros
como biomasa seca 0 el numero de células, varia entre los estudios dependiendo de la
pregunta de investigacion. Debido a que los genes expresados de forma heteréloga o los
medios de cultivo diferentes pueden llegar a afectar la division celular, muchos autores
prefieren tomar como referencia a la biomasa seca y no el nimero de células al momento de

realizar comparaciones (Contreras-Pool et al. 2016; Siaut et al. 2011).

En el caso de CrGPATre, se han identificado y caracterizado diez isoenzimas GPAT
(ATS y AtGPAT1-9) en la planta modelo A. thaliana, siendo AtGPAT4-9 las que se
encuentran en el reticulo endoplasmico (Li-Beisson et al. 2013; Chen et al. 2011). De estas
isoenzimas, aunque todas se encuentran en el mismo organelo, solo la AtGPAT9 es la que
se encuentra relacionada a la sintesis de TAGs, ademas de la sintesis de lipidos de
membrana (Shokey et al. 2016; Singer et al. 2016), mientras que las demas se encuentran
relacionadas a la sintesis de otro tipo de lipidos tales como la cutina y la suberina (Chen et
al. 2011). Con respecto al gen CrGPATCIA, es posible que esté relacionado con la sintesis
de lipidos de membrana, lo cual es acorde a lo reportado en la literatura, donde se menciona
gue la isoenzima GPAT del cloroplasto esta relacionada con la sintesis de lipidos de
membrana y no lipidos de almacén (Nakamura y Li-Beninson, 2016; Duarte, 2013; Li-
Beninson et al. 2013; Chen et al. 2011). Aungque algunos autores sugieren que la isoenzima
del cloroplasto también podria estar relacionada a la sintesis de TAGs en C. reinhardtii (li-

Beninson et al. 2013; Fan et al. 2011), y que bajo condiciones de estrés se podria estar
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llevando a cabo el sefialamiento para que la sintesis ocurra en este organelo, esto debido a
que los estudios que sugieren esta ruta tratan a sus células con algun tipo de estrés abibtico
(Ej. deficiencia de nitrogeno) lo cual se ha visto que incrementa la cantidad de TAGs
presentes en C. reinhardtii (Li-Benindon et al. 2013; Fan et al. 2011).

En el presente trabajo se encontr6 que en cuanto al porcentaje de lipidos totales por
biomasa seca se puede observar que no hubo diferencia significativa entre las clonas que
expresaron de forma recombinante el gen CrGPATre y la Cs, y en el caso de las clonas que
expresan de forma recombinante al gen CrGPATCcIA solo la clona CLA10 fue la que presento
de forma significativa una mayor cantidad de lipido total por biomasa seca comparado con la
Cs. Mas al momento de realizar el andlisis de TAGs se pudo observar que hubo un
decremento en la cantidad de TAGs presentes en las clonas transformadas, el cual fue mas
evidente en las clonas transformadas con el vector pcGTCLA (de un 19 a 23% menos
porcentaje de TAGs por biomasa seca y de un 45 a 56% menos en el porcentaje de TAGs
por lipidos totales) que con las transformadas con el vector pcGTRE (de un 0.7 a 9% menos
porcentaje de TAGs por biomasa seca y de un 7.5 a 25% menos en el porcentaje de TAGs
por lipidos totales). Lo anterior podria deberse a que si bien los genes CrGPATre y
CrGPATCIA pueden estar involucrados en la sintesis de lipidos y TAGs por su participacion
en una ruta similar a la ruta de Kennedy en plantas, tal vez sus niveles de expresion no
contribuyan al aumento de estos lipidos y la regulacion se encontraria en otro punto de la
ruta de sintesis. Anteriormente en nuestro grupo de trabajo se habia observado una
expresion constitutiva de los genes nativos CrGPATre y CrGPATCIA en C. reinhardtii (Duarte,
2013). Por lo tanto, seria interesante que en posteriores estudios se lograra silenciar a cada
uno de estos genes y evaluar su efecto en la sintesis de los diferentes tipos de lipidos en

esta microalga.
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CAPITULO IV
4.1 Discusion general

Existen diferentes estudios que sefialan a la enzima glicerol 3-fosfato aciltransferasa
(GPAT) como uno de los pasos claves para sintesis de lipidos (Chen et al. 2011). En
microalgas existen diferentes reportes sobre la identificacién in silico y la caracterizacion de
la isoenzima GPAT del cloroplasto (Misra y Panda, 2013; Baral et al. 2012), pero Unicamente
existe un reporte sobre la caracterizacion funcional a la isoenzima GPAT de mitocondria de
la diatomea T. pseudonana (TpGPAT) la cual presenté una preferencia hacia un acido graso
(16:0-CoA) que une a la cadena de G3P (Xu et al. 2009). Recientemente Iskandarov y
colaboradores (2016) identificaron en la microalaga verde Lobosphaera incisa un gen tipo
GPAT (LIGPAT), homdlogo a AtGPAT9, cuya expresion de forma recombinante en la
micralga modelo C. reinhardtii produce un incremento de hasta 1.5 veces en la produccion
de TAGs en las lineas transformadas comparadas a la cepa silvestre (Iskandarov et al.
2016).

En nuestro grupo de trabajo, en un estudio previo, se identificaron y caracterizaron
molecularmente dos genes tipo GPAT en la microalga verde C. reinhardtii; CrGPATre un
homodlogo al gen AtGPAT9, y CrGPATcIA homodlogo al gen ATS1 (Duarte, 2013), cuya

caracterizacion funcional se presenta en el presente trabajo.

Gen CrGPATre.

En el trabajo realizado previamente en el laboratorio se pudo observar que el gen
CrGPATre, homdlogo al gen AtGPAT9; muy probablemente codifica la isoenzima GPAT del
reticulo endoplasmico de C. reinhardtii, debido a la similaridad de estructuras de unién a
membrana con AtGPAT9 (Duarte, 2013). En el presente trabajo se realiz6 el andlisis del
ensayo enzimético en donde se pudo observar que de los tres extractos evaluados (total,
soluble y membranal), solo el extracto membranal presento un incremento en la actividad de

la cepa mutante de levadura gat1A transformado con el vector pLGTre, el cual contiene a
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CrGPATre, comparado con el la cepa mutante transformada con el vector vacio (psGC) y la
cepa mutante de S. cerevisiae gat1A. Mientras que en los extractos total y soluble no se
observé diferencia significativa entre las cepas mutantes antes mencionadas, lo cual puede
deberse a que la presencia de la proteina correspondiente al gen CrGPATre se encontraba
en tan baja proporcion en éstos extractos que no fue posible visualizarlo. Por esta razén, en
diferentes estudios, las isoenzimas GPAT que se encuentran unidas a membrana solo es
analizada la actividad en el extracto membranal (Mafiaz-Fernandez et al. 2010; Xu et al.
2009). Estos resultados corroboran que la enzima CrGPATre se encuentra unida a
membrana y posiblemente sea la isoenzima GPAT correspondiente al reticulo endoplasmico.
Posteriormente, se realiz6 la expresion recombinante de este gen en la microalga verde C.
reinhardtti. Del evento de transformacién y andlisis de las colonias transformadas, se
obtuvieron en total nueve lineas diferentes que expresaban el transgén de interés. A éstas
lineas se le analizé su porcentaje de lipidos y TAGs por biomasa seca donde se observé que
no presentaron una diferencia significativa en su porcentaje de lipidos totales por biomasa
seca comparadas con la cepa silvestre, pero al realizar el analisis de TAGs se observd que
las lineas transformadas que expresaban al transgén CrGPATre, presentaron un menor
porcentaje de TAGs por biomasa seca de -0.7% a 9% menos- asi como un menor porcentaje
de TAGs por lipidos total de -7.5% a 25% menos-. Este fenémeno se ha observado en la
planta A. thaliana en donde de las diez diferentes isoenzimas identificadas seis se
encuentran en el reticulo endoplasmico (AtGPAT4-9) (Chen et al. 2011), y de estas solo la
enzima AtGPAT9 es al que se encuentra relacionada a la produccion de TAGs ademas de a
la sintesis de lipidos de membrana (Shockey et al. 2016; Singer et al. 2016).

Estos resultados sugieren que el gen CrGPATre no influye de manera directa en la
sintesis de lipidos y que la regulacién puede estarse llevando en algun otro punto de la ruta
de sintesis. Por lo tanto, seria interesante que en posteriores estudios se lograra sinlenciar a
cada uno de estos genes y evaluar su efecto en la sintesis de los diferentes tipos de lipidos

en esta microalga.
Gen CrGPATCIA.

En el trabajo realizado previamente en el laboratorio se pudo observar que el gen

CrGPATCcIA, homdlogo al gen ATS1, muy probablemente corresponde a la isoenzima GPAT
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del cloroplasto de C. reinhardtii, debido a la similaridad de estructuras con ATS1 (Duarte,
2013). Durante el andlisis del ensayo enzimético realizado en este trabajo, se observé la
presencia de actividad de CrGPATCcIA en el extracto total, soluble e interesantemente en el
membranal. La presencia de actividad en los primeros dos extractos concuerdan con lo que
se observa en la literatura, donde se menciona que en el caso de la isoenzima del
cloroplasto ésta se encuentra de forma soluble (Chen et al. 2011; Ruiz-Lopez et al. 2010;
Murata y Tasaka, 1997). Debido a éstas caracteristicas los autores de diferentes articulos
que caracterizan la isoenzima GPAT del cloroplasto en diferentes plantas solo analizan el
extracto total (Chen et al. 2011), por lo que éste es el primer reporte en donde se analizo la
actividad de la isoenzima GPAT del cloroplasto en el extracto soluble y membranal. Debido a
la presencia de actividad en el extracto membranal y a los datos obtenidos en el trabajo
previo de Duarte (2013), en donde se observdé que la prediccion de la proteina de
CrGPATCIA presentaba un sitio de unién a la membrana en el extremo N-terminal, es posible
gue una fraccion de las enzimas codificadas por el gen CrGPATCcIA en la levadura mutante
gat1A se estén uniendo a membrana, posiblemente con la ayuda de otros factores (ej.
interaccion con proteinas de integradas a membrana o la interaccion con las cabezas polares
de grupos lipidicos) (Nelson and Cox, 2004, Lodish et al. 2000), seria necesario realizar mas
estudios para determinar el tipo de unién.

Posteriormente se realiz6 la expresion recombinante del gen CrGPATCIA en la
microalga verde C. reinhardtii, en donde se observé que las colonias obtenidas de la
transformacion, solo tres clonas diferentes presentaron la expresion del transgén de interés.
A éstas clonas se le realizé el andlisis de porcentaje de lipidos y TAGs por biomasa seca, en
donde no se observo un incremento significativo en el porcentaje de lipidos totales por
biomasa seca, pero si un decremento significativo en su porcentaje de TAGs por biomasa
seca (19 a 23 % menos) y TAGs por lipido total (45 a 56 % menos). Estos resultados apoyan
a la teoria de que CrGPATCIA corresponde a la isoenzima GPAT que se encuentra soluble
en el cloroplasto que podria estar relacionada a la sintesis de lipidos de membrana, como se

ha observado en otros organismos (Nakamura y  Li-Beisson, 2016).
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4.2 Conclusiones Generales.

El gen CrGPATre de la microalga verde C. reinhardtii codifica para una enzima con
actividad de glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) que muy probablemente esté localizada

en el reticulo endoplasmico de esta microalga.

El gen CrGPATCIA de la microalga verde C. reinhardtii codifica para una enzima con
actividad de glicerol 3-fosfato aciltransferasa (GPAT) que muy probablemente este localizada
en el cloroplasto de esta microalga.

Si bien el gen CrGPATre puede estar relacionado con la sintesis de lipidos, su
expresion parece no contribuir al aumento de lipidos en general, y TAGs en particular, y se

sugiere que la regulacion de esta sintesis se encuentra en otro punto de la ruta.

El gen CrGPATCIA podria estar relacionado con la sintesis de lipidos de membrana, y
sus expresion parece no contribuir al aumento de lipidos en general, y TAGs en patrticular,

por lo uge se sugiere que la regulacién de esta sintesis se encuentra en otro punto de la ruta.

Chlamydomonas reinhardtii es la primera microalga de agua dulce en donde se han
caracterizado funcionalmente genes homadlogos a los que codifican para las isoenzimas del
reticulo endoplasmico [AtGPAT9 (CrGPATre)] y del cloroplasto [ATS1 (CrGPATCcIA)].

96



Capitulo IV

4.3 Perspectivas

En éste trabajo se demostré por primera vez que la microalga verde C. reinhardtii
posee dos enzimas con actividad de glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) involucradas
en la sintesis de lipidos. Por tanto seria interesante realizar el estudio de localizacién
subcelular. También seria determinar de forma in vitro si la enzima CrGPATre de C.
reinhardtii se encuentra unida a la membrana del reticulo endoplasmico, y si la enzima
CrGPATCIA se encuentra en el cloroplasto. Con esto se confirmaria la prediccién in silico
realizada en un trabajo previo en el laboratorio (Duarte, 2013), y los resultados del ensayo de
la actividad enzimatica de este trabajo, en donde se encontré la actividad de la enzima
CrGPATre en el extracto membranal, mientras que la actividad de la enzima CrGPATCIA se

presentd en los tres diferentes extractos (total, soluble y membranal).

De igual forma en el estudio de Duarte (2013) se identificd un splicing alternativo en
donde el ARNm mas pequefio del gen CrGPATcl fue nombrado CrGPATcIB. Seria
interesante realizar la clonacion y caracterizacion funcional de esta isoforma de ARNm para
poder identificar si CrGPATcIB se encuentra relacionada a la sintesis de TAGs 0 a la sintesis
de lipidos de membrana como el caso de CrGPATCcIA. En dado caso de pertenecer a rutas
de sintesis diferentes, seria interesante identificar cual es el factor que induce a la sintesis de

cada isoforma y la posible interaccién de ambas en el cloroplasto.

Finalmente, y no menos importante, se ha observado en diferentes estudios en plantas
en donde se sobreexpresa un gen que codifica para una enzima GPAT, éstas presentan una
tolerancia a frio (Yan et al. 2008; Yokoi et al. 1998), basandonos en esto seria interesante
analizar la tolerancia a un estrés abiotico (ej, frio, calor, etc.) de las clonas que expresan de
forma recombinante al gen CrGPATre o CrGPATCcIA, tomando como base los andlisis
realizados por Hema y colaboradores (2007), quienes analizaron diferentes tipos de estrés

en C. reinhardtii.
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ANEXQOS
Anexo 1

A) Preparacion de medio TAP (Tris-Acetato-Fosfato) (Harris, 1989)

Disoluciones stock Para 1 litro
1M Tris base 20 ml
Amortiguador de Fosfato Il 1ml
Metales traza de Hutner 1ml
Disolucién A 10 ml
Acido acético glacial 1ml
AjustarelpHa 7.0

Preparacion de las disoluciones stock

Amortiguador de Fosfato Il Disolucion A
Componentes Para 100 ml Componentes Para 500 ml
K,HPO, 10.8¢g NH,CI 20¢g

CaCl,.2H,0 2.5g
Disolucién de metales traza de Hutner
Componentes Para 500 ml

H,BO, 57g
ZnS0O,.7H,0 11g
MnCl,.4H,0 2.53¢g

FeS0,.7H,0 2.495¢g

Co(Cl,.6H,0 0.805¢

CuS0,.5H,0 0.785¢g
Mo,0,,(NH,)s.H,0 0.5¢g
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Para medio TAP semisélido se agregan 15 g de agar bacteriolégico (Sigma) por cada
1000 mL de medio, después de ajusta el pH a 7; y se esteriliza por autoclave a 121°C y 15

Ib/cm? durante 15 minutos.

B) Preparacion de medio YPD

Para preparar medio semisélido, se pesan 65 g de YPD Agar (Sigma) por litro de
medio semisélido. Se disuelve parte del medio en un poco de agua destilada, una vez
disuelto, se afora hasta un volumen deseado. Se esteriliza en autoclave a 121°C y 15 Ib/cm?.
Una vez estéril el medio se dosifica 25 ml por plato de Petri.

Para preparar medio liquido se pesan 50 g de YPD Broth (Sigma) por litro de medio
liquido. Se disuelve parte del medio en aproximadamente tres cuartos de agua destilada, una
vez disuelto, se afora al volumen deseado. Se esteriliza en autoclave a 121°C y 15 Ib/cm?® y
se dosifica segun la cantidad deseada.

Para el medio deficiente (SD/-Leu), se pesan 6.7 g de Yeast Nitrogen Base Without
Amino Acids (Sigma), 1.62 g de Yeast Synthetic Drop-out médium Supplements (Sigma), 20
g de Glucosa (Sigma) y 20 g de Agar (si es medio sélido) por litro de medio. Se disuelve en
agua destilada, una vez disuelto se esteriliza en autoclave a 121°C y 15 Ib/cm? y se dosifica

segun la cantidad deseada.
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Anexo 2
Preparacion de las disoluciones para la extraccion de ADN y ARN.

A) Preparacion de Yoduro de Lugol.
KI (Yoduro de Potasio)............ 20g
Cristales de Yodo................. 1049
Preparacion:

1. Se peso el Yoduro de Potasio y se disolvio en aproximadamente 35-40 ml de agua

destilada.
En campana de extraccion:

2. Los cristales de yodo se pesaron utilizando un vaso de precipitado de 250 mL

previamente forrado con papel aluminio.

3. Los cristales de yodo se disolvieron en aproximadamente 40 ml de agua destilada

utilizando una parrilla de agitacion.

4. Cuando la mayor parte de los cristales se disolvieron, se agreg6 la disolucién de KiI.
Se agité hasta disolver y se aforé posteriormente hasta un volumen de 100 mL con

agua destilada.

5. Se mantuvo la disolucién en agitacion durante toda la noche. La disolucién se filtro

finalImente utilizando un embudo de cristal y papel filtro.

La disoluciéon se almacené a temperatura ambiente en un frasco ambar.
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B) Cloroformo: Alcohol Isoamilico 24:1
48 ml de cloroformo
2 ml alcohol isoamilico

En campana de extraccion se tomaron 48 ml de cloroformo y se le afiadieron 2 ml de

alcohol isoamilico para obtener una disolucién con 50 ml de volumen final.

C) Etanol al 70%

Para preparar 100 ml de una disolucion de etanol (grado biologia molecular) al 70% se
tomaron 70 ml etanol y se afadié6 30 ml de H,O ultra pura, se mezclé y se guard6 a

temperatura ambiente.

D) Preparacion de Agarosa 1.2%

Para la preparacion de la agarosa al 1.2%, solo es necesario pesar 1.2 g de agarosa
(Invitrogen) por cada 100 mL de TAE 1X, y adicionando 5 pL de bromuro de etidio por cada
30 mL agarosa disuelta.
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Anexo 3
Extraccion de acidos nucléicos

A) Extraccion de ADNg por medio del protocolo comercial de lllustra Nucleon
Phytopure Genomic DNA Extraction Kit (GE Healthcare) a partir de 40 millones de cel.

Para tener la concentracion deseada se recolectd 1 mL de un cultivo de C. reinhardtii
de 7 dias (saliendo de su fase logaritmica) para hacer el conteo celular y los 49 mL restantes
se centrifugaron a 3220 g durante 5 minutos a 4°C, el sobrenadante se desechd y se
resuspendié la pastilla en un volumen de medio TAP suficiente como para tener la

concentracion deseada de células por mililitro.

Del cultivo re suspendido se tomé 1 mL en un tubo eppendorf y se centrifugé a 3000
rom por 5 minutos, desechando el sobrenadante y obteniendo una pastilla de
aproximadamente 0.1 mL, congelando la pastilla inmediatamente en nitrégeno liquido, para

posteriormente empezar el proceso de extraccién o almacenarlas a -80°C hasta su uso.

La muestra de células congeladas en Nitrégeno liquido, se le adicion6 600 pL del
reactivo 1 + 10 pL de B-mercaptoetanol (Sigma). Agitando por vértex durante 3 minutos.
Posteriormente se le adicion6 a la mezcla 200 pL de reactivo 2; mezclando por inmersion
varias veces hasta obtener una mezcla homogénea. Se incubaron las muestras a 65°C
durante 10 minutos, agitando manualmente la disolucion cada 1.5-2 minutos, posteriormente
incubando en hielo durante 20 minutos. Terminada la incubacién en hielo se le adicion6 500
uL de cloroformo (-20°C) y 100 pL de la suspension de la resina (Nucleon Phytopure resin®),
mezclando por inmersion varias veces y se incubd a temperatura ambiente durante 10
minutos, agitando manualmente para evitar la sedimentacion de la resina (aproximadamente

cada 1.5-2 minutos).

Una vez finalizada la incubacién se centrifugé las muestras a 1300 rcf por 10 minutos y
al finalizar se transfirié la fase inorganica a un tubo nuevo estéril, esto sin perturbar la capa
suspendida de la resina nucleon, una vez recuperada la fase inorgénica se le adicion6 un

volumen igual de isopropanol frio y gentilmente se agitdé por inmersion la mezcla varias veces
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(~10 veces). Posteriormente se centrifugd la mezcla a 12000 rpm por 5 minutos, para
precipitar el ADN, se descart6 el sobrenadante y se le adiciond 800 uL de etanol al 70% frio,

volviendo a centrifugar a 12000 rpm por 2 minutos.

Se descart6 todo el etanol de la muestra y se dej6é secar el pellet (~15 minutos), una
vez seco se le adicion6 40 pyL de 10 mM Tris-HCI pH 7.5 y se incubd a 65°C por 10 minutos,
para facilitar la resuspencion del pellet se incub6 en hielo por 3 minutos. Una vez terminada
la incubacion se pasé el sobrenadante, agitando gentilmente 2 veces por pipeteo, a un tubo
nuevo, al cual se le adicion6 1 uL de RNAsa A y se incub6 a 37°C por 30 minutos, para
eliminar el RNA. Almacenando la muestra a 4°C hasta su uso.

Nota: Asegurarse que la resina se encuentre bien resuspendida con ayuda de un
vortex antes de su uso. Es importante asegurarse que el contenedor de la resina contenga la
mima cantidad de esta con el amortiguador. Dejar que la resina precipite y después
adicionarle el amortiguador TE estéril si es necesario (preparar el amortiguador TE con agua
libre de DNAsa-RNAsa).

B) Extraccion de ARN por medio del protocolo basado en el reactivo de Trizol

(Invitrogen), con una concentracion celular de 100 millones de cel/mL.

Para tener la concentracion deseada se recolectd 1 mL de un cultivo de C. reinhardtii
de 7 dias (saliendo de su fase logaritmica) para hacer el conteo celular y los 49 mL restantes
se centrifugaron a 3220 g durante 5 minutos a 4°C, el sobrenadante se desechd y se re
suspendié la pastilla en un volumen de medio TAP suficiente como para tener la

concentracion deseada de células por mililitro.

Del cultivo re-suspendido se tomé 1 mL en un tubo eppendorf y se centrifugé a 3000
rom por 5 minutos, desechando el sobrenadante y obteniendo una pastilla de
aproximadamente 0.1 mL, congelando la pastilla inmediatamente en nitrégeno liquido, para

posteriormente empezar el proceso de extraccion o almacenarlas a -80°C hasta su uso.
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Las muestras se tomaron directamente del nitrdgeno liquido para la extraccion, en
dado caso que se encuentren almacenadas a -80°C, se transportan en N, liquido y se

mantienen en él hasta el momento de empezar el proceso de extraccion.

Tomando las muestras del Nitrégeno liquido y se le adicioné a cada muestra 1000 pL
del reactivo TRIZOL (Invitrogen) mezclando por pipeteo hasta desprender completamente el
pellet de células y que se obtenga una mezcla homogénea, colocandolas posteriormente en
hielo mientras se terminan de re-suspender las demas muestras o se le da el siguiente
tratamiento. Posteriormente se le dio a cada muestra los diferentes tratamientos antes
mencionados. Se centrifugaron las muestras a 10,700 rpm por 10 minutos, una vez que se
terminaron de centrifugar las muestras, se recuperd el sobrenadante evitando tocar el pellet
formado en el fondo del tubo, incubando posteriormente a 20°C por 5 minutos, una vez
terminada la incubacion se le adicioné a cada muestra 200 pL de cloroformo/ alcohol
isoamilico (24:1), mezclando las muestras por medio de vdirtex por aproximadamente 30

segundos seguido de una incubacién a 20°C por 3 minutos.

Se centrifugaron las muestras a 10,700 rpm por 15 minutos, de donde se recuperé el
sobrenadante, el cual fue transferido a un tubo nuevo. Posteriormente se le adicion6 al
sobrenadante recuperado un volumen igual de isopropanol, agitando gentilmente por
inmersion unas 20 veces, las cuales fueron incubadas a 20°C por 10 minutos, una vez
terminada la incubacion, las muestras fueron centrifugadas a 10,700 rpm por 10 minutos. Se
deseché el sobrenadante de las muestras procurando dejar el pellet lo mas seco posible,
después de les adicion6 1000 pL de etanol al 70%, las muestras fueron agitadas gentiimente

por inmersion unas 3 veces y centrifugadas a 8400 rpm por 5 minutos.

Se desechd el sobrenadante de las muestras, procurando dejar la pastilla lo mas seca
posible, para secarla completamente a temperatura ambiente, en la campana de flujo
laminar, por aproximadamente 10 minutos. Una vez seca la pastilla, fue re-suspendida en 39
uL de agua ultra pura. Almacenando la muestra a -20°C para su uso inmediato y a -80°C

para almacenamiento prolongado.
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Anexo 4
A) QIAquick Gel Extraction (QIAGEN,C.A)

El amplicon esperado fue cortado del gel con ayuda de un escalpelo, con la menor
exposicion al UV, colocandolas en un tubo eppendorf de 1.5 mL. El tubo se pesé y se
adiciond el volumen necesario del amortiguador QG, el tubo se incubé a 50°C por 10 minutos
agitandose por voértex (Labnet, No. de catdlogo C1301) cada 3 minutos, una vez que disuelto
el gel, se le adicion6 un volumen calculado de isopropanol, homogenizandose por inversion
(1 vez). Posteriormente, se transfirié6 un volumen de 800uL de muestra una columna y se
centrifugd por 1 minutos a 13500 rpm. Este paso se repitid hasta concentrar toda la muestra.
Una vez concentrada la muestra, se le adicioné 750 pL del amortiguador PE y se incubé a
temperatura ambiente durante 6 minutos. Después se centrifug6é durante 1 minuto a 13500
rpm desechando el sobrenadante y centrifugando en seco durante 3 minutos a 13500 rpm.
Se colocé la columna en un tubo eppendorf estéril y se le agregd 40 pL del amortiguador Tris
HCI pH 7.5 10mM incubando después a temperatura ambiente durante 3 min. Transcurrido
este tiempo, se centrifugd a 13500 rpm durante 1 minuto y el sobrenadante se almacené -
20°C.
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Anexo 5
1. Preparacion de disoluciones para el cultivo de bacterias.
A) Medio SOC
Para 100 mL de medio SOC
2.0 g Bacto-tryptone
0.5 g Bacto extracto de levadura
1 mL 1M NaCl
0.25mL 1 M KCI
1 ml 2 mM Mg # (esta disolucion es esterilizada por filtracion)
1 ml 2 M glucosa (esta disolucién es esterilizada por filtracion)

Adicionar bacto-tryptone, bacto extracto de levadura, NaCl y KCI a 97 ml de agua
destilada. Agitar para disolver, esterilizar y enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente
adicionar 2 M Mg* de la disolucién stock y 2 M de glucosa, cada uno hasta una
concentracion de 20 mM. Llevar a 100 ml con agua estéril. Filtrar el medio completo con un

filtro millipore de 0.2 ym. El medio tiene un pH final de 7.0.

B) Medio LB

Para preparar medio semisélido, se pesan 40 g de Luria Agar (Sigma) por litro de
medio semisélido. Se disuelve parte del medio en un poco de agua destilada, una vez

disuelto, se afora hasta un volumen deseado. Se esteriliza en autoclave a 121°C y 15 Ib/cm?
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Una vez estéril el medio, se lleva a una temperatura de 50°C en un bafio de agua
(bafio Maria) y se adiciona el antibiético ampicilina (concentracién utilizada en el medio 100

mg/L) y se mezcla por agitacion gentil. Se dosifican 25 ml por plato de Petri.

Para preparar medio liquido se pesan 25 g de Luria Broth (Sigma) por litro de medio
liguido. Se disuelve parte del medio en aproximadamente tres cuartos de agua destilada, una
vez disuelto, se afora al volumen deseado. Se esteriliza en autoclave a 121°C y 15 Ib/cm?® y
se dosifica segun la cantidad deseada, una vez que el medio llega a una temperatura
ambiente (aproximadamente 25°C) se le agrega el antibidtico ampicilina (a una
concentracion de 100 mg/L).

2. Protocolo para la preparacién de Células Competentes segun Inoue y colaboradores
(1990).

1. Se tomé una alicuota de células competentes de la cepa stock DH10B stock
almacenado en el ultra congelador (-80 ° C). Una vez descongeladas las células y con ayuda
del asa de siembra se tomo6 una muestra y se plaqued por estrias en medio LB semisélido +
100 mg/l de estreptomicina. Las cajas Petri con los cultivos se incubaron a 37°C toda la

noche (aprox. 16 horas).

2. Después de la incubacion, las cajas de Petri se almacenaron en refrigeracion hasta
el momento del picado de la colonia. En la tarde se picé una colonia, con ayuda de un palillo
de dientes, de la caja con el cultivo y se deposité en 5 ml de medio LB liquido + 100 mg/l de
estreptomicina. Se incub6 a 37°C durante toda la noche (aprox. 16 horas) con agitacion de
225 rpm.

3. Posterior a la incubacion se sacé el tubo Falcon de la incubadora y se mantuvo a
temperatura ambiente (25°C) hasta su uso. Se tomaron diferentes cantidades de inoculo del
cultivo bacteriano y se depositaron en matraces de un litro con 250 mL de medio liquido
SOB. Los matraces se incubaron a 18°C durante aproximadamente 16 horas o hasta

alcanzar la densidad oOptica deseada.

4. Una vez que el cultivo bacteriano alcanz6 la Densidad oOptica de 0.6; se transporté

(en hielo) a la campana de flujo laminar y se dividié en porciones de 50 ml utilizando tubos
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Falcon (Los tubos Falcon fueron previamente enfriados en hielo). Todas las manipulaciones
de los tubos Falcén con los cultivos bacterianos deben realizarse en frio (utilizando hielo)

5. Los tubos Falcon de incubaron en hielo por 10 minutos.
6. Se centrifugd a 2500 rcf por 10 minutos a 4°C.

7. En campana de flujo laminar, se desecho el sobrenadante y se dejo escurrir las
gotas restantes sobre un papel estéril. Este proceso se realiz6 tubo por tubo teniendo
cuidado de mantener a éstos en hielo todo el tiempo.

8. En el cuarto frio (0°C), se agreg6 a cada Falcon 16 ml de disolucion fria de
amortiguador de transformacién (TB). El pellet se resuspendié subiendo y bajando

gentilmente el liquido con la punta de la micro pipeta.

9. Los tubos se incubaron en hielo por 10 minutos y se transportaron de ésta manera a

la centrifuga.
10. Se centrifugd a 2500 rcf por 10 minutos a 4°C.

11. En campana de flujo laminar, se deseché el sobrenadante y se escurrieron las

gotas restantes sobre un papel estéril.

12. En el cuarto frio, se agregd a cada Falcén 4 ml de disolucion fria de TB. Se
resuspendié el pellet subiendo y bajando gentilmente el liquido con la punta de la micro

pipeta.

13. Se adicion6 a cada Falcén 280 yL de DMSO (para tener una concentracién final de
7%). La disolucion de DMSO se mantuvo a temperatura ambiente hasta el momento de

utilizarse ya que tiende a congelarse.
14. Se incubaron los tubos Falcén en hielo por 10 minutos.

15. Posteriormente se hicieron alicuotas de las células competentes utilizando tubos
eppendorf de 1.5 mL previamente enfriados. Hechas las alicuotas, se congelaron en

Nitrogeno liquido antes de su almacenamiento a -80°C en el ultra congelador
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Anexo 6
Cuantificacion de proteinas totales por medio de protocolo de Bradford (1976).

La cuantificacion de proteinas se realiza de acuerdo al método de Bradford (1976),
siguiendo el protocolo descrito por el fabricante (Bio-Rad). Se realiza la curva de calibracién
en el cual se utiliza albumina sérica bovina (BSA) en un rango de 0 a 10 mg/mL. Se preparan
tubos de ensaye de 3 mL con las cantidades de AGUA DESIONIZADA y BSA como se
muestra en la Tabla. Se preparan 3 tubos (por triplicado) para cada punto de la curva. Al
momento de adicionar el reactivo de Bradford incubar por 5 minutos hasta que muestre una

coloracién azul y posteriormente cuantificar.

NOTA: Una vez adicionado el reactivo de Bradford se tiene s6lo 1 hora para hacer las
mediciones espectrofotométricas o si no la coloracién no correspondera con la cantidad de

proteina adicionada.

Cuadro de concentraciones de BSA para cuantificacién de proteinas.

Puntos de lacurva  H,0O H,O BSA Reactivo de Volumen Tote
(mg de muestra) (uL) (uL) (uL) Bradford (L) (mL)
0* 800 B B 200 1
2 790 8 2 200 1
4 790 6 4 200 1
6 790 4 6 200 1
8 790 2 8 200 1
10 790 10 200 1

*Blanco (sin BSA)

NOTA: Se adiciona el reactivo de Bradford a todas las muestras hasta el final y todas las

muestras y el reactivo se manejan en hielo.

Una vez obtenida la curva de calibracion se procedié a la preparacion de las muestras
para su cuantificacion tomando 795 pyL de agua y 5 pyL de cada una de las muestras (cada

muestra se realiza su medicion por triplicado), adicionando 200 pL del reactivo de Bradford para
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obtener un volumen final de 1 mL. De deja incubar por 5 minutos hasta que muestre una

coloracién azul y posteriormente se cuantifican las muestras.
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Anexo 7

Cuadro resultados de los rendimientos de las clonas transgrnicas obtenidas.

Clona cel/mL Biomasa % Lipidos por % TAGs por % TAGs por
seca (mgQ) biomasa seca biomasa seca lipido total
RE 2 8075000 35.7 50.98 32.83 64.40
RE 2 7775000 355 43.94 32.87 74.81
RE 2 9100000 35.7 47.62 30.62 64.29
RE 11 8775000 35.4 46.05 33.94 73.72
RE 11 9075000 35.7 45.10 32.18 71.37
RE 11 6775000 34.6 45.38 29.93 65.96
RE 22 8475000 36.6 43.72 28.52 65.25
RE 22 8225000 34.1 48.39 34.78 71.88
RE 22 8450000 35.7 41.74 33.05 79.18
RE 23 11150000 36.4 48.63 31.28 64.33
RE 23 10500000 37.1 48.79 33.13 67.90
RE 23 10100000 36.2 48.34 32.71 67.66
RE 31 9800000 36.4 44.54 31.28 69.85
RE 31 9450000 36.6 44.57 30.53 73.52
RE 31 7800000 36.8 47.06 28.99 63.51
RE 35 10100000 35.9 44.23 31.36 69.93
RE 35 8175000 36.4 47.17 32.54 67.69
RE 35 8075000 36.9 48.34 33.69 71.03
RE 41 11950000 354 4451 39.37 86.03
RE 41 13000000 35.9 51.37 31.01 59.22
RE 41 10275000 35.9 53.80 36.49 66.16
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RE 45

RE 45

RE 45

RE 49

RE 49

RE 49

CLA 2

CLA 2

CLA 2

CLA 10

CLA 10

CLA 10

CLA 20

CLA 20

CLA 20

A%

A%

A%

Cs

Cs

Cs

10775000

12600000

12878000

9850000

12200000

9825000

12300000

9525000

8750000

12225000

12175000

10500000

7625000

8000000

9500000

8175000

7875000

5475000

7825000

9100000

10250000

35.3

34.5

34

32.9

33.7

33

32.1

32.4

33

35.8

36.7

36.2

34.2

33.2

31.8

33.7

33.4

335

36

36.6

33.9

48.47

43.96

42.01

46.33

49.30

49.30

47.31

47.83

49.41

50.46

56.08

53.94

51.09

48.46

43.64

38.55

38.15

37.85

48.04

50.30

42.66

33.25

37.25

47.09

28.74

37.05

34.55

23.43

10.99

16.06

19.86

19.28

17.35

16.49

20.72

23.43

34.46

32.90

33.16

36.50

39.63

43.57

67.46

80.31

96.84

57.66

70.54

64.41

45.03

21.58

31.55

42.83

37.43

35.28

34.39

43.82

51.74

84.16

78.50

81.09

82.64

86.86

97.81
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