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Resumen

RESUMEN

Chlamydomonas reinhardtii es una microalga verde de agua dulce que tiene la habilidad
de acumular y secretar glicerol, asi como de acumular triacilglicéridos (TAGs) en
respuesta a estrés osmaotico. Se sabe que la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
(GPDH) es una enzima clave en el metabolismo del glicerol y los lipidos (TAGS). La
enzima GPDH cataliza la conversion de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a glicerol-3-
fosfato (G3P), usando NADH como donador de electrones, en donde el G3P es el
componente limitante en la produccion de glicerol y TAGs. El papel de la enzima GPDH
ha sido ampliamente estudiado en la levadura Saccharomyces cerevisiae, en donde los
genes gpdl y gpd2, que codifican para diferentes enzimas GPDH, son responsables de la
sintesis de glicerol en esta levadura. En las microalgas verdes también se ha estudiado el
papel de la enzima GPDH, principalmente en las microalgas del género Dunaliella, en
donde se han clonado y caracterizado genes GPDH. Ademas, se ha observado que la
expresion de estos genes GPDH, a altas concentraciones salinas, esta asociada a la
biosintesis del glicerol. En un estudio previo en nuestro laboratorio, se identificaron tres
genes homélogos a GPDH (CrGPDH1, CrGPDH2 y CrGPDH3) en la microalga verde C.
reinhardtii, y se observé que la expresion de CrGPDH2 se indujo en respuesta a un
tratamiento de 200 mM de NaCl por 2 h. Con base en estos resultados y dada la alta
identidad entre CrGPDH2 y CrGPDH3, en el presente trabajo se realizé la caracterizacion

molecular y funcional de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de C. reinhardtii.

Como resultado, se encontro que la expresion tanto de CrGPDH2 como de CrGPDH3 se
induce en respuesta al tratamiento de 200 mM de NaCl por 2 h, sugiriendo que ambos
genes podrian estar involucrados en la sintesis de glicerol y TAGs, asi como en la
tolerancia al estrés osmotico en esta microalga. Ademas, se analizo la expresion de los
genes CrGPDH2 y CrGPDH3 a diferentes concentraciones de NaCl, y se encontré que
una concentracion tan baja como 5 mM de NaCl durante 5 min fue suficiente para inducir
la expresién de ambos genes. Como parte de la caracterizacion molecular, se mapearon
los extremos del ADNc de CrGPDH2 y CrGPDH3 utilizando la técnica de RLM-RACE y se
clonoé la secuencia completa de sus ADNcs. Para la caracterizacion funcional, se realizo
la expresion heteréloga del ADNc de estos dos genes en la doble mutante gpd1Agpd2A

de S. cerevisiae y se confirmé que tanto CrGPDH2 como CrGPDH3 presentan actividad
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de GPDH. Por su parte, el estudio de complementacion genética reveldé que los genes
CrGPDH2 y CrGPDH3 fueron capaces de restaurar la produccion de glicerol y aumentar
su tolerancia a la salinidad de esta mutante. Comparado con CrGPDH3, el gen CrGPDH2
confirié una mayor produccion de glicerol y tolerancia a la salinidad cuando se expreso en
la doble mutante gpd1Agpd2A. En conjunto, estos resultados demostraron que los genes
CrGPDH2 y CrGPDH3 codifican para homologos funcionales del gen gpdl de S.
cerevisiae, que esta involucrado en la sintesis de glicerol y tolerancia al estrés osmotico.
Para finalizar, se obtuvo un plasmido de transformacién para el nacleo de C. reinhardtii:
pCrGPDH2c. Dicho plasmido contiene al gen CrGPDH2 de C. reinhardtii, que como se
demostro en el presente trabajo codifica para una enzima funcional GPDH. Este plasmido
servird en futuros estudios para investigar la sobre expresién de CrGPDH2 y su efecto en
la sintesis y acumulacion de glicerol y TAGs en esta microalga, con la perspectiva
biotecnoldgica de utilizar a C. reinhardtii como un biorreactor para la acumulacion de
glicerol o TAGs como una materia prima renovable de numerosos procesos industriales y

biocombustibles.




Abstract

ABSTRACT

Chlamydomonas reinhardtii is a green microalga that has the ability to accumulate and
secrete glycerol and to accumulate triacylglycerols (TAGS) in response to osmotic stress.
In this regard, it has been shown that the enzyme glycerol-3-phosphate dehydrogenase
(GPDH) is a key enzyme in lipids and glycerol metabolism. GPDH catalyzes the
conversion of dihydroxyacetone phosphate (DHAP) to glycerol-3-phosphate (G3P), using
NADH as an electron donor, where G3P is a limiting component in the glycerol and TAGs
synthesis. The role of GPDH enzyme has been extensively studied in the yeast
Saccharomyces cerevisiae, where gpdl and gpd2 genes, encoding different GPDH
enzymes, are responsible for glycerol synthesis in this yeast. The role of the GPDH
enzyme has also been studied in green microalga, mainly in microalga of the genus
Dunaliella, where GPDH genes has been cloned and characterized. Moreover, it has been
observed that the expression of these GPDH genes, at high salt concentrations, is
associated with glycerol biosynthesis. In a previous study in our laboratory, three GPDH
homologs genes (CrGPDH1, CrGPDH2 and CrGPDH3) were identified in the green
microalga C. reinhardtii, and it was observed that the expression of CrGPDH2 was
induced in response to 200 mM NaCl treatment for 2 hours. Based on these results, and
given the high identity between CrGPDH2 and CrGPDH3, in the present study we
performed a molecular and functional characterization of CrGPDH2 and CrGPDH3 genes

of C. reinhardtii.

We found that the expression of both CrGPDH2 and CrGPDHS is induced in response to
200 mM NacCl treatment for 2 h, suggesting that both genes could be involved in glycerol
and TAGs synthesis, as well as in osmotic stress tolerance in this microalga. In addition,
the expression of CrGPDH2 and CrGPDH3 genes at different NaCl concentrations was
analyzed, finding that a concentration of NaCl as low as 5 mM for 5 minutes was sufficient
to induce the expression of both genes. Therefore, we mapped the cDNA ends of
CrGPDH2 and CrGPDH3 using RLM-RACE technique and cloned their full-length cDNAs.
For functional characterization, we performed the heterologous expression of these two
cDNAs in S. cerevisiae gpd1Agpd2A double mutant and GPDH activity was confirmed for
both CrGPDH2 and CrGPDH3. Additionally, the genetic complementation analysis
revealed that CrGPDH2 and CrGPDH3 were able to restore glycerol production and
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restore the salinity tolerance of this mutant. Compared with CrGPDH3, CrGPDH2 gene
conferred higher glycerol production and greater salt tolerance when expressed in the
gpd1Agpd2A double mutant. Together, these findings show that both CrGPDH2 and
CrGPDH3 genes encode functional homologs of the S. cerevisiae gpdl gene that is
involved in glycerol synthesis and osmotic stress tolerance. Finally, a plasmid for the
nuclear transformation of C. reinhardtii was obtained: pCrGPDH2c. This plasmid contains
the CrGPDH2 gene of C. reinhardtii which, as demonstrated in the present study, encodes
a functional GPDH enzyme. This plasmid will be used in future studies to investigate its
effect on the synthesis and accumulation of glicerol and TAGs in this microalga, with the
biotechnological prospect of using C. reinhardtii as a biorreactor for glycerol and TAGs

accumulation as a renewable feedstock for numerous industrial products and biofuels.
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CAPITULO I. ANTECEDENTES GENERALES

1.1. INTRODUCCION

Chlamydomonas reinhardtii es una microalga verde de agua dulce capaz de sintetizar
glicerol como un metabolito osmorregulador en respuesta a estrés osmdético, y tolera una
concentracion de hasta 200 mM de NaCl (Ledn y Galvan, 1994). C. reinhardtii también es
capaz de acumular triacilglicéridos (TAGS) en respuesta a concentraciones que van de 20
a 100 mM de NacCl (Siaut et al., 2011). El glicerol es un importante soluto osmorregulador
y se ha reportado que su acumulacion se induce por condiciones de estrés osmaético en
microalgas verdes no haldéfilas, como C. reinhardtii (Le6n y Galvan, 1994), y en algunas
microalgas verdes haldfilas, incluyendo algunas especies marinas de Chlamydomonas y
Dunaliella, asi como casi todas las especies de levaduras estudiadas hasta la fecha (Ben-
Amotz y Avron, 1983; Avron, 1986; Hohmann, 2002). Sin embargo, los genes de
microalgas involucrados en la biosintesis de glicerol y lipidos (TAGS) adun no han sido
completamente caracterizados. Y, debido al creciente interés en utilizar a las microalgas
como biorreactores para la produccion de glicerol y/o TAGs, surge la necesidad de
identificar y caracterizar genes que puedan ser utilizados para este propdésito. Se sabe
que la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPDH, EC 1.1.1.8) cataliza la reduccién
de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a glicerol-3-fosfato (G3P), usando NADH como
donador de electrones. Posteriormente, el G3P es desfosforilado a glicerol mediante la
accion de la enzima glicerol fosfatasa (GPP) (Gancedo et al., 1968; Ghoshal et al., 2002).
El G3P juega un papel importante en la adaptacion al estrés osmaético y es un metabolito

clave en la sintesis de glicerol y TAGs (Albertyn et al., 1994; Vigeolas et al., 2007).

Los genes GPDH fueron estudiados inicialmente en la levadura S. cerevisiae, donde los
genes gpdl y gpd2, que codifican para diferentes enzimas GPDH, son responsables de la
sintesis de glicerol (Ansell et al., 1997). Los estudios han demostrado que el producto del
gen gpdl es la isoforma més relevante bajo condiciones de estrés osmaético, mientras que
la transcripcién del gen gpd2 se induce en condiciones anaerobias (Ansell et al., 1997).
Ademas, se observo que la sobre expresion del gen gpdl de S. cerevisiae incrementé en
un 40% el contenido de lipidos en las semillas maduras del cultivo comercial de la planta
oleaginosa Brassica napus L. (Vigeolas et al., 2007), y recientemente, se observé que la

sobre expresién del gen GPDH de la diatomea marina P. tricornutum increment6 6.8
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veces la concentracion del glicerol y hasta en un 60% el contenido de lipidos en esta
diatomea (Yao et al.,, 2014). En las microalgas D. salina y D. viridis se han clonado y
caracterizado genes que codifican para enzimas GPDH (He et al., 2007; 2009; Cai et al.,
2013), y se ha observado que la expresion de estos genes aumenta cuando se
encuentran sujetos a altas concentraciones salinas (He et al., 2007; 2009). Ademas, se ha
estudiado la relacion entre la biosintesis de glicerol y la expresion de los genes GPDH de
estas microalgas (He et al., 2007; 2009; Chen et al., 2011). Recientemente, Macario-
Gonzélez (2011), como parte de sus estudios de maestria en nuestro grupo de
investigacion, reportd la caracterizacién in silico y el analisis de la expresion del gen
CrGPDHZ2, cuya expresion fue inducida en respuesta al tratamiento con 200 mM de NacCl
por 2 h, sugiriendo que este gen podria estar involucrado en la produccion de glicerol y
tolerancia a estrés osmdtico, asi como en la sintesis de TAGs en esta microalga. En este
estudio se encontré que el porcentaje de identidad entre la secuencia de aminoéacidos de
CrGPDH2 y CrGPDH3 fue de 97.9%, a diferencia de CrGPDH1 cuya secuencia de
aminodcidos presenté un porcentaje de identidad de 77.5 y 76.8% con CrGPDH2 y
CrGPDHa3, respectivamente. Lo anterior sugiere que no sélo CrGPDH2 sino que también

CrGPDH3 podria estar asociado al metabolismo del glicerol y TAGs en C. reinhardtii.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue caracterizar molecular y funcionalmente a
los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de C. reinhardtii. Como parte de esta caracterizacion, se
propuso analizar la expresion de CrGPDH2 y CrGPDH3 en respuesta a diferentes
concentraciones de NaCl partiendo de 200 hasta 5 mM de NaCl y variando el tiempo del
tratamiento. Ademas, se realizd por primera vez la clonacion y caracterizacion funcional
del ADNc de CrGPDH2 y CrGPDHS3. El ADNc de ambos genes fue expresado en la doble
mutante gpd1Agpd2A de S. cerevisiae con el objetivo de determinar si el producto de
ambos genes presentaba actividad de GPDH, y por otra parte si el ADNc de CrGPDH2 y
CrGPDH3 era capaz de restaurar la tolerancia a la salinidad en la doble mutante, que es
susceptible a la salinidad. Finalmente, y con base en los resultados obtenidos en el
presente trabajo de tesis, se propuso obtener un plasmido recombinante para la expresion
de CrGPDHZ2, con la perspectiva de usarlo en un trabajo posterior para la transformacion
del nacleo de C. reinhardtii e investigar la relacién de este gen con la sintesis de glicerol y
el contenido de lipidos en esta microalga, y sentar las bases para que en estudios

posteriores se pueda manipular la acumulacion de lipidos en esta u otra microalga.
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1.2. ANTECEDENTES

1.2.1 Generalidades de la microalga verde Chlamydomonas reinhardtii

Las microalgas del género Chlamydomonas estan clasificadas taxonémicamente dentro
de la clase de algas verdes Chlorophyceae. Estas microalgas verdes pueden encontrarse
en agua salada, dulce, en el suelo e incluso en la nieve. Se han descrito mas de 500
especies de Chlamydomonas aunque cientificamente sélo se trabaja con unas cuantas

especies, siendo Chlamydomonas reinhardtii la mas empleada en el laboratorio.

Chlamydomonas reinhardtii es un microalga verde eucariota unicelular de agua dulce, que
presenta una estructura polar y forma elipsoide, mide cerca de 10 um de didmetro (con
variaciones significativas a través del ciclo celular) (Figuras 1.1 y 1.2), esta rodeada por
una pared celular rica en hidroxiprolina que se asemeja a las glicoproteinas encontradas
ampliamente en las plantas. La pared celular de C. reinhardtii no contiene celulosa
(Harris, 2001).

a e Reino: Plantae
@ = Divisién: Clorophyta
@ @ Clase: Chlorophyceae
Orden: Volvocales
@ m Familia: Chlamydomonadaceae
@ Genero: Chlamydomonas Ehrenberg, 1835
Q_ Especie: Chlamydomonas reinhardtii Dangeard,1899

Figura 1.1. Clasificacion taxonémica de la microalga verde Chlamydomonas reinhardtii (Tomado

del Sistema Integrado de Informacion Taxondémica, ITIS por sus siglas en inglés,
http://www.itis.gov/index.html). Fotografia: Dr. Rodrigo Rivera Solis.

Chlamydomonas reinhardtii es un organismo fotosintético que contiene dos vacuolas
contractiles localizadas en la parte anterior de la célula, tiene multiples mitocondrias
dispersas en el citosol, dos flagelos anteriores de 10 a 12 um de longitud que le confieren
movilidad y un unico cloroplasto en forma de copa que ocupa del 40 al 60% del volumen

celular y que rodea al nucleo (Rochaix, 1995). Otra estructura de importancia es la
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mancha ocular, rica en carotenos y que se cree que esta encargada de percibir y dirigir la
luz hacia el fotorreceptor verdadero de la microalga (Figura 1.2) (Merchant et al., 2007).

el ,
Mitceondria Pirenoide

Claraplaste

Figura 1.2. Esquema general de la estructura celular de la microalga verde Chlamydomonas
reinhardtii (Tomado de Merchant et al., 2007).

En condiciones de oscuridad y heterotrofia es capaz de ensamblar correctamente sus
complejos fotosintéticos y crecer empleando acetato como fuente alternativa de carbono,
el cual es asimilado por la ruta del glioxilato (Harris, 2001). Por tanto, esta microalga
puede crecer rapidamente fotoautotrofica o heterotréficamente, lo que ha permitido el
estudio de numerosas mutantes fotosintéticas y se considera un organismo modelo para

el estudio de la fotosintesis (Nickelsen y Kuck, 2000).

1.2.2 C. reinhardtii como modelo de estudio del metabolismo del glicerol y lipidos

Chlamydomonas reinhardtii es un organismo eucariota facilmente cultivable a un costo
econdmico, sus células crecen rapidamente presentando un ciclo biolégico haplo-diploide.
Es una microalga viable para cultivarse a gran escala y es facil de transformar y manipular

por medio de ingenieria genética. Comparadas con las plantas terrestres, las microalgas
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como C. reinhardtii crecen a velocidades superiores, duplicando su material celular por
division vegetativa en tan so6lo 8 h a un régimen de 12 h de luz / 12 h de oscuridad. Por
ejemplo, en la produccion de proteinas recombinantes usando a C. reinhardtii como
biorreactor, el tiempo necesario desde la transformacion genética inicial hasta la
evaluacion de la proteina recombinante, se reduce significativamente con respecto a las
plantas, ya que se requiere de tan sélo seis semanas para evaluar la produccion de
proteinas in vitro, y de unos pocos meses para un escalamiento de hasta 1,000 litros
(Fletcher et al., 2007).

Esta microalga constituye un modelo muy usado en el mundo de la biologia celular de
eucariotas, ha sido utilizada como un organismo modelo experimental para analizar
detalladamente procesos fisioldgicos, bioquimicos y moleculares tales como la
fotosintesis, la sintesis y movilidad de flagelos, el metabolismo respiratorio, el estrés
causado por minerales y el desarrollo del cloroplasto y mitocondrias (Gutman y Niyogi,
2004). También, ha demostrado ser un sistema apropiado para el estudio de sobre
expresion de genes (Siripornadulsil et al., 2002; Kumar et al., 2004), asi como para
estudios de induccién génica (Schroda et al., 2002; Shrager et al., 2003). Adema4s, es un
organismo adecuado para estudiar los efectos de estrés ante estimulos bidticos y
abidticos a nivel transcripcional y post-transcripcional; un ejemplo de esto es el estudio

realizado por Lilly et al. (2002).

Es el Unico organismo para el que se han desarrollado técnicas de transformacion
genética para sus tres genomas (nuclear, cloroplastidial y mitocondrial). De hecho, C.
reinhardtii fue el primer organismo en el que se logré una transformacion estable del
genoma del cloroplasto (Boynton et al., 1988) y el primer eucariota fotosintético en el que
se transformé el genoma mitocondrial (Randolph-Anderson et al.,, 1993). La
transformacion nuclear con la técnica de perlas de vidrio es también bastante efectiva,
donde la frecuencia de la trasformacién obtenida se eleva cuando la pared celular es
removida antes de la transformacion. En la transformacién nuclear, la integracién del ADN
tiene lugar el 99% de los casos mediante insercidn en secuencias aleatorias no
homologas (Lefebvre, 1999; Prieto et al., 1996), esto ha sido aprovechado para el
desarrollo de sistemas de mutagénesis insercional y permite la clonacion de cualquier gen

afectado.
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El primer genoma de C. reinhardtii en ser secuenciado fue el de la mitocondria, el cual es
un genoma lineal y mide aproximadamente 15.8 Kpb (Gray y Boer, 1988; Michaelis et al.,
1990). El proyecto del genoma Chlamydomonas presenta la secuencia completa del
genoma del cloroplasto, el cual mide aproximadamente 204 Kpb (Maul et al., 2002).
Recientemente se presentd la totalidad de su genoma nuclear, el cual mide
aproximadamente 121 Mb (Merchant et al., 2007; Instituto Conjunto del Genoma,

http://www.jgi.doe.gov/chlamy), y es rico en guaninas (G) y citocininas (C),

aproximadamente 62%; este alto contenido de GC puede producir dificultades en la
clonacion de genes (Harris, 2001). Asi mismo, se encuentra informacion disponible de la
secuencia de sus genomas, lo que nos brinda la posibilidad de analizarlo en busca de

genes de interés.

Debido al evidente potencial de la manipulacion genética de C. reinhardtii, se ha
desarrollado recientemente un gran numero de técnicas para esta especie (Lefebvre y
Silflow, 1999). La disponibilidad de cepas mutantes para ciertos lipidos o acidos grasos ha
demostrado ser una poderosa herramienta para la investigacién de la funcion y fisiologia
de glicerol y lipidos. Por ello, durante la década pasada, estudios realizados con cepas de
C. reinhardti mutantes en el &cido graso A3-trans-hexadecenoico conteniendo
fosfatidilglicerol permitieron el progreso para el entendimiento de la funcion especifica de
los lipidos en la membrana de los tilacoides (Pineau et al., 2004; Sato et al., 2003).
Ademas, la cepa hf-9 de C. reinhardtii, mutante en la biosintesis de &acidos grasos
insaturados en los lipidos del cloroplasto, ha sido empleada para el estudio de la funcion
de bajos niveles de insaturacion en tales lipidos con respecto a la tolerancia a altas
temperaturas en esta microalga (Sato et al., 1996). C. reinhardtii tiene una composicion de
lipidos Unica en comparacion con las plantas vasculares (Giroud et al.,, 1988). En
particular, los lipidos fosfatidilcolina y fosfaditiiserina no estdn presentes en las
membranas, mientras que el lipido de membrana principal en esta microalga es el lipido

betaina (Guschina y Harwood, 2006).

Asi mismo, se ha sugerido a esta especie como una excelente candidata para usarse en
la produccion de biodiésel (Morowvat et al., 2009), ya que en el analisis de la composicion
de acidos grasos de una especie del género Chlamydomonas (Chlamydomonas sp.

MCCS 026, aislada del suelo de cultivos de arroz en Irdn) se identificaron los ésteres

10
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metilicos de los &cidos grasos siguientes: nonanoico (C-9), dodecanoico (C-12),
tetradecanoico (C-14), pentadecanoico (C-15), hexadecanoico (C-16), eicosanoico (C-20),
heneicosanoico (C-21), docosanoico (C-22) y tetracosanoico (C-24). Esto convierte a C.

reinhardtii en un buen modelo para estudios del metabolismo de lipidos.

En cuanto a la sintesis de los lipidos de almacenamiento, los triacilglicéridos (TAGS), es
precisamente en C. reinhardtii donde se realiza la primera investigacion y se propone una
ruta hipétetica de sintesis de TAGs (Figura 1.3) (Greenwell et al., 2010; Riekhof et al.,
2005; Ohlrogge y Jawoeski, 1997). Esta propuesta concuerda con el primer estudio
realizado por Fan et al. (2011), en donde se supone que la microalga C. reinhardtii puede
desarrollar, ademas de la ruta de sintesis de TAGs en el citosol, una ruta de sintesis de

TAGs en el cloroplasto.

Citosal
G3P

TAG = DAL +— PA #+— LFA ‘—L.ﬂucil-cuﬂ.

FFA
MEMBRANA BEL TILACOIDE i
1

Estroma del tilacoide H'f&

PEP = Agetil-cos ~y Acil-ACP TTAG
|
; + G3F
Malonil-cas

PEP lf
Malanil-ACP

e

MEMBRANA DEL TILACOIDE

Figura 1.3. Ruta de sintesis hipotética de triacilglicéridos en C. reinhardtii y supuestas
localizaciones (modificado de Greenwell et al., 2010). Donde: TAG = Triacilglicérido, DAG
Diacilglicérido, PA = Acido fosfatidico, LPA = Acido lisofosfatidico, G3P = Glicerol-3-fosfato, CoA
Coenzima A, FFA = Acidos grasos libres, ACP = Proteina acarreadora de grupos acilo y PEP
Fosfoenolpiruvato.

Los lipidos de microalgas son de gran interés porque contienen triacilglicéridos (TAGS)
gue pueden ser transesterificados usando tecnologia convencional para la produccion de

estéres metilicos (biodiésel) o procesados mediante la técnica de hidrocraqueo catalitico

11
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para producir bioqueroseno (bioturbosina). En cuanto a esto, se ha mencionado que C.
reinhardtii contiene el 21% de lipidos del peso seco (Singh et al., 2010). En cuanto a esto,
Contreras-Pool (2010), como parte de sus estudios de maestria en nuestro grupo de
investigacion, encontré que C. reinhardtii contiene aproximadamente 57% de lipidos de su
peso seco, los cuales estan presentes en su mayoria como triacilglicéridos y los acidos
grasos saturados de 16 y 18 carbonos integran una gran parte de estos lipidos en la

microalga (Tatsuzawa et al., 1996; Contreras-Pool, 2010).

1.2.3 Ventajas de las microalgas como materia prima en la produccioén de glicerol y

biocombustibles

Las microalgas presentan un gran potencial para la produccion de glicerol vy
biocombustibles, ya que son organismos fotosintéticos capaces de acumular grandes
cantidades de lipidos de acuerdo a las condiciones de cultivo, y este cultivo podria
realizarse en &reas marginales, evitando competir con el espacio destinado para la

produccion de alimentos (Schenk et al., 2008; Gouveia y Oliveira, 2009).

La bioturbosina y el biodiésel son biocombustibles obtenidos principalmente a partir de
aceites vegetales, tales como las semillas de girasol, palma aceitera, cocotero, soya,
canola y Jatropha curcas. Sin embargo, estos cultivos requieren de grandes extensiones
de tierra, asi como grandes cantidades de agua para el riego, y debido a que son cultivos
perennes y tienen un ciclo de vida largo, la extraccion de lipidos es limitada. Si
comparamos estos cultivos con las microalgas, se puede notar que las microalgas
presentan varias ventajas sobre los cultivos de plantas superiores como fuente de materia
prima para los biocombustibles. Las microalgas, gracias a su simplicidad estructural,
tienen una eficacia fotosintética y potencial de crecimiento claramente superior a las
plantas. Ademds, pueden ser cultivadas todo el afio y cosechadas continuamente. Se
pueden utilizar contenedores cerrados (fotobiorreactores) para su cultivo en tierras
marginales (por ejemplo, el desierto y las zonas &ridas y semiéridas) que no son aptos
para la agricultura. Una ventaja adicional, es que en su cultivo se puede aprovechar el
agua de ambientes salinos e hipersalinos, de baja calidad de nutrientes o aguas
residuales, que no son buenas para la irrigacién agricola o para el consumo de los seres

humanos o animales, lo que aporta un beneficio adicional a la biorremediacion de aguas
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residuales. Asi mismo, tienen la capacidad de secuestrar CO., reduciendo de esta forma

las emisiones de CO., el principal causante del efecto invernadero, de forma rapida y

eficiente, ya que por cada Kg de biomasa seca se fijan aproximadamente 1.8 Kg de CO:;

(Khan et al., 2009).

La bioturbosina se obtiene a partir de los TAGs y &cidos grasos libres presentes en las

semillas de las plantas o en los cuerpos lipidicos de las microalgas, los cuales son

sometidos a un proceso de hidrocraqueo selectivo (selective hydrocracking) (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Reaccién de hidrocraqueo selectivo (Beginner's Guide to Aviation Biofuels, 2009).

En cuanto al biodiésel, este puede producirse mediante el proceso quimico de

transesterificacion, también llamado alcohdlisis, que es la reacciébn de una grasa,

triacilglicérido o un aceite con un alcohol produciendo los correspondientes ésteres

metilicos de 4cidos grasos y glicerol (Figura 1.5) (Durret et al., 2008).

+

Triglicérido

CATRLIZADDR CHOM
ICHOH — IR — O —H + |
CHAOH
Alcohol Ester metilico Glicerol
(Metanol) {Biodiesel)

Figura 1.5. Reaccién de transesterificacion de lipidos para la formacién de biodiésel (Chisti, 2007).
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Las microalgas pueden sintetizar y acumular grandes cantidades de lipidos/aceites
neutros (20-50% del peso seco celular), principalmente en forma de TAGs, bajo
condiciones ambientales desfavorables o de estrés; ademas, presentan altos indices de
crecimiento (1-3 duplicaciones por dia) lo que se traduce en mayor biomasa (Khan et al.,
2009). Si se utilizaran microalgas capaces de acumular grandes cantidades de lipidos
para cubrir la demanda mundial anual de petréleo, en teoria, se necesitaria solamente el
0.1% del area mundial (Cuadro 1.1) (Chisti, 2007). Es por ello que actualmente existen
esfuerzos en investigacion en varias partes del mundo dirigidas al uso de las microalgas

para la produccion de biodiésel.

Cuadro 1.1. Comparacién de algunas materias primas para la elaboracién de biodiésel.

Materia prima Biodiéfel Area req_uerida como % Are_a requeri_da como % (_:Ie
(L/ha/afo) de la tierra mundial la tierra cultivable mundial
Algodon 325 100.7 756.9
Soya 446 73.4 551.6
Grano de mostaza 572 57.2 430.1
Girasol 952 34.4 258.4
Canola 1,190 275 206.7
Jatropha sp. 1,892 17.3 130 (0%)
Cocotero 2,399 11.0 54.0
Palma aceitera 5,950 55 41.3
Microalga (10 gm=2
licroalga (10 g 12,000 2.7 20.5 (0b)
dia™t con 30% TAG)
Microalga (50 gm=2
i 9a(50g 98,500 0.3 2.5 (0b)
dia"tcon 50% TAG)
Microalga (50 gm—2
ficroalga (S0 g 136,900 0.1 0.83 (0Y)
dialcon 70% TAG)

aJatropha sp. se cultiva principalmente en tierras marginales; *PAsumiendo que los estanques y
biorreactores de microalgas se encuentran en la tierra no cultivable (Schenk, 2008; Chisti, 2007).

El glicerol, comunmente llamado glicerina, es un polihidroxialcohol ampliamente utilizado
en las industrias quimica, farmacéutica y cosmética en virtud de sus propiedades
humectante, antisépticas, hidroscépicas y espesantes. Es el principal subproducto en la

produccion de biodiésel, aproximadamente 10% en peso del aceite (Figura 1.5). Tomando
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en consideracion el aumento del precio de las materias primas utilizadas tradicionalmente
para la obtencion del glicerol, resulta interesante la blsqueda de nuevas y variadas
fuentes (Antonini et al., 2010). En este sentido, el perfil lipidico de las microalgas se
caracteriza por la presencia de cantidades apreciables de lipidos neutros, principalmente
glicéridos, que representan una fuente potencial de glicerol, ademas se ha reportado la
existencia de glicerol libre en las células de un numero considerable de especies
(Hernandez et al., 2000). La microalga marina D. salina contiene cantidades significativas
de glicerol, que pueden incrementarse en respuesta a un aumento de la presion osmética
externa (Hernandez et al., 2000). Y, en nuestro modelo de estudio, la microalga verde de
agua dulce C. reinhardtii, se ha observado la sintesis de glicerol en forma continua

durante condiciones de estrés osmético (Ledn y Galvan, 1994).

1.2.4 Estrés osmotico y su relacion con la sintesis de glicerol y lipidos

En levaduras se ha observado que para responder a ambientes osmaoticos extremos las
células acumulan glicerol para compensar las diferencias de potencial hidrico extra e
intracelular. Sin embargo, no todos los organismos tienen la capacidad natural de
sintetizar glicerol. Se conoce que algunas especies de bacterias, levaduras y algas
producen glicerol. La bacteria Bacillus licheniformis y Lactobacillus lycopersica sintetizan
glicerol, igualmente varias levaduras osmotolerantes como S. cerevisiae y Debaromyces
hansenii (Albertyn et al., 1994).

Diversos estudios han demostrado que el contenido de glicerol en las microalgas aumenta
cuando éstas son sometidas a condiciones de estrés osmotico, ya que el glicerol funciona
como un osmorregulador (Cruz et al., 2001; Ahmando y Hellebust, 1986; Husic y Tolbert,
1986). Sustancias como NaCl y KCI en altas concentraciones (50 a 200 mM, dependiendo
de la especie de microalga) en el medio de cultivo causan estrés, haciendo que se
produzca un efecto inhibitorio en el metabolismo fotosintético, lo cual reduce los niveles
de almiddn, fosfatos, lactatos y glicolato, pero causan un aumento del glicerol intracelular
y en el medio de cultivo. Otros estudios como el realizado por Takagi et al. (2006) indican
gue no solo el contenido de glicerol aumenta al someter a las microalgas del género
Dunaliella a estrés osmotico, sino también el contenido de los lipidos, lo cual podria

deberse a que el estrés osmaotico causa un aumento en la produccion de glicerol en las
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microalgas para mantener el balance osmoético intra y extra celular. Como el glicerol es el
precursor de los triacilglicéridos, probablemente parte de este glicerol producido de més

se sintetiza como triacilglicérido causando un aumento en la produccién de éstos.

Lo anterior concuerda con el incremento de lipidos observado en la microalga verde C.
reinhardtii despues de la exposicion a 100 mM de NaCl por 48 h (Siaut et al., 2011) y el
incremento de lipidos observado en la microalga verde C. saccharophila después de la
exposicion a 150 mM de NaCl por 24 h (Herrera-Valencia et al., 2011). Ademas, se ha
reportado que las microalgas C. reinhardtii y Dunaliella sintetizan glicerol como soluto
osmorregulador cuando se encuentran bajo condiciones de estrés salino (Ledn y Galvan,
1994; Avron, 1986), por lo que el glicerol podria estar desempefiando un papel clave en el
incremento de lipidos en estas microalgas. La acumulacién de glicerol como soluto
osmorregulador ante concentraciones extremas de salinidad ha sido reportada también en
algunas algas verdes haldfilas donde se incluyen Dunaliella, Zooxanthellae, Asteromonas
y algunas especies halotolerantes de Chlamydomonas (Ben-Amotz et al., 1973). La
halotolerancia es un concepto que se refiere a la adaptacion de organismos a la salinidad.
Los microorganismos haldfilos se distinguen o clasifican por el requerimiento de
condiciones hipersalinas para su crecimiento: los hal6filos ligeros muestran crecimiento
optimo dentro de una concentracion de NaCl que oscila entre 0.2 y 0.85 M (2-5%); los
haléfilos moderados, crecen entre 0.85y 3.4 M (5-20%) de NaCl, y por ultimo, los hal6filos
extremos, que crecen de 3.4 a 5.1 M (20-30%) de NaCl (Gonzélez-Herndndez y Pefa,
2002). En contraste, los organismos no haléfilos sélo pueden crecer por debajo de 0.2 M
de NaCl. Los organismos halotolerantes son aquellos que pueden crecer en presencia y
en ausencia de altas concentraciones de sal. Muchos organismos haldfilos y
halotolerantes pueden crecer dentro de un amplio margen de concentracion de sal, con
requerimiento o tolerancia para algunas sales, dependiendo del medio y de los factores

nutricionales (Gonzéalez-Hernandez y Pefia, 2002).

1.2.5 Funcion de la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa en la sintesis de

glicerol y lipidos en microalgas

La enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPDH) dependiente de NAD* es la

encargada de catalizar la reducciéon de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y NADH
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(dinucledtido de nicotinamida y adenina en su forma reducida) a glicerol-3-fosfato (G3P) y
NAD* (dinucledtido de nicotinamida y adenina en su forma oxidada) (Ansell et al., 1997),
gue puede ser posteriormente defosforilada a glicerol por la accion de la glicerol fosfatasa
(GPP) (Hohmann, 2002). Asi mismo, la enzima GPDH es también capaz de llevar a cabo
la reaccion reversible mediante la oxidacion del G3P a DHAP utilizando NAD* como

aceptor de electrones (Figura 1.6) (EC 1.1.1.8).

GPDH
DHAP + NADH S=———= G3P + NAD*

Figura 1.6. Reaccién catalizada por la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPDH).

Se conoce como deshidrogenasas a aquellas enzimas capaces de catalizar tanto la
oxidacion como la reduccion de un sustrato por sustraccion o adicion de dos atomos de
hidrégeno (deshidrogenacién), empleando un par de coenzimas que actiGan como
aceptores o como donadores de electrones y protones (NADH o NAD*). Sin embargo, la
enzima GPDH es también conocida como dihidroxiacetona reductasa en plantas, ya que
se ha observado que a un pH fisiologico es esencialmente inactiva como deshidrogenasa,
es decir, Unicamente es capaz de catalizar la reaccion de reduccion del DHAP a G3P

utilizando a NADH como donador de electrones.

El papel biosintético de la GPDH en las bacterias fue establecido in vivo mediante el
aislamiento de cepas de Escherichia coli auxétrofas mutantes deficientes en la actividad
para sintetizar glicerol y G3P (Clark, 1980). Ademas, el G3P, producto de la reaccion
catalizada por la GPDH, es precursor de la sintesis de todos los tipos de lipidos

compuestos de glicerol, incluyendo los lipidos de membrana y almacenaje.

La enzima GPDH ademéds de ser esencial en la biosintesis de lipidos, tiene un papel muy
importante en el mantenimiento del estado rédox en la célula, a través del consumo de
NADH y regeneracion de NAD*. Asi mismo, la tasa de NAD*/NADH juega un papel

esencial de reserva y como portador de la reduccién de equivalentes en las reacciones
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celulares de rédox. Para que se puedan llevar a cabo las reacciones catabdlicas, la tasa
de NAD*/NADH debe ser elevada. Bajo condiciones aerébicas normales, el exceso de
NADH es canalizado dentro de la mitocondria y consumido a través de la respiracion. Bajo
condiciones anaerobias, las reacciones de GPDH sirven como una valvula rédox para
disponer de energia adicional. De esta manera, la tasa de NAD*/NADH puede ser
mantenida permitiendo que los procesos metabodlicos se lleven a cabo (Nandi et al.,
2004).

En las células de plantas vasculares se han observado al menos dos isoformas de la
enzima GPDH, una localizada en los plastidos y otra localizada en el citosol (Gee et al.,
1988). Uno de los primeros descubrimientos de la actividad de la enzima GPDH en
plantas se llevd a cabo en las hojas de espinaca (Spinacia oleracea L.), la cual presento
un peso molecular de 63.5 KDa y el pH 6ptimo entre 6.8 y 9.5 para la reduccion de la
DHAP (Santora et al., 1979). Adicionalmente se han detectado enzimas GPDH en otras
plantas como el chicharo, maiz y soja (Gee et al., 1988). También se detect6 la actividad

GPDH en las semillas de B. campestris (Sharma et al., 2001).

En cuanto a las microalgas, se han aislado y purificado enzimas GPDH en las microalgas
Dunaliella tertiolecta (Gee et al.,, 1993) y D. parva (Gimmler y Lotter, 1982). En la
microalga verde D. tertiolecta se encontraron tres isoformas de la enzima GPDH: dos
isoformas principales en los cloroplastos y la tercera isoforma en menor proporcion en el
citosol (Ghoshal et al., 2002). Se ha visto que una de las isoformas del cloroplasto
presenta mayor actividad cuando la célula crece bajo concentraciones elevadas de cloruro
de sodio (NaCl) y parece estar involucrada en la sintesis de glicerol. La segunda isoforma
del cloroplasto incrementa su actividad especificamente cuando incrementa la presencia
de fosfato inorganico y desempefia una funcién en la estimulacién del crecimiento celular
y la sintesis de glicéridos. Ademas, esta isoforma posee propiedades similares a las
isoformas del cloroplasto identificadas en las plantas. La isoforma del citosol tiene
caracteristicas similares a la isoforma citosélica localizada en las hojas de la espinaca
(Gee et al., 1988). Las isoformas de la GPDH en microalgas son designadas de acuerdo

al perfil de elucion, localizacion y caracteristicas de la siguiente manera:
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e La isoforma osmorreguladora presente en el cloroplasto es la que se estimula bajo
condiciones de estrés salino y no presenta las mismas propiedades que la GPDH de
cloroplasto de las plantas.

e La isoforma glicérido en el cloroplasto es la que se encuentra activa durante el
crecimiento de las microalgas, y se inhibe en presencia de detergentes, lipidos y NaCl.

e La isoforma glicérido del citosol no aumenta su actividad en condiciones de estrés
salino, y es la que se encuentra en menor proporcion tanto en microalgas como en

plantas.

En la microalga verde C. reinhardtii, Klock y Kreuzberg (1989) identificaron y purificaron
una enzima GPDH del cloroplasto cuya actividad probablemente esta regulada in vivo por
el pH y la tasa de NAD*/NADH. Esta GPDH mostré6 un pH oOptimo de reduccién de la
DHAP de 6.8 y una pérdida de méas del 80% en su actividad cuando el pH se
incrementaba a 7.0 y 8.0. Ademas, en oscuridad a un pH de 7.0 y con bajo contenido de
ATP y NADH, la actividad de la enzima no fue suficiente para la produccién de glicerol-3-
fosfato. Esta dependencia de pH también se ha encontrado en las plantas y en la

microalga D. tertiolecta.

Por otro lado, la enzima GPDH desempefia un papel muy importante en la adaptacion al
estrés osmotico y la salinidad en la levadura S. cerevisae. Esta respuesta al estrés
osmoético y salinidad se da a través de la sintesis de glicerol (Hirayama et al., 1995), el
cual es conocido como un soluto osmoprotector y se produce a través de la
desfosforilacion del G3P, reaccion catalizada por una enzima glicerol fosfatasa. Dentro del
grupo de las microalgas, Dunaliella sp. ha sido una de las microalgas mejor estudiadas en
lo que se refiere a mecanismos de tolerancia a salinidad y acumulacion de glicerol
(Cowan et al., 1992). Esta microalga halotolerante carece de pared celular y tiene gran
capacidad para adaptarse a cambios en la salinidad mediante la sintesis o eliminacion de
glicerol, siendo capaz de tolerar concentraciones salinas de hasta 5 M acumulando
glicerol hasta concentraciones intracelulares cercanas a 7 M (Ben-Amotz y Avron, 1981).
Su respuesta al aumento en la presion osmoética extracelular se lleva a cabo en dos fases:
en una primera fase las células se contraen rdpidamente y en la segunda fase, que dura

de 2 a 3 h, tiene lugar la sintesis de glicerol y la consecuente recuperacion del volumen
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original (Bental et al., 1990). Al desaparecer la alta presion osmética exterior el glicerol

acumulado se degrada convirtiendose en almidon.

En Dunaliella sp. se han identificado varias enzimas implicadas en el metabolismo del
glicerol y se ha propuesto un “ciclo de glicerol” basado en estas enzimas (Ben-Amozt y
Avron, 1990; Liska et al.,, 2004). En la Figura 1.7 se puede observar que la
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) producida por la degradacion del almidon o la asimilacion
fotosintética del CO; es transformada en glicerol-3-fosfato en el cloroplasto por la GPDH y
despues el glicerol-3-fosfato es exportado al citoplasma y transformado en glicerol por

medio de la glicerol fosfato fosfatasa (GPP).
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Figura 1.7. Representacion esquematica del metabolismo del glicerol en la microalga
Chlamydomonas reinhardtii (Leén, 1997).

La osmoregulacion en las algas halotolerantes ha sido bien estudiada, pero no se puede
decir lo mismo sobre la respuesta al estrés salino de algas susceptibles a la salinidad.
Este es el caso del alga no halotolerante de agua dulce C. reinhardtii. Entre los escasos
datos conocidos sobre esta alga se sabe que puede tolerar concentraciones salinas de

hasta 200 mM de NaCl usando glicerol como osmolito regulador (Leon y Galvan, 1994).
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1.2.6 Metabolismo de los lipidos en las microalgas verdes

La ruta de biosintesis de acidos grasos y triacilglicéridos (TAGsS) ha sido muy poco

estudiada en microalgas en comparacion con las plantas vasculares. Sin embargo,

comparten algunas caracteristicas bioquimicas, como el nimero de genes y/o enzimas

involucradas en el metabolismo de lipidos, lo que hace suponer que la ruta basica de los

acidos grasos y de la biosintesis de TAGs en microalgas es directamente analoga a las

rutas seguidas en plantas vasculares
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Figura 1.8. Ruta de biosintesis de los acidos grasos en el cloroplasto y de la ruta de biosintesis de
triacilglicéridos propuesta para microalgas (Radakovits et al., 2010).

La ruta de biosintesis de acidos grasos en microalgas ocurre principalmente en el

cloroplasto (Figuras 1.8 y 1.9). Esta ruta produce acidos grasos de 16 C o 18 C o ambos,
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los cuales, son usados como precursores para la sintesis de lipidos neutros,
principalmente TAGs, los cuales se acumulan en el cloroplasto y otras membranas
celulares bajo condiciones ambientales adversas o condiciones limitantes de cultivo (Hu et
al., 2008; Radakovits et al., 2010).
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Figura 1.9. Ruta de sintesis de los &cidos grasos en el cloroplasto. Enzimas: (1) Acetil-CoA
carboxilasa; (2) Malonil-CoA; ACP transferasa; (3) Ketoacil-ACP reductasa; (4) Ketobutiril-ACP
reductasa; (5) 3- Hidroxiacil-ACP deshidrasa; (6) Enoil-ACP reductasa (Hu et al., 2008).

En cuanto a la ruta de biosintesis de los TAGs en microalgas, se ha propuesto que ocurre
por medio de la via directa del metabolismo del glicerol (Figuras 1.8 y 1.10) (Radakovits et
al., 2011; Ratledge, 1988), en la cual los &cidos grasos producidos en el cloroplasto son
activados por la enzima acetil-CoA, exportados del cloroplasto y posteriormente usados
en los pasos de acilacion al esqueleto del glicerol-3-fosfato para sintetizar TAGs en el

reticulo endoplasmico (Vigeolas et al., 2007).
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En la Figura 1.10 se presenta un esquema simplificado de la ruta de biosintesis de TAGs,
en donde se puede observar que el primer paso es la formacién del acido fosfatidico (PA),
para lo cual es necesario que los &cidos grasos producidos en el cloroplasto sean
secuencialmente transferidos de CoA (coenzima A) a las posiciones 1 y 2 del glicerol-3-
fosfato. La desfosforilacion del PA es catalizada por una fosfatasa especifica que forma
diacilglicerol (DAG) (Ohlrogge y Jaworski, 1997). En la etapa final de la sintesis de TAGSs,
un tercer acido graso es transferido a la posicion 3 restante del DAG, y esta reaccion es

catalizada por la diacilglicerol acil transferasa para formar TAGs.
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Figura 1. 10. Esquema simplificado de la ruta propuesta de biosintesis de triacilglicéridos en
microalgas. Enzimas: (1) Glicerol-3-fosfato acil transferasa citosolica; (2) Acido lisofosfatidico acil
transferasa; (3) Acido fosfatidico fosfatasa; (4) Diacilglicerol acil transferasa (Hu et al., 2008).

Aunque en general la ruta de sintesis de acidos grasos y TAGs es similar entre plantas y
microalgas, existe evidencia de diferencias en como ocurre el metabolismo de los lipidos.
En las microalgas por ejemplo, la ruta completa desde la fijacion del CO; hasta la sintesis
y acumulacién de TAGs se lleva a cabo en una sola célula, mientras que en las plantas la
sintesis y la acumulacién de TAGs ocurre en tejidos u 6rganos especificos, por ejemplo:
semillas o frutos (Hu et al., 2008). Asi mismo, los TAGs después de ser sintetizados son
depositados en cuerpos lipidicos densamente empaquetados localizados en el citoplasma
de la célula de microalgas, aunque la formacion y acumulacion de los cuerpos lipidicos
también se puede llevar a cabo en el espacio entre los tilacoides del cloroplasto en
algunas microalgas verdes, como es el caso de D. bardawil (Ben-Amotz et al., 1989). En

este Ultimo caso los cuerpos lipidicos se conocen como plastoglébulos.
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Por otro lado, el entendimiento del metabolismo lipidico es uno de los principales retos
para la produccion de biocombustibles. La cantidad y calidad de los precursores de los
biocombustibles, en particular del biodiésel, dependen no sélo de la materia prima que se
utilice, sino también del control que se tenga sobre el metabolismo lipidico. A diferencia de
las plantas vasculares en las microalgas se conoce poco acerca de la biosintesis y
catabolismo de lipidos. Sin embargo, muchos de los genes involucrados en el
metabolismo lipidico de plantas vasculares presentan genes homologos en los genomas
de microalgas secuenciados. Tomando ventaja de los genomas secuenciados y las
herramientas moleculares disponibles para las microalgas, existe la posibilidad de que a
través de la ingenieria genética se puedan realizar modificaciones con el objetivo de

incrementar la produccion de biocombustibles (Radakovits et al., 2011).

En cuanto a lo anterior, en los ultimos afios se han disefiado estrategias encaminadas a
estudiar a los genes involucrados en la ruta de sintesis de lipidos, con la finalidad de
conocer su importancia en la acumulacion de lipidos y establecer estrategias para
incrementar su contenido en las plantas. En plantas vasculares, como Arabidopsis
thaliana y B. napus, varias estrategias de sobre expresion de genes asociados a la ruta de
triacilglicéridos han resultado en un incremento en la produccion de TAGs en semillas y
otros tejidos (Jako et al.,, 2001; Vigeolas et al., 2007). Ohlrogge y Jaworski (1997)
propusieron que la ruta de los acidos grasos regula la sintesis de lipidos, por lo cual se
han realizado muchos trabajos encaminados a incrementar la expresion de enzimas
involucradas en la ruta de sintesis de &cidos grasos. Uno de los primeros pasos en la
sintesis de acidos grasos es la conversion de acetil-CoA (CoA) en malonil-CoA, reaccion
catalizada por la acetil-CoA carboxilasa (ACCasa). Sin embargo, la sobre expresion de la
ACCasa para incrementar el contenido de lipidos en varios sistemas no ha tenido
resultados significativos, ya que al parecer la sintesis de 4cidos grasos no es una limitante
(Thelen y Ohlrogge, 2002; Roesler et al., 1997; Rosenberg et al., 2008).

A pesar de que el incremento en la expresion de genes involucrados en la sintesis de
acidos grasos ha sido poco exitoso, se han observado resultados interesantes al sobre
expresar algunos de los genes involucrados en el ensamblaje de TAGs. En cuanto a esto,
la sobre expresion del acido fosfatidico (LPAT) y diacilglicerol acil transferasa (DAGAT)

(Taylor et al., 2002; Jako et al., 2001; Zou et al., 1997) mostré que el ultimo paso de la
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acilacion al esqueleto de glicerol ejercia un control importante sobre el flujo de lipidos.
También se ha investigado la importancia del glicerol-3-fosfato, el segundo sustrato
requerido para la formacién de TAGs. Asi, el estudio realizado por Vigeolas et al. (2004)
presentd evidencia de que la disponibilidad de glicerol-3-fosfato co-limita la tasa de

sintesis de TAGs en las semillas de B. napus.

Uno de los trabajos mas exitosos encaminados al incremento de la cantidad de lipidos fue
la sobre expresion del gen GPD1 que codifica para la enzima GPDH de levadura (S.
cerevisiae) expresada en una planta de B. napus L. bajo el control de un promotor
especifico de semilla, esto resultdé en un incremento del doble en la actividad de la
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, un aumento de 3 a 4 veces los niveles de glicerol-3-
fosfato y, finalmente, un incremento del 40% en el contenido final de lipidos en la semillas.
Ademads, no se presentd ningun cambio sustancial o alteracion en el contenido de la
proteina, niveles de sacarosa u otros metabolitos de la ruta de formacién de TAGs desde
los azlcares hasta los acidos grasos. Este incremento estuvo acompafiado de un
decremento del precursor directo de la GPDH, la dihidroxiacetona fosfato (DHAP). Estos
resultados sugieren que la disponibilidad de glicerol-3-fosfato limita la acumulacion de

lipidos en las semillas (Vigeolas et al., 2007).

Adicionalmente, se han realizado trabajos encaminados al incremento del contenido
lipidico en la microalga C. reinhardtii mediante la privacion de nitrégeno (Li et al., 2010;
Wang et al., 2009), en los cuales se observé que después de haber entrado a la fase
estacionaria en cultivo liquido, las células produjeron abundantes cuerpos lipidicos
citoplasméticos (LBs) asi como abundante almidon. Después de 48 h de privacién de
nitrégeno en presencia de acetato como fuente de carbono, el contenido de LB en C.
reinhardtii se incrementé hasta 15 veces mas. Ademas, se observo que al bloquear la
biosintesis de almiddn el contenido de LB incrementaba hasta 30 veces, demostrando que
el bloqueo de la ruta metabolica del almidén puede mejorar la produccién de LBs, lo cual
es consistente con los experimentos de inactivacion de la ADP-glucopirofosforilasa en una
mutante de C. reinhardtii en la que se obtuvo un incremento de hasta 10 veces en el
contenido de TAGs, sugiriendo que la particion del carbono fotosintético de la sintesis de
almidon a TAG puede representar una estrategia para aumentar la produccion de TAG.

Sin embargo, en el estudio realizado por Siaut et al.,, (2011), utilizando mutantes
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deficientes en la ruta del almidon, se observé que el bloqueo en la sintesis de almidén no
presentdé un incremento en la acumulacién de TAGs, lo que es inconsistente con la

hipétesis antes mencionada.

1.2.7 Genes que codifican para la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa y su

relacion con el estrés salino

El papel de las isoenzimas GPDH dependientes de NAD* ha sido ampliamente estudiado
en la levadura S. cerevisiae, en donde se identificaron dos isogenes (GPD1 y GPD2) que
codifican para diferentes enzimas GPDH involucradas en el primer paso de la ruta de
produccion de glicerol (Ansell et al., 1997; Albertyn et al., 1994). Eriksson et al. (1995)
observaron que la expresion del gen GPD1 es inducida por estrés osmoético mientras que
el gen GPD2 se expresa bajo condiciones anaerobias. La expresion de cualquiera de los
isogenes resulta de una regulacion diferencial. Ademas, Ansell et al. (1997) no produjeron
niveles detectables de glicerol al expresar una mutante doble que contenia ambos
isogenes (GPD1 A GPD24A), demostrando que la produccion de glicerol a través de la

enzima GPDH es la Unica ruta de sintesis de glicerol en S. cerevisiae.

Adicionalmente, se ha reportado que la expresion heterdloga de genes tipo GPDH en
levaduras puede incrementar la produccion de glicerol (Watanabe et al.,, 2004). En el
estudio realizado por Watanabe et al. (2004) se utilizaron mutantes de S. cerevisiae (cepa
GPD1 AGPD2A) con los genes glicerol-3-fosfato deshidrogenasa interrumpidos, es decir
mutantes susceptibles a la salinidad, a las cuales se le incorporaron los genes ZrGPD1 y
ZrGCY1 clonados a partir de la levadura Zigossacharomyces rouxii que codifican para las
enzimas glicerol-3-fosfato deshidrogenasa y glicerol deshidrogenasa, respectivamente,
obteniendo como resultado la produccion de glicerol en las células de S. cerevisiae, lo
cual sugirié que la produccion de glicerol depende fuertemente de la actividad de la
enzima GPDH (Nevoigt y Stahl, 1996).

Asi mismo, se ha demostrado que el flujo de sintesis de glicerol se encuentra regulado
principalmente por medio de la actividad del gen GPD1 (Cronwright et al., 2002; Blomberg
y Adler, 1989). El gen GPD1 codifica para una proteina que contiene dos dominios

funcionales; un dominio de union de co-enzima en el extremo N-terminal y el dominio
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catalitico (Otto et al., 1980). El dominio de unién de NAD" se encuentra subdividido en dos
regiones, una asociada al anillo de adenina que contiene el motivo conservado GXGXXG

(donde la X denota cualquier amino&cido), y otro motivo para el anillo de nicotinamina.

En cuanto a la expresion génica, se observl que altas concentraciones de sal inducen la
expresion del gen GPD1 pero no la expresion del gen GPD2 (Eriksson et al., 1995;
Albertyn et al., 1994). En las investigaciones realizadas por Thomé et al. (2004) el nivel de
ARNmM del gen GPDH de D. hansenii (DhGPD) incrementa durante los primeros 15 min
después de la adicion de sal. Se sabe que el incremento de osmolaridad al afiadir NaCl al
medio de cultivo mejora la produccién de glicerol en varias especies de levaduras, por lo
cual se especula que el estrés salino producido por la adicion de NaCl incrementa los

niveles del transcrito (Hartlep et al., 2002).

Recientemente se identificaron genes GPDH en dos microalgas verdes, D. salina y D.
viridis. En la primera se clon6é y caracterizé el gen DsGPDH2 que codifica para un
polipéptido de 701 aminoacidos (He et al.,, 2007). Basados en los resultados de su
expresion, se sugiere que DsGPDH2 codifica para la isoforma involucrada en la sintesis
de glicerol, ya que en condiciones de estrés osmético se puede inducir la expresion de
este gen y la sintesis de glicerol. Ademas, se sugiri6 que deben haber al menos dos
isoformas (codificadas por diferentes genes) involucradas en la sintesis de glicerol, ya que
bajo condiciones de estrés oxidativo la expresion de DsGPDH2 decrecié mientras que la
produccion de glicerol aumenté (He et al., 2007). DsGPDH2 mostr6 una elevada
homologia con otras GPDH dependientes de NAD* publicadas. La proteina para la cual
codifica este gen contiene en su extremo N-terminal una secuencia de transito al
cloroplasto, y mide cerca de 300 aminoacidos mas que otras GPDHs reportadas
previamente en animales, plantas y levaduras (Figura 1.11). Este fragmento de 300
aminodcidos contiene un dominio de fosfoserina fosfatasa, por lo que los autores de este
trabajo sugirieron que el dominio de fosfoserina fosfatasa podria funcionar como la
glicerol-3-fosfatasa (GPP) y que, consecuentemente, la GPDH dependiente de NAD* de
D. salina catalizaria el paso de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a glicerol directamente.
Los autores sugieren esto, ya que tanto la GPDH como la GPP son estimuladas con NaCl
y tienen un pH éptimo alrededor de 7.0. En otras palabras, el dominio de fosfoserina

fosfatasa (SerB) de DsGPDH2 funcionaria como una glicerol fosfatasa, lo cual nos brinda
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una explicacion posible para la sintesis rapida de glicerol encontrada en D. salina (He et
al., 2007). La expresion de DsGPDH2 se analiz6 a través de Northern blot, encontrdndose
que la expresion puede ser significativamente inducida cuando D. salina es tratada con

concentraciones elevadas de NaCl (3.5 M NaCl).

ol T <o

100aa

Figura 1.11. Estructura de genes tipo GPDH de la microalga D. salina (e.g. DsGPDH2) (He et al.
2007).

En un estudio mas reciente se clonaron y caracterizaron dos genes de D. viridis,
DvGPDH1 y DvGPDH2 (He et al., 2009). Estos genes codifican para dos polipéptidos,
uno de 695 y otro de 701 aminoacidos, respectivamente, en comparacion con las GPDHs
de plantas vasculares; ambas proteinas contienen un péptido de transito al cloroplasto, un
dominio extra de fosfoserina fosfatasa (SerB) en su extremo N-terminal ademas del
dominio GPDH en su extremo C-terminal (Figura 1.11). Ambas GPDHs con presencia de
bi-dominios representan nuevos tipos de GPDHs y se localizan exclusivamente en el

linaje de las clorofitas.

Para investigar la funcionalidad tanto del dominio GPDH como del dominio SerB, se
realizaron estudios de complementacion a los dos genes DvGPDH1 y DvGPDH2 con las
correspondientes mutantes de S. cerevisiae GPD1A y SerBa (He et al., 2007). La
mutante GPD1 A era incapaz de crecer en un medio con alta salinidad debido a la
carencia de actividad de la GPDH, y la mutante SerBaA presentaba un fenotipo
auxotrdfico para serina debido a la carencia de actividad de la SerB. Asi mismo, se
generaron las lineas DvGPDH1 AN y DvGPDH2 A N truncadas en el dominio SerB en el
extremo N-terminal y DvGPDH1 A C y DvGPDH2 A C truncadas en el dominio GPDH en el
extremo C-terminal. En el estudio de complementariedad, las mutantes DvGPDH1 AC vy
DvGPDH2 a C pudieron complementar su crecimiento bajo estrés salino, lo que indicaba
que los dominios DvGPDH1 y DvGPDH2 aislados eran funcionales como GPDHs. Por

otra parte, las mutantes DvGPDH1AN y DvGPDH2 AN no presentaron un fenotipo
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auxotréfico para serina, indicando que los dominios DvGPDH1 y DvGPDH2 no
presentaban actividad SerB. Por lo tanto, la funcion de este dominio permanece

desconocido.

Con la finalidad de investigar el patrén de expresion de los genes DvGPDH1 y DvGPDH2
en respuesta a estrés salino, se realizaron experimentos usando ARN de células de D.
viridis cultivadas en medio con diferente salinidad (0.5, 1, 2, 3, 4, y 5 M de NaCl) (He et
al., 2009), en los cuales se observé un incremento progresivo en los niveles del transcrito
de DvGPDH1 en concentraciones salinas de 0.5 a 2 M de NaCl. Ademas, el nivel de
transcritos de DvGPDHL1 alcanzé su maximo a 2 M de NacCl, que fue dos veces mas que
el nivel de transcritos presentes en 0.5 M de NaCl. Este incremento fue consistente con lo
observado para la expresion de genes GPDH de levaduras. Sin embargo, los niveles del
transcrito de DvGPDH1 decrecieron progresivamente a concentraciones de 3 a 5 M de
NaCl. Este decremento puede deberse a la inhibicion en el crecimiento y metabolismo de
las células de D. viridis a condiciones elevadas de estrés salino. Por otra parte, la
expresion de DvGPDH2 a diferentes salinidades mostré un patrén similar a DvGPDHL.
Sin embargo, el nivel de expresion fue mas alto y mas estable que el observado en
DvGPDH1. El nivel maximo del transcrito de DvGPDH2 fue alcanzado a 1 M de NacCl,

pero fue solo ligeramente superior que en 0.5y 2 M de NacCl.

Asi mismo, en el estudio realizado por He et al. (2009) se llevé a cabo un andlisis de
PCR-cuantitativa (Q-PCR) con las células de D. viridis tratadas a diferentes tiempos de
exposicion de NaCl, en el cual se encontr6 que la respuesta de los transcritos de
DvGPDH1 y DvVGPDH2 era similar. Asi mismo, parecian presentar diferentes fases,
empezando por una fase de induccién en la primera hora (P < 0.01) yalas 1.5 h (P <
0.05) después del estrés salino, respectivamente. Subsecuentemente, los niveles del
transcrito de DvGPDHL1 decrecieron lentamente a 12.5% después de 1.5 a 6 h del choque
salino. El nivel de transcrito de DvGPDH2 decrecié en 40% de 2 a 4 h después del
choque salino. La expresion de DvGPDH1 y DvGPDH2 se mantuvo a bajos niveles hasta
las 48 h y empezaron a recuperarse después de 72 h. En general, el nivel de expresion
del gen DvGPDH2 fue més estable que el gen DvGPDH1 durante el estrés salino, y la
disminucion de los niveles del transcrito fue méas dramético en DvGPDH1 que en

DvGPDH2. El analisis de Q-PCR reveld que ambos genes muestran una induccion
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transitoria de la expresion del gen bajo estrés hipersalino, seguida de una reaccién
negativa de la expresion del gen (He et al., 2009). El tiempo de la induccion fue
consistente con una répida sintesis de glicerol dentro de los 90 min después del estrés
salino (Ben-Amontz y Avron, 1973).

1.2.8 Genes que codifican para enzimas tipo glicerol-3-fosfato deshidrogenasa en

Chlamydomonas reinhardtii

En la microalga verde C. reinhardtii, recientemente se identificaron tres genes homélogos
a GPDH, denominados CrGPDH1, CrGPDH2 y CrGPDH3 (Macario-Gonzalez, 2011)
(Figura 1.12).

CrGPDHL

HJ i “]_ cooH

CrGPDHZ

Figura 1. 12. Representacion esquematica de la estructura de las proteinas CrGPDH1, CrGPDH2,
CrGPDHS3 de C. reinhardtii. EI dominio SerB (fosfoserina fosfatasa) se marca en color anaranjado, el
dominio GPDH (glicerol 3-fosfato deshidrogenasa) dependiente de NAD* se marca en color rojo y el
cTP (péptido de transito al cloroplasto) se marca de color azul (Macario-Gonzalez, 2011).

En el estudio realizado por Macario-Génzalez (2011) se llevd a cabo un analisis
bioinformético de la secuencia de los genes CrGPDH1, CrGPDH2 y CrGPDHS3, en donde
se pudo notar que los genes presentan una estructura lineal similar con regiones

conservadas a los genes GPDH de otras microalgas verdes. También se observé que la
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secuencia de aminoacidos de los genes CrGPDH1, CrGPDH2 y CrGPDH3 presentan los
dominios caracteristicos de las GPDHs de microalgas: el dominio SerB en el extremo N-
terminal, el dominio GPDH en el extremo carboxilo, ademés de un péptido putativo de
transito al cloroplasto para CrGPDH2 y CrGPDH3 (Figura 1.12), lo cual concuerda con lo
reportado previamente en la microalga D. salina (Figura 1.11) (He et al., 2007). La
presencia del dominio extra de aproximadamente 200 a 300 aminoéacidos observado
Unicamente en las microalgas verdes, sugiere la existencia de un nuevo tipo de GPDHs
con bi-dominio en el linaje de las clorofitas, quizas como consecuencia evolutiva para
mantener un mecanismo de osmorregulacion en las algas verdes que requieren sobrevivir

en ambientes salinos (He et al., 2007; He et al., 2009).

93 Volvox carteri (XP_002948394)
100_|:. CrGPDH1 (Cre10.g421700)

@ CrGPDH?2 (Cre01.g053000)
89| —1oo|— @ CrGPDH3 (Cre01.g053150)
Dunaliella viridis (EU624406)
100 _|:Dunaliella salina (AY845323)

99 Dunaliella viridis (EU624407)
100 Chlorella variabilis (EFN55541)
Physcomitrella patens (XP_001768070)

100 Arabidopsis thailiana (NP_198877)
100 _:uphea lanceolata (CAA56125) |1
100 E Oryza sativa (BAD87362)
100 Zea mays (NP_001150493)
100— Homo sapiens (AAH28726) —I
100 4|_— Oryctolagus cuniculus (AAA37726)
100 { Osmerus mordax (AAKQ07738)
100 Salmo salar (NP_001117111)

Drosophila melanogaster (CAA47892) —
Candida magnoliae (ABC17999)

410(1: Debaromyces hanseii (AAF33211)
54 Pichia farinosa (ABQ85555)

100

100
Candida glycerinogenes (ABW38024) | V
81 ——————————— Zygosacharomyces rouxii (Q9HGY2)
100 1:5&1ccharomyces cerevisiae (NP 010262)
52 Saccharomyces cerevisiae (NP 010262) —
A

0.1

Figura 1.13. Analisis filogenético de la secuencia de genes GPDH de C. reinhardtii y otros
organismos (Macario-Gonzalez, 2011).
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El hecho de que las secuencias de CrGPDH2 y CrGPDH3 de C. reinhardtii muestren un
parentesco filogenético con las secuencias GPDHs de D. viridis (DvGPDH1 y DVvGPDH2)
gue ya han sido caracterizadas funcionalmente (Figura 1.13) y que se sabe estan
involucradas en el metabolismo del glicerol (He et al., 2009), presenta una evidencia
adicional que sugiere que estos genes probablemente codifiquen para una enzima GPDH
gue desempefia una funcién similar a la del gen gpd1 de S. cerevisiae en el metabolismo

del glicerol, como se observo en las GPDHSs de D. viridis.

Macario-Gonzalez (2011) llevé a cabo el mapeo de los extremos 5’ y 3’ no traducibles del
gen CrGPDH2 de C. reinhardtii. Ademas, presentd por primera vez la expresion inducible
de este gen ante condiciones de estrés salino con 200 mM de NaCl durante 2 h, mientras
que su expresion basal no fue detectable por RT-PCR en el gel de agarosa (Figura 1.14).
Todas las evidencias estructurales de la proteina predicha y el analisis filogénetico,
aunado a la induccion de la expresién de CrGPDH2 bajo estrés osmotico, sugieren que
CrGPDH2 probablemente codifique para una isoforma osmorreguladora involucrada en la
sintesis de glicerol. Es probable que el gen CrGPDH3 también codifique para una
isoforma osmorreguladora involucrada en la sintesis de glicerol, ya que su secuencia de
aminoacidos ademas de presentar un porcentaje de identidad del 97.9% con respecto a
CrGPDH2 (Macario-Gonzalez, 2011), posee un péptido de sefial putativo de transito al

cloroplasto como el observado en CrGPDH2 de esta microalga.

200mM

CrzPDN2

&— Radgh

Acting
4 FN%gh

Figura 1.14. Andlisis de la expresion del gen CrGPDH2 mediante RT-PCR en muestras sin
tratamiento (ST) y muestras tratadas con 200 mM de NaCl por 2 h (200 mM NacCl). Se utilizé el gen
de la actina como control positivo (Actina) en una reacciéon mas reversa transcriptasa (RT), y
negativo (C-) sin RT. M = marcador de peso molecular 1 Kb (Invitrogen) (Macario-Gonzalez, 2011).
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1.3 HIPOTESIS

Dado que C. reinhardtii posee dos genes homoélogos a GPDH (CrGPDH2 y CrGPDH3)
que comparten una alta identidad y CrGPDH2 se induce por NaCl, entonces CrGPDH3
ser& inducible por NaCl y ambos genes codificaran para proteinas con actividad de GPDH

involucradas en la produccién de glicerol y tolerancia al estrés osmaotico.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar molecular y funcionalmente a los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de la
microalga verde Chlamydomonas reinhardtii, para determinar su posible relacién con la

sintesis de glicerol y tolerancia al estrés osmatico.

1.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analizar la expresién de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de C. reinhardtii en

respuesta a diferentes condiciones de estrés por NacCl.

« Mapear los extremos terminales 5’ y 3’ de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de C.

reinhardtii y obtener la regién codificante completa de ambos genes.

« Determinar mediante un ensayo de complementacion genética si los genes CrGPDH2
y CrGPDH3 de C. reinhardtii codifican para una enzima con actividad de glicerol-3-
fosfato deshidrogenasa involucrada en la sintesis de glicerol y tolerancia al estrés por
NacCl.
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1.5 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental general de este trabajo se resume en la Figura 1.15.

[ CAPITULOS DE INVESTIGACION ]

CAPITULO Il

Clonacién y analisis de la expresiéon de
los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de la
microalga verde Chlamydomonas
reinhardtii

Andlisis de la expresiébn de los genes
CrGPDH2 y CrGPDH3 a diferentes
tratamientos de NaCl, mediante RT-PCR

}

Mapeo de los extremos 5’ y 3’ del ADNc de
los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 mediante
la técnica de RLM-RACE

}

Clonacién del marco de lectura abierto de
los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de la
microalga verde Chlamydomonas reinhardtii

}

Analisis comparativo de la secuencia del
ADNc de CrGPDH2 y CrGPDH3 mediante
alineamientos CLUSTALX aislados con
respecto a la prediccién del Phytozome

}

Construccion del vector de expresion
constitutivo que contiene al gen CrGPDH2

CAPITULO Il

Caracterizacion funcional de los genes
CrGPDH2 y CrGPDH3 de la microalga
verde Chlamydomonas reinhardtii

}

Clonacién de los genes CrGPDH2 vy
CrGPDH3 en el vector psGGC para la
generacion de psGPDH2 y psGPDH3

'

Analisis de la actividad enzimatica de
CrGPDH2 y CrGPDH3 a partir de proteinas
totales de la doble mutante gpd1Agpd2A de
Saccharomyces cerevisiae transformada
con psGPDH2 6 psGPDH3

}

Evaluacion de la acumulacion de glicerol
total de la doble mutante gpdlAgpd2A de
Saccharomyces cerevisiae transformada
con psGPDH2 6 psGPDH3

}

Evaluacion de la tolerancia al estrés
osmotico a cultivos de la doble mutante
gpd1Agpd2A de Saccharomyces cerevisiae
transformada con psGPDH2 6 psGPDH3

Figura 1.15. Estrategia experimental general para la caracterizacion molecular y funcional de los
genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de la microalga verde Chlamydomonas reinhardtii.
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CAPITULO Il. ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS GENES CrGPDH2 Y
CrGPDH3 DE C. reinhardtii, MAPEO DE SUS EXTREMOS TERMINALES 5’ Y 3’ Y
CLONACION DE LA REGION CODIFICANTE DE AMBOS GENES!2

2.1 INTRODUCCION

La enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPDH) es una enzima clave en el
metabolismo del glicerol y los triacilglicéridos (TAGS) en plantas, y ha sido ampliamente
estudiada en la levadura S. cerevisiae. La enzima GPDH cataliza la reduccion de
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a glicerol-3-fosfato (G3P), usando NADH como donador
de electrones, en donde el G3P juega un papel importante en la sintesis de glicerol
ademas en plantas es el precursor de la sintesis de todos los tipos de lipidos compuestos

de glicerol, incluyendo los lipidos de membrana y almacenamiento (Renz et al., 2009).

En la levadura S. cerevisiae, el gen gpdl que codifica para una enzima GPDH es
responsable de la sintesis de glicerol bajo condiciones de estrés osmotico (Ansell et al.,
1997), y en plantas se observdé que la sobre expresion de este gen incrementd la
acumulacion de lipidos en las semillas de B. napus L. hasta en un 40% (Vigeolas et al.,
2007). En cuanto a esto, se ha observado que algunas microalgas verdes, como B.
braunii, D. tertiolecta y C. reinhardtii, acumulan tanto glicerol como TAGs en condiciones
de estrés osmotico por NaCl (Takagi et al., 2006; Rao et al., 2007; Contreras-Pool, 2010;
Herrera-Valencia et al., 2011). Ademas, en las microalgas verdes D. salina y D. viridis se
han identificado genes GPDH asociados a la sintesis de glicerol durante la
osmoregulacién como en las levaduras, y se ha observado que la expresion de estos
genes se incrementa cuando se encuentran sujetos a altas concentraciones salinas (He et
al., 2007; He et al., 2009). Por su parte, C. reinhardtii acumula y secreta glicerol en
respuesta al estrés osmotico de hasta 200 mM de NaCl (Leén y Galvan 1994), y

recientemente se identificaron tres genes homoélogos a GPDH (CrGPDH1, CrGPDH2 y

Los resultados de este capitulo fueron publicados como parte de los articulos:

'Herrera-Valencia, V.A., L.A. Macario-Gonzélez, M.L. Casais-Molina, A.G. Beltran-Aguilar y S. Peraza-Echeverria (2012). In
silico cloning and characterization of the glycerol-3-phosphate dehydrogenase (GPDH) gene family in the green microalga
Chlamydomonas reinhardtii. Current Microbiology, 64, 477-485. DOI 10.1007/s00284-012-0095-6.

’Casais-Molina, M.L., S. Peraza-Echeverria, |. Echevarria-Machado y V.A. Herrera-Valencia (2015). Expression of
Chlamydomonas reinhardtii CrGPDH2 and CrGPDH3 cDNAs in yeast reveals that they encode functional glycerol-3-
phosphate dehydrogenases involved in glycerol production and osmotic stress tolerance. Journal of Applied Phycology, DOI
10.1007/s10811-015-0588-3.
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CrGPDHBQ), de los cuales, el gen CrGPDH2 present6 una induccion en su expresion a 200
mM de NaCl por 2 h (Macario-Gonzalez, 2011), y se sugiri6 que el aumento en la
expresion de este gen podria estar asociado a la tolerancia al estrés osmoético, sintesis de
glicerol, y posiblemente sintesis de TAGs en esta microalga. La microalga verde C.
reinhardtii presenta grandes ventajas para su uso como un modelo de estudio de la
funcibn de los genes GPDH, sin embargo hasta ahora sélo se ha reportado la
caracterizacion molecular in silico de los genes CrGPDH de esta microalga (Macario-
Gonzélez, 2011).

En la presente tesis se realizd el analisis de expresién de los tres genes GPDH de C.
reinhardtii bajo condiciones de estrés osmético con 200 mM de NaCl por 2 h. Con base en
los resultados obtenidos, se continud el analisis de expresion de los genes CrGPDH2 y
CrGPDH3 a diferentes tratamientos de NaCl, y se clonaron sus respectivos ADNCc.
Adicionalmente, se obtuvo el plasmido denominado pCrGPDH2c, el cual contiene el
marco de lectura abierto del gen CrGPDH2 de C. reinhardtii bajo el control del promotor
constitutivo binario Hsp70A/RbcS2 unido a la regién 5 UTR y al intron 1 del gen de la
Rubisco (RbcS2), y unido a la region 3’ UTR del gen RbcS2 de la microalga verde C.
reinhardtii como terminador. Este pldsmido fue generado para su uso en estudios
posteriores para la transformacién del nucleo de C. reinhardtii e investigar la relacion de

este gen con la sintesis de glicerol y el contenido de lipidos en esta microalga.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Estrategia experimental

La estrategia experimental que se llevo a cabo en este capitulo se resume en la Figura 2.1.

10,000

Pre-cultivo
1 colonia

Concentraciones de NaCl (m)
Tratamiento de 2 h

cellmL —=

I
-

™

[ X
=
200

Extraccion de ARN
y sintesis de ADNe

—

Concentracionas de NaCl (mh)
Tratamiento de 2 h
i

Evaluacion de la expresion |
—=+  de los genes CrGPDH1,
CrGPDH2 y CrGPDH3

4

r —
L. } .1". flr:‘.:"l :'Iql, |;r 1'| .'Ir!lll. |I;r:1lll Ilr-|;| |]r1|. IliI 1.. I|;r 1l'|
-y Y )
0 5 10 15 20 5 50 100 150 200
Tiempo de
Tratamianto {min}
L
TALALLL -~ (St
' U 5 5 mM de NaCi J 2 e
.
0 & 30 60 120 1
Tiempo de Evaluacion de la
Tralamuelntn {rmim) expresion de los genes
MmMANMNM CrGPOHzy CrGPDH3
— Yo b 100 mM de MaCl i
Y Y ¥
o § 30 60 120
Tratamiento
de2h
Mapeo de extremos terminales:
5'y 3 UTR de CrGPDH2 y CrGPDH3 |
N Extraccién de ARN
[~ ysintesis de ADNc.
zﬂmm Clonacitn de la ORF de los

genes CrGPDH2 y CrGPDH3 |

|

Clonacidn del gen CrGPDH2
en el vector pChlamy_4

Figura 2.1. Estrategia experimental general para la clonacion y el analisis de la expresion de los
genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de la microalga verde Chlamydomonas reinhardtii.
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2.2.2 Cepay cultivo de Chlamydomonas reinhardtii

La cepa de C. reinhardtii que se utilizdé para realizar estos experimentos fue la CC-125
(mt+) proporcionada por la Dra. Elizabeth H. Harris del Centro de Chlamydomonas
(www.chlamy.org). EI mantenimiento de los cultivos se realizé de manera axénica en
medio Tris-Acetato-Fosfato (TAP) pH 7.00 (Gorman y Levine 1965) a 25°C + 2 °C en un

cuarto con fotoperiodo de 16:8 h (luz/oscuridad) con una intensidad luminica de 90

umol-m=2.s7 proveniente de lamparas MAGG F54T5/6500 K en un orbitador a 140 rpm
(marca Thermo Scientific, modelo MAXQ 4450). Para el cultivo semisoélido se adiciono

1.5% de agar bacteriolégico al medio liquido TAP.

2.2.3 Experimentos de estrés osmoético con NaCl

Para cada experimento de estrés osmatico por NaCl se realizé un precultivo inoculando
una colonia de C. reinhardtii en 50 mL de medio TAP y al dia siete de cultivo, final de la
fase exponencial de crecimiento, se tomo una alicuota para inocular 10,000 células/mL en
50 mL de medio TAP contenido en un matraz de 250 mL de volumen estéril y se cultivd
durante siete dias. Al séptimo dia de cultivo se aplico el tratamiento de NaCl pertinente.
Inicialmente se evalud la expresion de los genes CrGPDH1, CrGPDH2 y CrGPDH3 en
células de C. reinhardtii tratadas a 0 y 200 mM de NacCl por 2 h. A partir de los resultados
obtenidos en el primer analisis de expresion génica se procedié a evaluar el efecto del
estrés por NaCl en la expresion de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3, para ello las células
de C. reinhardtii fueron incubadas en medio TAP con 0, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 100, 150 y
200 mM de NacCl por 2 h. Las células de C. reinhardtii también fueron incubadas en medio
TAP ya sea con 5 o0 200 mM de NaCl por diferentes tiempos (5, 30, 60 y 120 min),
utilizando como control del experimento una muestra sin tratamiento de NaCl (tiempo 0).
Al final de cada experimento se tomaron muestras para el conteo celular, y las células
fueron recolectadas por medio de centrifugacion y lavadas con H,O desionizada estéril.
Se elimind el sobrenadante y la pastilla celular fue resuspendida en el volumen necesario
de H.O desionizada estéril para tener aproximadamente 50 x 108 células mL™. Cada mL
resuspendido fue transferido a un tubo estéril de 1.5 mL tipo Eppendorf y se centrifugo
nuevamente a 775 g durante 5 min en una microcentrifuga marca Eppendorf modelo

5424. El sobrenadante se desechd y los tubos con la pastilla celular se congelaron con
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nitrogeno liquido para la extraccion de ARN inmediata o se almacenaron a —80 °C hasta

su andlisis. La estrategia experimental que se siguio se presenta en la Figura 2.1.

2.2.4 Determinacion de la concentracion celular de cultivos de C. reinhardtii

La concentracién celular fue determinada por conteo celular en una camara de Neubauer
(hemocitémetro). Se recolectaron 900 pL del cultivo de células de C. reinhardtii en un tubo
de microcentrifuga de 1.5 mL tipo Eppendorf y se le adicionaron 100 pL de una disolucién
de yoduro de lugol (Mcmanus y Mowry, 1964) con el fin de fijar la muestra, posteriormente
se colocaron por 5 min en el orbitador a 140 rpm. Se tomaron 20 uL de la muestra fijada y
se colocaron en la camara de Neubauer para realizar el conteo. Se contaron todas las
células contenidas en los 5 campos visuales situados en la cuadricula pequefia (Figura

2.2) siguiendo siempre las manecillas del relo;j.

Figura 2.2. Esquema del area de conteo en la camara de Neubauer para la medicién de la
densidad celular. Los nimeros indican el orden en el cual se realizé el conteo celular.

Se realizaron dos conteos por muestra (uno en cada celda de la camara) y se obtuvo el
promedio. Los calculos para determinar el nimero de células por mL de cultivo se

realizaron con la siguiente formula:
C =(N) (5000) (F)

Donde: C = cantidad de células mL™
N = promedio del nimero de células contadas

F= factor de dilucion
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2.2.5 Disefio de oligonucledtidos para el analisis de expresion génica

Para llevar a cabo los andlisis de expresion de los genes CrGPDH1, CrGPDH2 y
CrGPDH3 se utilizaron oligonucléotidos especificos para cada una de las tres secuencias
encontradas en el genoma de C. reinhardtii y se mandaron a sintetizar a Sigma-Aldrich
(www.sigmaaldrich.com). Los oligonucledtidos de los genes CrGPDH2 y CrGPDHS3 fueron
disefiados en la region 3' UTR de cada gen; por su parte los correspondientes al gen
CrGPDHL1 fueron disefiados dentro del marco de lectura abierto y comprenden un intrén
que permite diferenciar la amplificacion a partir de ADNg y ADNc. Dichas secuencias se

presentan en el Cuadro 2.1

Cuadro 2.1. Oligonucledtidos especificos empleados para el analisis de expresiéon génica de la
microalga verde C. reinhardtii.

G . . . Nombre del Amplicon  Amplicé
en Secuencia del oligonucleétido omore de mplcon mplcon

CrGPDH oligonucledtido de ADNc de ADNg
5-AGATGCGGGCGTTCTCCAAGG-3 CrGPDH1F(b)

CrGPDH1 210 pb | 1361 pb
5-AGCAGGTCCGTCTCCAGGTCC-3 CrGPDH1R(b)
5-ATGCTATGCGACCTATCTGC-3 GPDH23UTRF(250)

CrGPDH2 191 pb 191 pb
5-ACTGCTCCTGCTCATTGTG-3 GPDH23UTRR(250)
5-ATCGGCTCTGGCGCGAGCAGCAC-3 GPDH33UTRF(190)

CrGPDH3 280 pb 280 pb
5-ACTGCTCCTGCTCATCGGTGAC-3’ GPDH33UTRR(190)

Las condiciones para la amplificacion de dichos oligonuclettidos se evaluaron
primeramente en ADNg extraido de acuerdo con el protocolo de Dellaporta (1983) con
algunas modificaciones. La extraccion se realizé de la siguiente manera: Se recolectaron
50 mL de un cultivo de C. reinhardtii de 7 dias, al final de la fase logaritmica. Se centrifugo
a 3200 g en una centrifuga marca Eppendorf modelo 5810R durante 5 min a 4 °C. Se
eliminé el sobrenadante y se agregd el volumen necesario de medio de cultivo para
resuspender la pastilla y tener aproximadamente 40 x 10° células mL™. Cada mL de
cultivo resuspendido fue transferido a un tubo estéril de 1.5 mL tipo Eppendorf y se
centrifugd nuevamente a 775 g durante 5 min en una microcentrifuga marca Eppendorf

modelo 5424. El sobrenadante se desechd y los tubos con la pastilla celular se
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congelaron con nitrégeno liquido ya sea para su almacenamiento a —-80 °C o para la
extraccion inmediata. Se prepar6 la mezcla de extraccion: 650 pL de amortiguador TEN +
9.1 pL de B-mercaptoetanol por cada muestra, se homogeneizé con un vortex a velocidad
6 (Vortex-Genie 2, modelo G560) y se incub6 a 65 °C por 10 min. En la campana de
extraccion, se agregd la mezcla de amortiguador TEN méas [-mercaptoetanol a cada
muestra y se agité vigorosamente con ayuda de un vortex durante 2 min. A cada muestra
se le afadieron 43 yL de SDS al 20%, se agitaron en un vortex a velocidad 9 y se
incubaron a 65 °C durante 25 min con agitaciones peridédicas cada 3 min durante la
incubacion. Posteriormente, se adicionaron 700 pL de cloroformo:alcohol isoamilico
(CHCIs:AlA) en una proporcién 24:1 a cada muestra y se agitd en el vortex. Las muestras
fueron centrifugadas a 14,500 g durante 5 min, se recuperd el sobrenadante y fue
transferido a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL. A cada muestra se le afadié un
volumen de CHCIs:AlA igual al del sobrenadante y se mezcl6 por agitacion en vortex. Las
muestras fueron centrifugadas a 14,500 g durante cinco min, se recuperé el sobrenadante
y fue transferido a un tubo nuevo de microcentrifuga de 1.5 mL. Esta extraccion se repitid
hasta tres veces, con el fin de conseguir el sobrenadante lo mas claro posible. Para
precipitar los acidos nucleicos del sobrenadante, a cada muestra se le adiciond un
volumen de isopropanol (100%) igual al del sobrenadante, se mezclé suavemente por
inversion del tubo durante 3 min y se centrifugé a 14,500 g durante 5 min. La pastilla
obtenida fue lavada dos veces con 800 uL de etanol frio al 70% y se centrifugd a 14,500 g
durante 5 min. El sobrenadante fue desechado. La pastilla fue secada a temperatura
ambiente durante 10 min y después se resuspendié en 40 uL de amortiguador Tris-HCI
(10 mM; pH 7.5). Se incub6 a 65 °C durante 10 min. Transcurrido este tiempo, se
recuperé el sobrenadante y se transfirid a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL nuevo.
Para la eliminacion del ARN se adicion6 1 pL de ARNasa (1 mg/mL) y se incubo a 37 °C

durante 30 min.

2.2.6 Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se realiz6 empleando un protocolo modificado del reactivo del
TRIZOL (Invitrogen) que incluye el tratamiento con DNAsa (Promega) como se describe a

continuacion.
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A cada muestra con aproximadamente 50 x 10° células de C. reinhardtii congeladas en
nitrégeno liquido se le adicionaron 1,000 pL del reactivo de TRIZOL y se homogeneiz6
mediante un gentil pipeteo mientras se mantenia en hielo, con la finalidad de proteger el
ARN. Una vez homogeneizadas, las muestras se agitaron vigorosamente mediante vortex
(Vortex-Genie 2, modelo G560) a méxima velocidad durante 2 min. El lisado celular se
centrifugd a 9,856 g durante 10 min en una microcentrifuga marca Eppendorf modelo
5424, se recupero el sobrenadante y fue transferido a un tubo de microcentrifuga de 1.5
mL (evitando tomar el pellet formado en el fondo del tubo). Posteriormente se incubaron a
20 °C durante 5 min y transcurrido ese tiempo a cada muestra se le adicionaron 200 pL de
CHCIs:AIA en una proporcion 24:1 y se agito en el vortex durante 15 s. Las muestras se
incubaron a 20 °C durante 3 min y después se centrifugaron a 9,856 g durante 15 min, se
recuperé el sobrenadante y fue transferido a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL. Para
precipitar el ARN, a cada muestra se le adicioné un volumen de isopropanol (100%) y 0.1
mL de 3 M de AcNa pH 7.0 igual al del sobrenadante recuperado, se mezclé suavemente
por inversiéon del tubo durante 20 s y se incubd a 20 °C durante 10 min con posterior
centrifugacion a 9,856 g durante 10 min. La pastilla obtenida fue lavada con 1 mL de
etanol frio al 70% y se centrifugd a 7,500 g durante 5 min. El sobrenadante fue
desechado. La pastilla fue secada a temperatura ambiente durante 10 min y después se
resuspendié en 39 pL de agua ultra pura. La digestion del ADN se realiz6 adicionando 5 U
de RQ DNAse, 40 U RNAse out y 5 pL de amortiguador 10X marca Promega para tener
un volumen final de 50 pL. La mezcla fue homogeneizada suavemente con el vortex a
velocidad 6. Tras la homogeneizacion, las muestras fueron incubadas durante 30 min a 37
°C. Después, se adicionaron 700 uL de SSTE (Hilario y Mackay, 2007) y 700 pL
CHCIz:AlA en una proporcion 24:1 y se agito en el vortex durante 15 s. Las muestras se
centrifugaron a 9,856 g durante 10 min, se recuperé el sobrenadante y fue transferido a

un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.

Para precipitar el ARN, a cada muestra se le adicioné un volumen de isopropanol (100%)
y 0.1 mL de 3 M de AcNa pH 7.0 igual al del sobrenadante recuperado, se mezcld
suavemente por inversion del tubo durante 20 s y se incubd a 20 °C durante 10 min con
posterior centrifugacion a 9,856 g durante 10 min. La pastilla obtenida fue lavada con 1

mL de etanol frio al 70%, se centrifugd a 7,500 g durante 5 min, y se desechd el
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sobrenadante. La pastilla fue secada a temperatura ambiente durante 10 min y después
se resuspendié en 40 uL de agua ultrapura. El ARN se coloc6 en hielo inmediatamente y

se almacen6 a -20 °C para su uso inmediato o a —80 °C para su posterior analisis.

La integridad del ARN fue evaluada mediante una electroforesis en un gel de agarosa-
TAE1X al 1.2%. Para determinar la concentracién del ARN se tomaron 5 puL de cada
muestra y se diluyeron en 95 pL de agua ultrapura (dilucion 1:20), y se midio la
absorbancia a 260 nm (Azs0) en un espectrofotémetro (SmartSpec™Plus, BioRad). Para
estimar la pureza del ARN se tomaron 5 L de cada muestra y se diluyeron en 95 uL de
10 mM Tris-HCI, pH de 7.5. En la lectura de la pureza del ARN se utilizé un radio de
absorbancia de Azso/Azs0, €n donde el ARN fue considerado puro si Azeo/Azso S€

encontraba dentro del rango de 1.9 a 2.1 (Qiagen, 2001).

2.2.7 Sintesis de ADNc

La sintesis de ADNc se realiz6 con una cantidad inicial de 10 pug de ARN total como
molde. EI ARN se mezcl6 con 2.5 uM de oligo dT (Invitrogen) en un volumen final de 20
puL, se incubé a 75 °C durante 5 min e inmediatamente se enfri6 en hielo. Una vez
realizado lo anterior, se procedié a llevar a cabo la reaccién de la transcriptasa reversa,
para lo cual se dividi6 la muestra anterior en dos tubos, el primero como muestra
experimental (+RT) y el segundo como control negativo (sin adicién de la transcriptasa
reversa, —RT). La mezcla de reaccién para la RT-PCR quedd compuesta de la siguiente
manera: 10 pL de muestra (ARN + oligodT, Invitrogen), amortiguador First Strand (1X), 10
mM de DTT (0.1 M, Invitrogen), 1 mM de dNTP’s (10 mM, Roche), 40 U del inhibidor de
ARNasa (40 U/ pL, Invitrogen), 200 U de la enzima Superscript Il (200 U/uL, Invitrogen)
para +RT o agua ultrapura para —RT, para tener un volumen final de 20 pL por muestra.
Se incub6 a 50 °C durante 90 min y después se inactivé la reaccién a 75 °C durante 15
min. A cada muestra se le adicionaron 4 pL de ARNasa A (100 mg/mL, Sigma) y se
incubaron a 37 °C durante 30 min. Finalmente, se realiz6 una dilucién 1:5 con agua

ultrapura y los tubos se almacenaron a —20 °C hasta su uso.

Como control para los experimentos de RT-PCR se emple6 el gen nuclear de la actina

cuyos oligonucledtidos flanquean un intrén de forma que se obtiene un amplicon de 209

53



Capitulo Il

pb en ADNc y 429 pb en ADN gendmico. La actina al ser un gen constitutivo se utilizd
como control positivo para corroborar que la carga en el gel haya sido homogénea y que
los componentes de la reaccibn de RT-PCR funcionaran adecuadamente. Estos
oligonuclettidos también se usaron como control negativo en la muestra sin
retrotranscriptasa donde no se debe observar amplificacién, ya que de observarse un

amplicon de 429 pb seria un indicador de contaminacién con ADNg.

2.2.8 Analisis de la expresion génica mediante RT-PCR

El analisis de expresion génica se realiz6 empleando como templete ADNc generado
segun lo descrito en el apartado anterior. La reacciéon de PCR general consistié de lo
siguiente: 5 uL de templete, oligonucleétido forward 10 uM (1 pL), oligonucleétido reverse
10 uM (1 pL), dNTP’s 10 mM (1 pL), MgCl2 50 mM (1.5 pL), amortiguador de PCR 10X
(1X), Taqg polimerasa 5 U/uL (1 U) y agua ultrapura en un volumen final de 50 pL.

El programa de la reaccién de PCR fue el siguiente: 1) desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 3 min, 2) desnaturalizacién a 95 °C durante 30 s, 3) alineamiento a 55 °C durante
30 s, 4) extension a 72 °C durante 30 s, del paso 2 al 4 se realizaron 39 repeticiones y
una extension final a 72 °C durante 10 min. Los oligonucleétidos empleados se presentan

en el Cuadro 2.1.

2.2.9 Mapeo de los extremos terminales del ADNc de CrGPDH2 y CrGPDH3
mediante la técnica de RLM-RACE

El mapeo de los extremos terminales 5’ y 3’ de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de C.
reinhardtii se llevé a cabo mediante la amplificacion por PCR de los extremos de ADNc
mediado por ARN ligasa (RLM-RACE) utilizando el estuche comercial GeneRacer
(Invitrogen). Los oligonucledtidos especificos que se presentan en el Cuadro 2.2 fueron
disefiados basados en la secuencia in silico de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3
reportada en la base de datos del Phytozome del genoma v5.3.1 de C. reinhardtii

(http://www.phytozome.net/chlamy.php).

El extremo 5 de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 fue amplificado mediante PCR

utilizando ADNc como templete. El ADNc fue sintetizado a partir del ARN de un cultivo de
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C. reinhardtii con tratamiento de 200 mM de NacCl por 2 h para la expresion de los genes
CrGPDH2 y CrGPDHS3 en esta microalga (Herrera-Valencia et al., 2012). Sin embargo,
antes de realizar la sintesis de ADNc, el ARN total fue tratado con una fosfatasa intestinal
(CIP) [10 U/puL en: 25 mM Tris HCI, pH 7.6, 1 mM MgCl,, 0.1 mM ZnClz, 50% glicerol
(w/v)] para desfosforilar el ARNm (Figura 2.3), seguido de un tratamiento con la enzima
acido pirofosfatasa (TAP) [0.5 U/ uL en: 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 0.1 M NaCl, 0.1 mM
EDTA, 1 mM DTT, 0.01% Tritén X-100, 50% glicerol (w/v)] para remover la estructura
CAP (Figura 2.4) y por ultimo una ligacién con el oligo ARN (GeneRacer™ RNA Oligo; 44
nucleodtidos; 5-CGACUGGAGCACGAGGACACUGACAUGGACUGAAGGAGUAGAAA-3)
al extremo 5’ del ARNm usando la ARN Ligasa T4 [5 U/ uL en: 50 mM Tris-HCI, pH 7.5,
0.1 M NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.1% Triton X-100, 50% glicerol (w/v)] (Figura
2.5).

5 Estructura Cap 3" Cola de Poli A
ARMNm mT G-p-p-p AAALAAN
L CP
ARNm Truncade PO, AARAAAAA
[ CP
Mo- ARMm p04

Figura 2.3. Representacién esquematica del proceso de desfosforilacion con la enzima fosfatasa
intestinal de ternera (CIP). Esta enzima so6lo actda sobre los ARN’s que no contengan la estructura
“CAP".

&' Estructura Cap S TAP 3" Cola de Poli A
ARNm  m7 G-p-p-p AAAAAAA
ARNm Truncado AALAAARN
Hio- ARNm

Figura 2.4. Representacion esquematica del proceso de decapitacion en aquellos ARN
mensajeros que contienen la estructura “CAP”.
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- 5 i T Cola de Poli A
oH PO, ARARRAAA

ARM ligasa

Figura 2.5. Representacion gréafica del proceso de ligacion del oligonucleétido Gene Racer vy el
ARN mensajero decapitado.

El 5 RACE de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 se llevd a cabo utilizando los
oligonucledtidos reverse que se presentan en el Cuadro 2.2 en combinacion con los
oligonucledtidos 5’ GeneRacer (Invitrogen). EI amplicén resultante fue usado como molde
para una segunda amplificacion (PCR anidada) utilizando los oligonucleétidos reverse
nested que se presentan en el Cuadro 2.2 en combinacion con los oligonucleétidos nested

5’ GeneRacer (Invitrogen).

En la amplificacion mediante RT-PCR del extremo 3' RACE de los genes CrGPDH2 y
CrGPDH3 el ADNc usado como templete fue sintetizado con ARN proveniente de un
cultivo de C. reinhardtii tratado a 200 mM de NacCl por 2 h para la expresion de los genes
CrGPDH2 y CrGPDHS3 en esta microalga (Herrera-Valencia et al., 2012). En la reaccion
de retrotranscriptasa reversa se utilizé el ARN total, la enzima SuperScript Ill, para
retrotranscribir el ARNm, y el oligo dT [Gene RACER™ Oligo dT Primer; 54 nucléotidos;
50 mM; 5-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTG(T).4—3' para crear la
primera hebra del ADNc con sitios de anclaje para los cebadores de secuencia conocida

en el extremo 3’ terminal.

Para la amplificacion del 3' RACE de los genes CrGPDH2 y CrGPDHS3 se utilizaron los
oligonucledtidos forward que se presentan en el Cuadro 2.2 en combinacion con los
oligonucledtidos 3’ GeneRacer (Invitrogen). El amplicén resultante fue usado como molde
para una segunda amplificacion (PCR anidada) utilizando los oligonucledtidos forward
nested que se presentan en el Cuadro 2.2 en combinacion con los oligonucleétidos nested

3’ GeneRacer (Invitrogen).
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Cuadro 2.2. Oligonuclettidos especificos utilizados para la amplificacion de las secuencias
flanqueantes de los extremos terminales 5’ y 3’ del ADNc de CrGPDH2 y CrGPDH3 mediante la
técnica de RLM-RACE.

Gen Orientacion del Secuencia del oligonucleétido Nombre del
CrGPDH Oligonucleétido g oligonucledtido

CrGPDH2  Reverse 5 RACE 5-AGCGCGCGCTCGGACGGGACG-3’ 2-Rv-GR5’
Revte'g»e 5" RACE 5-TGGCAGAGGAAGCGGTCTTTTGTG-3°  2-Rv-GRN5’
neste
Forward 3’ RACE 5-TGTGGGCATGGTGGACGGCC-3’ CrGPDH7F

FOfW%rd 3'RACE 5-AAGTACCCGCTGTTCACCACCATC-3’ 6FW-GRN3’
neste

CrGPDH3 Reverse 5’ RACE 5'-AGCAGGTCCAGGCCGTCGTTGAC-3 Rv-5’GPDH3

Revte'g»e 5" RACE 5-ACATTGCCGTTGTTGGAAGTGGTG-3'  Rv-5'NGPDH3
neste

Forward 3' RACE 5-AAGTACCCGCTGTTCACCACCATC-3’ Fw-3'GPDH3

FOfW%rd 3'RACE 5-TCGCCGTTGACGTCGAGGAGGAC-3°  Fw-3'NGPDH3
neste

El programa que se utilizé para la amplificacion de los extremos 5’y 3’ de CrGPDH2 y
CrGPDH3 fue de 95 °C durante 3 min, 10 ciclos de 95 °C durante 30 s, 65 °C durante 30 s
(en cada ciclo se disminuye 0.5 °C hasta llegar a los 60 °C), 68 °C durante 1 min (5 UTR
de CrGPDH2 y CrGPDH3) 6 2 min (3' UTR de CrGPDH2 y CrGPDH3), después 30 ciclos
de 95 °C durante 30 s, 60 °C durante 30 s, 68 °C durante 1 min (5" UTR de CrGPDH2 y
CrGPDH3) 6 2 min (3' UTR de CrGPDH2 y CrGPDH3), y finalmente una extension final a
68 °C durante 10 min. La enzima que se utilizé para llevar a cabo la reaccion fue la
Expand Long Template PCR System (Roche) y se adicion6 el amortiguador 5X CES
(Combinatorial PCR Enhancer Solution) a la reaccion de PCR, debido al alto contenido de
G y C en la secuencia de ambos genes. El amortiguador 5X CES es una mezcla de 6.7
mM DTT, 6.7 % DMSO, 55 ug/mL BSAy 2.7 M betaina (Ralser et al., 2006).

Los productos de PCR del 5 y 3 RACE de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 fueron
visualizados en una electroforesis con un gel de agarosa al 1.2% y las bandas de ~350 y
~942 pb correspondientes al fragmento esperado del 5’ y 3' RACE de CrGPDH2 vy, las
bandas de ~433 y ~1,212 pb correspondientes al fragmento esperado de 5’ y 3' RACE de

CrGPDH3 fueron escindidas del gel con un bisturi y posteriormente cada una fue
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purificada con el Kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen). Cada fragmento purificado fue
ligado al vector pGEM®-T Easy mediante una reaccién de ligacion cuya composicion fue
la siguiente: 1 pL del vector pGEM®-T Easy (50 ng/uL) (Promega), 7.5 L del fragmento
purificado, amortiguador T4-DNA ligasa 10X (1X) (New England BioLabs, NEB) y T4-DNA
ligasa 20 U/uL (20U) (New England BioLabs, NEB) en un volumen final de 10 pL. La
ligacion se dejo incubando a 16 °C durante toda la noche y posteriormente fue inactivada
a 65 °C durante 20 min. Las células competentes de E. coli DH10B fueron transformadas

con el resultado de la ligacién previa mediante el protocolo de pGEM®-T Easy (Promega).

Las células transformadas fueron plaqueadas en una caja de medio de seleccién LB
adicionado con ampicilina (10 mg/mL), Xgal (80 pug/mL) e IPTG (0.5 mM) y se incubaron a
37 °C durante toda la noche. Las colonias obtenidas fueron picadas y se propagaron en 4
mL de medio de seleccién LB liquido adicionado con ampicilina (10 mg/mL). El plasmido
fue extraido con el Kit comercial High Pure Plasmid Isolation (Roche) y se verificd su
integridad mediante una digestion con la enzima de restriccion EcoRlI, cuyo sitio de corte
flanquea al inserto. La reaccién de digestion constd de plasmido (0.5-1 pg), amortiguador
4 10X (1X) y EcoRI 20 U/uL (20U) en un volumen final de 20 pL. Los plasmidos
generados en esta etapa fueron nombrados como 5’CrGPDH2 y 3'CrGPDH2 para el 5’ y
3’ RACE de CrGPDH2, respectivamente, y 5’CrGPDH3 y 3'CrGPDH3 para el 5’y 3' RACE
de CrGPDHS3, respectivamente.

Los plasmidos obtenidos fueron enviados para su secuenciacion al Instituto de Genémica
de la Universidad de Clemson (GUCI, SC, EEUU). Los cromatdégramas resultantes de
cada secuencia de estudio fueron ensamblados con el programa bioinforméatico SeqMan
(DNASTAR Lasergene v7.2.1). Las secuencias fueron alineadas con el programa ClustalX
v2.0 con los parametros pre-establecidos (Larkin et al., 2007) para comparar la secuencia
ensamblada con la prediccién in silico obtenida de la base de datos del Phytozome

(http://www.phytozome.net/chlamy.php). Los nucleétidos idénticos fueron sombreados en

el alineamiento con color negro y las sustituciones conservativas con color gris usando el

programa en linea BoxShade v3.21 (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html).
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2.2.10 Clonacion de los genes CrGPDH2 y CrGPDHS3 de C. reinhardtii

El marco de lectura abierto de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 se amplific6 mediante RT-
PCR utilizando los oligonucleétidos especificos que se presentan en el Cuadro 2.3. Los
oligonucledtidos que se presenta en el Cuadro 2.3 fueron diseflados basados en la
secuencia obtenida del mapeo de cada uno de los extremos 5 y 3' de los genes
CrGPDH2 y CrGPDH3 del apartado anterior.

Se utilizé la reaccion de PCR anidada para amplificar a los genes CrGPDH2 y CrGPDH3
de C. reinhardtii. En la primera reaccion de PCR se utiliz6 como templete el ADNc
obtenido en el RLM-RACE en combinacién con el oligonucleétido forward que se une
tanto a la secuencia del gen CrGPDH2 como a la del gen CrGPDH3 junto con el
oligonucledtido reverse que se une de manera especifica al gen CrGPDH2 o al gen
CrGPDH3 (Cuadro 2.3). En la segunda reaccién de PCR, cada uno de los amplicones
resultantes de la primera PCR fue utilizado como templete junto con la combinacion de
oligonucledtidos forward y reverse nested para amplificar tanto a CrGPDH2 como a
CrGPDHS3 (Cuadro 2.3).

Cuadro 2.3. Oligonucledtidos especificos empleados para la amplificacion del marco de lectura
abierto de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de C. reinhardtii.

Gen Orientacion del Secuencia del oligonucleétido Nombre del
CrGPDH  Oligonucleétido 9 oligonucleétido

CrGPDH2 Forward 5'-GGACACTGACATGGACTGAAGG Gene Racer™
CrGPDH3 AGTA-3’ 5'Nested primer
CrGPDH2 Reverse 5-ACTGCTCCTGCTCATTGTG-3' GPDH23UTRR(250)
CrGPDH3 Reverse 2,-ACTGCTCCTGCTCATCGGTGAC- GPDH33UTRR(190)

CrGPDH3 GATGCTGTCAGGCCGCACC-3 *Fa-CrGPDH2

CrGPDH2 Reverse nested 5-TATACTAGTGCGGCCGCTTACAC
CrGPDH3 GCTGTTGCTGGCAGC-3'
* Las secuencias subrayadas indican los sitios de restriccion de las enzimas EcoRI (GAATTC),
BamHI (GGATCC), Spel (ACTAGT) y Notl (GCGGCCGC).

*Ra-CrGPDH2
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El programa que se utiliz6 para la primera amplificacion de los genes CrGPDH2 y
CrGPDH3 fue de 95 °C durante 3 min, 20 ciclos de 95 °C durante 30 s, 65 °C durante 30 s
(en cada ciclo se disminuye 0.5 °C hasta llegar a los 55 °C), 68 °C durante 3 min, después
20 ciclos (CrGPDHZ2) 6 10 ciclos (CrGPDH3) de 95 °C durante 30 s, 55 °C durante 30 s,
68 °C durante 3 min seguido de una extension final a 68 °C durante 10 min. El programa
de la segunda amplificacién fue de 95 °C durante 3 min, 10 ciclos de 95 °C durante 30 s,
60 °C durante 30 s (en cada ciclo se disminuye 0.5 °C hasta llegar a los 55 °C), 68 °C
durante 3 min, después 10 ciclos de 95 °C durante 30 s, 55 °C durante 30 s, 68 °C
durante 3 min y finalmente una extension final a 68 °C durante 10 min. La enzima que se
utilizé para llevar a cabo la reaccién de PCR fue la Expand Long Template PCR System
(Roche) y se adicion6 el amortiguador 5X CES (Combinatorial PCR Enhancer Solution) a
la reaccién de PCR, debido al alto contenido de G y C en la secuencia de ambos genes.
El amortiguador 5X CES es una mezcla de 6.7 mM DTT, 6.7 % DMSO, 55 ug/mL BSA 'y
2.7 M betaina (Ralser et al., 2006).

Los productos de PCR fueron visualizados en una electroforesis con un gel de agarosa al
1.2% vy las bandas de ~2,172 y ~2,200 pb correspondientes al fragmento esperado de
CrGPDH2 y CrGPDH3 fueron escindidas del gel con un bisturi y posteriormente cada una
fue purificada con el Kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen). Cada fragmento purificado fue
ligado al vector pGEM®-T Easy mediante la reaccién de ligacién que se presenta en el
apartado anterior. La ligaciobn se dejé incubando a 16 °C durante toda la noche y
posteriormente fue inactivada a 65 °C durante 20 min. Las células competentes de E. coli
DH10B fueron transformadas con el resultado de la ligacién previa mediante el protocolo
de pGEM®-T Easy (Promega). Las células transformadas fueron plaqueadas en una caja
de medio de seleccién LB adicionado con ampicilina (10 mg/mL), Xgal (80 pg/mL) e IPTG
(0.5 mM) y se incubaron a 37 °C durante toda la noche. Las colonias obtenidas fueron
picadas y se propagaron en 4 mL de medio de seleccién LB liquido adicionado con
ampicilina (10 mg/mL). El plasmido fue extraido con el Kit comercial High Pure Plasmid
Isolation (Roche) y se verificé su integridad mediante una digestion con la enzima de
restriccion EcoRI, como se menciona en el apartado anterior. Los plasmidos generados
en esta etapa fueron nombrados como ORFCrGPDH2 y ORFCrGPDH3 para el marco de
lectura abierto de los genes CrGPDH2 y CrGPDHS3, respectivamente.
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Los plasmidos obtenidos fueron enviados para su secuenciacion al Instituto de Genémica
de la Universidad de Clemson (GUCI, SC, EEUU). Los cromatdégramas resultantes de
cada secuencia de estudio fueron ensamblados con el programa bioinforméatico SeqMan
(DNASTAR Lasergene v7.2.1). Las secuencias fueron alineadas con el programa ClustalX
v2.0 con los pardmetros pre-establecidos (Larkin et al., 2007) para comparar la secuencia
ensamblada con la prediccién in silico obtenida de la base de datos del Phytozome

(http://www.phytozome.net/chlamy.php). Los nucle6tidos y residuos aminoacidicos

idénticos fueron sombreados en el alineamiento con color negro y las sustituciones
conservativas con color gris usando el programa en linea BoxShade v3.21

(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html).

Como parte de la clonacién del marco de lectura abierto (ORF) de los genes CrGPDH2 y
CrGPDH3, se utilizé el protocolo de mutagénesis sitio-dirigida del estuche comercial
QuikChange® Il Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) para revertir una mutacion
generada durante el proceso de amplificacién de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3
mediante PCR. Los oligonucledtidos especificos se disefiaron de tal forma que fueran
complementarios al sitio de la mutacion de cada uno de los genes de acuerdo con las

recomendaciones del proveedor del estuche comercial (Cuadro 2.4).

Cuadro 2.4. Oligonucleétidos especificos utilizados para la correccion de la mutacion del marco de
lectura abierto de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de C. reinhardtii.

Gen Orientaci6n del Secuencia del oligonucléotido Nombre del
CrGPDH oligonucleétido 9 oligonucléotido

5-CTCGCCCGACGACATCCGCCGCTTCAT

Forward CAAG-3 *FMutGPDH2
CrGPDH2
Reverse 5 -CTTG:ATGAAGCGGCGGATGTCGTCGGG RMUtGPDH?2
CGAG-3
Forward Eé EBCAA(;'%:ATCGGCGACGGCATCACCGACCT FMUtGPDH3
CrGPDH3 .
Reverse g/—a\c_tr'g?g,’ﬁ@GTCGGTGATGCCGTCGCCGAT RMUtGPDH3

*Ambos oligonucleétidos fueron disefiados de tal forma que dentro de su secuencia contengan la
reversion de la mutacion en el nucleétido deseado.
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2.2.11 Obtencién del plasmido pCrGPDH2c
El marco de lectura abierto (ORF) del gen CrGDPH2 fue clonado en el vector p424GPD

(Mumberg et al., 1995) entre los sitios de restriccion EcoRI y Spel. La reaccion de
digestidon para p424GPD vy el plasmido donde se encontraba la ORF de CrGPDH2 consté
de: Plasmido 1 pg, Amortiguador 4 10X (1X), EcoRI 20 U/uL (10U), Spel 20 U/uL (10 U)
en un volumen final de 50 pL. Se incubd a 37 °C durante 2 h y después se inactivo a 80
°C durante 20 min. La digestion del vector p424GPD vy el inserto de la ORF de CrGPDH2
fue separada en una electroforesis con un gel de agarosa al 0.7%. Las bandas de ~6,527
(p424GPD) y ~2,172 pb (ORF de CrGPDH2) fueron escindidas del gel con un bisturi y
purificadas con el Kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen). La ligacion de los fragmentos
purificados se llevé a cabo usando la siguiente reaccién: 5 puL de vector, 7 uL de inserto,
Amortiguador T4-DNA ligasa 10X (1X) y T4-DNA ligasa 20 U/uL (20U) en un volumen final
de 20 pL. La ligacién se dej6 incubando a 16 °C toda la noche y después se inactivo a 65
°C durante 20 min. Se realiz6 la transformacion de células competentes de E. coli DH10B
siguiendo el protocolo de pGEM®-T-easy (Promega). Las células transformadas fueron
plagueadas en platos de Petri con medio de seleccion LB sdlido adicionado con ampicilina
(10 mg/mL) y se incubaron a 37 °C durante toda la noche. Las colonias blancas se picaron
y se propagaron en medio de seleccion LB liquido adicionado con ampicilina (10 mg/mL).
El plasmido fue purificado por medio del Kit comercial High Pure Plasmid Isolation
(Roche) y se verificd su integridad mediante una digestién con las enzimas de restriccion
EcoRl y Spel de la misma manera descrita anteriormente. El plasmido generado en este
paso fue nombrado p424GPDGPD?2. A partir de este plasmido se clon6 la ORF del gen
CrGDPH2 en el vector pChlamy_4 (Invitrogen) entre los sitios de restriccion BamHI y
Xbal. La reaccion de digestion para el vector pChlamy_4 y el pladsmido p424GPDGPD2
consto de los siguientes componentes: Plasmido 1 pg, Amortiguador 3 10X (1X), BSA
100X (1X), BamHI 20 U/uL (10U), Xbal 20 U/pL (10 U) en un volumen final de 50 pL. La
digestion del vector pChlamy_4 y el inserto de la ORF de CrGPDH2 fue separada en una
electroforesis con un gel de agarosa al 0.7%. Las bandas de ~3,640 (pChlamy_4) y
~2,172 pb (ORF de CrGPDH2), fueron escindidas del gel con un bisturi y purificadas con
el Kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen). La ligacion de los fragmentos purificados,
transformacién y purificacion del plasmido se llevé a cabo como se menciond

anteriormente. El plasmido generado fue nombrado pCrGPDH2c.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

La calidad del ARN utilizado para la sintesis de ADNc se presenta en las Figuras 2.6, 2.7
y 2.8, y la concentracion y pureza del ARN de cada una de las muestras se presenta en
los Cuadros 2.5, 2.6 y 2.7. La sintesis de ADNc se realizo tomando 10 pg de ARN total de
cada muestra para posteriormente realizar el andlisis de expresion de los genes CrGPDH

a los diferentes tratamientos de NaCl evaluados.

Macl [mh)
0 200

285
£— 235

185
163

Figura 2.6. Calidad del ARN total extraido a partir de células de C. reinhardtii empleando el
Protocolo GE Healthcare lllustra RNAspin Mini. 0 mM NacCl: Muestra sin tratamiento, 200 mM NacCl:
Muestra tratada a 200 mM de NaCl por 2 h. En cada carril se depositaron 2 pg de ARN de la
muestra correspondiente.

Cuadro 2.5. Concentracién y pureza del ARN extraido a partir de células de C. reinhardtii
cultivadas a 0 y 200 mM de NaCl por 2 h.

Tratamiento de NaCl Concentracion (ug/uL) Pureza (A260/A280)
0mM 1.08 2.01
200 mM 0.69 1.94
Macl (mht)
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Figura 2.7. Calidad del ARN total extraido a partir de células de C. reinhardtii empleando el
reactivo de TRIZOL. 0 mM NacCl: Muestra sin tratamiento, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 100, 150 y 200 mM
de NaCl: Muestra tratada a 5, 10, 15, 20, 25, 50, 100, 150 y 200 mM de NaCl por 2 h,
respectivamente. En cada carril se depositaron 2 ug del ARN de cada muestra.
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Cuadro 2.6. Concentracién y pureza del ARN extraido a partir de células de C. reinhardtii
cultivadas a 0, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 100, 150 y 200 mM de NaCl por 2 h.

Tratamiento de NaCl Concentracion (ug/uL) Pureza (A260/A280)
0 mM 2.45 1.95
5mM 2.08 1.97
10 mM 2.40 1.93
15 mM 2.49 1.91
20 mM 2.27 1.93
25 mM 1.40 1.92
50 mM 1.52 2.00

100 mM 1.19 1.97
150 mM 1.80 1.98
200 mM 1.87 2.00
Tiempo [min)
] 5 30 60 120
5 mvi 235 =+
NaCl 168 —
Tiempo (min)
0 5 30 60 120
200 mM 235 =
NaCl 168 =

Figura 2.8. Calidad del ARN total extraido a partir de células de C. reinhardtii empleando el
reactivo de TRIZOL. 5 y 200 mM NaCl: Muestras tratadas a 5 y 200 mM de NaCl, 200 mM de NacCl:
Muestra tratada a 200 mM de NaCl por 5, 30, 60 y 120 min, respectivamente. 0 min: Muestra
control sin tratamiento de NaCl. En cada carril se depositd 2 ug del ARN de cada muestra.
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Cuadro 2.7. Concentracién y pureza del ARN extraido a partir de células de C. reinhardtii
cultivadas a 5y 200 mM de NaCl por 5, 30, 60 y 120 min.

Tratamiento de NaCl Tiempo de tratamiento  Concentracion (ug/uL) Pureza (A260/A280)

5mM 0 min 1.32 1.97
5 min 2.07 1.96

30 min 1.63 1.90

60 min 1.56 1.98

120 min 1.11 1.95

200 mM 0 min 1.82 1.99
5 min 1.96 1.97

30 min 2.09 2.00

60 min 2.37 1.98

120 min 1.88 1.95

2.3.2 Analisis de la expresion de los tres genes CrGPDH en respuesta al tratamiento
de 200 mM de NaCl por 2 h

La expresion de los tres genes CrGPDH de C. reinhardtii fue evaluada por medio de RT-
PCR. Se llevé a cabo el andlisis de la expresion de los genes CrGPDH1, CrGPDH2 y
CrGPDH3 de C. reinhardtii a los tratamientos de 0 y 200 mM de NaCl por 2 h. El resultado
de este andlisis se presenta en la Figura 2.9, en donde se detectd la expresion
constitutiva de CrGPDHL1 al tratamiento de NaCl evaluado, observandose una banda
intensa en el gel de electroforesis que corresponde al amplicon esperado de ~210 pb. A
diferencia de este gen, CrGPDH2 y CrGPDH3 presentaron muy bajos niveles de
expresion en el tratamiento a 0 mM de NaCl, sin embargo, y notablemente, en el
tratamiento a 200 mM de NaCl se observd una banda intensa para el amplicon de ~191 y
~280 pb predicho para CrGPDH2 y CrGPDH3, respectivamente, lo que sugiere una
expresion elevada en los transcritos de ambos genes bajo condiciones de estrés osmotico
con NaCl. Este analisis se corrobor6 mediante una segunda réplica del experimento y se
obtuvo el mismo resultado para los tres genes. El resultado de este analisis formé parte

de los resultados publicados en el articulo de Herrera-Valencia et al. (2012).
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Figura 2.9. Andlisis de la expresién de los genes CrGPDH1, CrGPDH2 y CrGPDH3 de C.
reinhardtii mediante RT-PCR en muestras sin tratamiento con NaCl (0 mM de NaCl) y muestras
tratadas 2 h a 200 mM de NaCl (200 mM NaCl). CrActina: actina de C. reinhardtii. M: Marcador de
peso molecular 1Kb (Invitrogen).

En la Figura 2.9 se observa que el perfil de expresion del gen de la actina de C. reinhardtii
(CrActin) fue similar en el tratamiento de 0 y 200 mM de NacCl, indicando que la cantidad
de ARN utilizado como templete para la sintesis de ADNc fue similar en ambos
tratamientos y que no se present6 contaminacion con ADNg debido a que el amplicon que

contiene el intron de 220 pb no fue detectado.

2.3.3 Analisis de la expresion de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 en respuesta a

diferentes tratamientos de NacCl

Para el andlisis de expresion a las concentraciones de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 100, 150 y
200 mM de NaCl por 2 h se eligieron los genes CrGPDH2 y CrGPDH3, debido a que
fueron los Unicos que presentaron un aumento en el nivel de transcritos en el experimento

previo a 200 mM de NaCl por 2 h (Figura 2.9). Adicionalmente a este experimento, se
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analizo la expresion de los genes CrGPDH2 y CrGPDHS a las concentraciones de 5y 200
mM de NaCl por diferentes tiempos (5, 30, 60 y 120 min). Los resultados de ambos

experimentos se pueden observar en la Figura 2.10.

a) NaCl{mM)
M D 5 10 15 20 25 50
Tiempo (min)
v 0 5 30 60 120
b)
5 mM
Tiempo (min)
M 0 5 30 60 120
—
c) e CrGPDH2
200 mM

Figura 2.10. Andlisis de la expresion de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 mediante RT-PCR a
diferentes tratamientos de NaCl. Las células de C. reinhardtii fueron colectadas para su analisis
después de los siguientes tratamientos: a) 2 h con 0, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 100, 150 y 200 mM de
NaCl; b) 5, 30, 60 y 120 min a 5 mM de NacCl, las células sin tratamiento de NaCl fueron usadas
como control (tiempo cero); y c) 5, 30, 60 y 120 min a 200 mM de NaCl, las células sin tratamiento
de NaCl fueron usadas como control (tiempo cero). CrActina: actina de C. reinhardtii. M: Marcador
de peso molecular 2-log (NEB).
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En el analisis de la expresion de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 a diferentes
concentraciones de NaCl por 2 h, se observd un perfil de expresién bajo o casi nulo en
ausencia de NacCl, similiar a lo observado en el experimento de la Figura 2.9. Por su parte,
se pudo notar la presencia de una banda intensa que corresponde al amplicon predicho
de ~191 y ~280 pb para CrGPDH2 y CrGPDH3, respectivamente, en todos los
tratamientos de NaCl evaluados por 2 h, incluso a una concentracion de tan s6lo 5 mM de
NaCl (Figura 2.10a). El perfil de expresiéon de CrGPDH2 y CrGPDH3 a lo largo de los
tiempos evaluados demostré que ambos genes presentan una induccién en su expresion
a partir de tan sélo 5 min a las concentraciones de 5y 200 mM de NaCl (Figuras 2.10b y
2.10c), lo cual sugiere que el aumento en la expresion de estos genes esta asociada al

tratamiento por NaCl.

En la Figura 2.10 se observa que el perfil de expresién del gen de la actina de C.
reinhardtii (CrActin) fue similar en todos los tratamientos evaluados, indicando que la
cantidad de ARN utilizado como templete para la sintesis de ADNc fue similar en todos los
experimentos y que no se presenté contaminacion con ADNg debido a que el amplicon

gue contiene el intrén de 220 pb no fue detectado.

El resultado del analisis de expresion de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de C. reinhardtii
gue se presenta en la Figura 2.10 formé parte de los resultados que se publicaron en el

articulo de Casais-Molina et al. (2015).

2.3.4 Clonacion del ADNc del gen CrGPDH2 de C. reinhardtii

2.3.4.1 Mapeo de los extremos terminales 5’ y 3’ UTR del ADNc del gen CrGPDH2

La amplificacion de los extremos terminales 5’ y 3’ del gen CrGPDH2 se llevo a cabo
mediante RT-PCR utilizando la enzima Expand Long Templete (Roche) para eliminar la
inespecificidad del pegado de los oligonucleétidos y obtener un fragmento de mejor
calidad. Los resultados de la amplificacion se presentan en la figura 2.11. Los productos
de PCR del 5’y 3' RACE de CrGPDH2 fueron denominados arbitrariamente 5’CrGPDH2 y
3'CrGPDH2 y corresponden a un amplicon de ~350 y ~942 pb, respectivamente.
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Figura 2.11. Amplificacién de los extremos 5’ y 3’ terminales del gen CrGPDH2 de C. reinhardtii
mediante la técnica del RLM-RACE, en donde: a) Extremo 5’ terminal de CrGPDH2 (5’CrGPDH2) y
b) Extremo 3’ terminal de CrGPDH2 (3'CrGPDH2). M: Marcador de peso molecular 2-log (NEB);
C+: Control positivo de la reaccién (CrActin); C-: Control negativo de la reaccion.

Los productos de la reacciébn de PCR mostrados anteriormente fueron clonados en el
vector pGEM®-T Easy y se comprob6 su insercion mediante una digestion con la enzima
de restriccibn EcoRI (NEB). El resultado de esta digestion fue la visualizacién de dos
bandas, la primera de ~3.0 Kb que corresponde al vector pGEM®-T Easy y la segunda de
~350 pb y ~942 pb que corresponde al extremo 5 6 3' RACE del gen CrGPDH2,

respectivamente (figura 2.12).

a) b)

@ ph 060 ph

; ~5e2pbh  jce0 ph
008 pH ¥ CrGROH2 :

~350 pl‘s L a0l ply

CraPDHZ

Figura 2.12. Verificacion de la clonacion de los extremos 5’ y 3' RACE de CrGPDH2 en pGEM®-T
Easy. Patron de electroforesis generado por la enzima EcoRI para a) pPGEM®-T Easy (~3.0 Kb) y
5'CrGPDH2 (~350 pb) y b) pGEM®-T Easy (~3.0 Kb) y 3'CrGPDH2 (~942 pb). M: Marcador de peso
molecular 2-log (NEB); 1 al 4: clonas analizadas.

Tras enviar a secuenciar los plasmidos que contienen al extremo 5 y 3" RACE de
CrGPDH2 al Instituto de Gendémica de la Universidad de Clemson (GUCI, SC, EEUU) se
llevé a cabo el alineamiento de cada secuencia obtenida con respecto a la prediccion in
silico de la base de datos del Phytozome y se obtuvieron los resultados que se presentan

en las Figuras 2.13 y 2.14.
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El alineamiento del extremo 5’ del ADNc del gen CrGPDH2 secuenciado con respecto a la
prediccién in silico no presentd variacion alguna en la secuencia de nucleétidos, sin
embargo el 5° UTR de CrGPDH2 encontrado con la técnica de RLM-RACE resulté 20 pb
més largo (Figura 2.13).

UTR in silico R s CATCTTCAACTCAATCTCCAAGCACT CAAGCTACAAGAGOATY
5' UTR Cr GPDH2 IRAACCAATTACAACT ACAGAACAT CTTCAACT CAATCTCCAAGCACT CAAGCT ACAAGAGCHSY

UTR in silico YR CCGT GT CGCATTTGCAACAT CTCAGGGGAGT TCGACT CCGT CACAACGAGCGT TGT TCCT guKely)
5' UTR Cr GPDH2 SR CGGT GT CGCATTTGCAACAT CTCAGGGGAGT TCGACT CCGT CACAACGAGCGT TGT TGCT vy

UTR in silico A0 N GAACCAAGT TTGCAA 117
5' UTR Cr GPDH2 N GAACCAAGT TTGCAA 137
A
ORF in silico 118 ATGATGCT GT CAGGCCGCACCT GCAACCATGCCTTCAGCACT CGTCAAATGAGCCACCAC YA
5' ORF O GPDH2 T ATGATGCT GT CAGGCCGCACCT GCAACCAT GCCT TCAGCACT CGTCAAAT GAGCCACCACEEN
ORF in silico 178 [sceceNcoceojjececogieciyfoicoceceeylcojfovioccoocej[v.ojgjcoceifoce 237
5' ORF Cr GPDH2 i KISl CGCGGAGCGCT CGCGCT TCGAT CAGCGCGEGGT AGCT CAACGGCCGGT CACT TGCCGT CCOMAYY
ORF in silico AT GCACCGT TTGT GCCCAGCGCCGT CTTCCTACAGT CAGAGCCGGCACAAAAGACCGCT TCOAKY
5' ORF COr GPDH2 PASYS I GCACCGT TTGT GCCCAGCGCCGT CTTCCTACAGT CAGAGCCGGCACAAAAGACCGCT TCOREINS
ORF in silico 298 AA 305
5' ORF COr GPDH2 318 AA 325

Figura 2.13. Alineamiento de la secuencia de nucleétidos del extremo 5’ del gen CrGPDH2 de la
prediccion in silico con respecto a la secuencia obtenida del producto secuenciado. La flecha hacia
abajo indica el inicio de la region 5° UTR de CrGPDHZ2, el tridngulo indica el final de la region 5’
UTR de CrGPDH2 vy la flecha que apunta hacia la derecha indica el inicio de la ORF de dicho gen.

El alineamiento del extremo 3’ del ADNc del gen CrGPDH2 secuenciado con respecto a la
prediccién in silico presentd variaciones en cuanto a la longitud de la secuencia de
nucleotidos de la region 3" UTR, siendo los 3' UTR de CrGPDH2 encontrados con la

técnica de RACE mas cortos que la prediccion in silico, la cual mide 914 pb (Figura 2.14).

Las longitudes identificadas de la region 3' UTR de CrGPDH2 fueron de 453, 511, 530 y
564 pb. Las regiones conservadas entre el producto de la secuenciacion y la prediccion in

silico se sefialan por medio de sombreado.
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ORF in silico
3' ORF O GPDH2

[N

IAAGT ACCCGCTGI TCACCACCAT CAACCGCAT CGT CAACGGCCACCT GCCGCCGCACCT SlY
IAAGT ACCCGCTGT TCACCACCAT CAACCGCAT CGT CAACGGCCACCT GCCGCCGCACCT Sl

[N

ORF in silico SR GT GGT CGACT ACCT GGAGGGECGCCAAGGCCGATAT CGCCGT TGACGT CGAGGAGGATAT T vy
3' ORF COr GPDH2 SR GT GGT CGACT ACCT GGAGGGCGOCAAGGCCGATAT CGCCGT TGACGT CGAGGAGGATAT T WAL
ORF in silico i GT GCCCCT GCCGCGCCAGCCCGCCT CCGCCAT GGCCCGCCTAT T CGGCCAGCT GGT CGGOMEE]Y)
3' ORF COr GPDH2 121 [ejjcoeoejjcosceceocosocosjesceoiyjccosocesjjyjleccoocejjcejjeces 150
ORF in silico 181 [eeoyjollecoricoricccocelicolicojcoifccocoocoscesiicocoscoocoiicececess 2410
3' ORF Or GPDH2 181 [ceoy[olecoiicoricccocelicoiicojcojjccocoocoscesiicocoscoocoicceces 240
*
ORF in silico PN CCCT CCGGCGCT GCCAGCAACAGCGT GTAA 270
3' ORF COr GPDH2 XN CCCT CCGGCGCT GCCAGCAACAGCGT GTAA 270
UTR in silico LMW/ \CGAGGACGT TCCT TGT GGCAATGGGT GCT GT GAT ACCGCGCGCGAGGGAGGGEGECGECCGARRE]Y
3' UTR Or GPDH2 271 Jeelcelecigjesgicijccoivyjcceijcofcijeiyylescecocociiceceiiccccecoscy 330
UTR in silico KXY CCT GCGTACGTGAGCTTCTGTCGT CGTAATCTTTGT GCGT GCAGAGCCAAGCGGGAT GCTeelt)
3' UTR Cr GPDH2 KXY CCT GCGTACGTGAGCTTCTGT CGT CGTAAT CTTT GT GCGT GCAGAGCCAAGCGGGAT GCT el
UTR in silico Kk GCCGACGGAGT TAGCAT GGCATGGCGT GGGCTGGT GTACATAACCT TAATTTGT TTTCGT ARttt
3' UTR Or GPDH2 Kk CCGACGGAGT TAGCAT GGCATGGECGT GGECTGGT GTACATAACCTTAATTTGT TTTCGT ARt
UTR in silico ZAYRCT TGT GTCAAT CGGCT CTGECGCGAGCAGCAATAAGT GAACAGGT GTATTGGCATGCTAT sy
3' UTR Or GPDH2 ZAYRCT T GT GTCAATCGGCT CTGGCGCGAGCAGCAATAAGT GAACAGGT GTATTGGCAT GCTAT iy
UTR in silico YN GCGACCTATCTGCCT GT GAGGT AAGGGCCAGCGGGT GCTTTGCAAGCCCGTGTTTTGT CT s y(u
3' UTR Cr GPDH2 XM GCGACCTATCTGCCT GT GAGGT AAGGGCCAGCGEGT GCTTTGCAAGCCCGTGTTTTGT CTRsy(u
UTR in silico YA T GGT AGCATAGATCGACACGTGTGTGT GTGT GTGTAT T GGEECGCCGCCGCGCCGT GTACT Rl
3' UTR Or GPDH2 YA T GGT AGCATAGATCGACACGT GTGTGT GT GT GT GT AT T GEGECGCCGCCCCGECCGT GTACT Rl
UTR in silico (XXM CGACGT GCAGCCAGCGT TGCCCAGGACT GACT TGCAGCGT AGT TCCACAAT GAGCAGGAGGELY
3' UTR Cr GPDH2 (SN CGACGT GCAGCCAGCGT TGCCCAGGACT GACT TGCAGCGTAGT TCCACAAT GAGCAGGAGGELL
UTR in silico (SN CAGT GGCAGGCCGI TTGI AAGGGCCT TGCT GT GGGGATGT CATCTAT TCCT TAGGACAGARNETY
3' UTR Cr GPDH2 (SN CAGT GCCAGGCCGT TTGI AAGGGCCT TGCT GT GGGGAT GT CATCTAT TCCT TAGGACAGARNETY
UTR in silico IEYAAT GATCCCGTGAGTAAT CTCGTATGT GGT CTGTATCCACT GCGCCGECAT TCTGCGCGT el
3' UTR Or GPDH2 IEYAAT GAT CCCGTGAGTAAT CTCGTATGT GGT CTGT ATCCACT GCGCCGECATTCT GCGCGT ey
A A
UTR in silico XM GT CGCCCTGTACCTGATGGAGGTG 834
3' UTR Cr GPDH2 NN GT CCCCCT GTACCTGATGGAGGTG 834

Figura 2.14. Alineamiento de la secuencia de nucleétidos del extremo 3’ del gen CrGPDH2 de la
prediccion in silico con respecto a la secuencia obtenida del producto secuenciado. El asterisco
indica el final de la ORF, la flecha hacia abajo el inicio de la regién 3' UTR y el triangulo las
diferentes longitudes de la region 3' UTR de dicho gen.

2.3.4.2 Clonacion del marco de lectura abierto del gen CrGPDH2 de C. reinhardtii

La amplificacion del marco del lectura abierto (ORF) del gen CrGPDH2 se llevo a cabo

mediante RT-PCR utilizando la enzima Expand Long Templete (Roche) para eliminar la
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inespecificidad del pegado de los oligonucleétidos y obtener un fragmento de mejor
calidad. El producto de PCR de la amplificacion del marco de lectura abierto del gen
CrGPDH2 fue denominado arbitrariamente ORFCrGPDH2 y corresponde a amplicon de
~2,172 pb (Figura 2.15).

Ivi ORFCrEPDHZ  C+

A0 gl
~2,172 pb ——E2

ALiE ph
100c pk

Figura 2.15. Amplificacién del marco de lectura abierto del gen CrGPDH2 de C. reinhardtii
mediante RT-PCR. M: Marcador de peso molecular 2-log (NEB); C+: Control positivo de la reaccién
(CrActin); C-: Control negativo de la reaccion.

El producto de PCR de la amplificacion de la ORF del gen CrGPDH2 denominado
ORFCrGPDH2 fue clonado en el vector pGEM®-T Easy y se comprobd su insercion
mediante una digestion con la enzima de restriccion EcoRI (NEB). El resultado de esta
digestion fue la visualizacion de dos bandas, la primera de ~3.0 Kb que corresponde al
vector pGEM®-T Easy Yy la segunda de ~2,172 pb que corresponde al marco de lectura
abierto del gen CrGPDH?2 (figura 2.16).

meG rh
~2172 phk
ORFCrGPOHZ  jspoph

Figura 2.16. Verificacion de la clonacion del marco de lectura abierto del gen CrGPDH2 en
pPpGEM®-T Easy. Patron de electroforesis generado por la enzima EcoRI para pPGEM®-T Easy (~3.0
Kb) y ORFCrGPDH2 (~2,172 pb). M: Marcador de peso molecular 2-log (NEB); 1 al 4: clonas
analizadas.

Tras enviar a secuenciar los plasmidos que contienen la ORF del gen CrGPDH2 al GUCI

se llevd a cabo el alineamiento de cada secuencia obtenida con respecto a la prediccion
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in silico de la base de datos del Phytozome y se identifico un plasmido cuya secuencia de
nucleétidos contenia sélo dos mutaciones, el cual fue denominado arbitrariamente
pCrGPDH2 (figura 2.17). En el andlisis de la secuencia de aminoacidos de pCrGPDH2 se
pudo notar que una de las mutaciones era silenciosa, ya que codifica para el mismo
aminoacido, y la otra mutacién no lo era, ya que codifica para el aminoacido valina (V) en

lugar del aminoéacido isoleucina (1) (Figura 2.18).

En cuanto a la ORF de CrGPDH2 se observd que la secuencia de nucledtidos obtenida

experimentalmente corresponde con la prediccion in silico reportada para este gen.

ORF in silico ARATGATGCT GT CAGGCCGCACCT GCAACCATGCCTTCAGCACT CGT CAAAT GAGCCACCAGHEY

ORF pCr GPDH2 IATGAT GCTGT CAGGCCGCACCT GCAACCATGCCT TCAGCACT CGT CAAAT GAGCCACCAGENY

ORF in silico (SN CGCGGAGCGCT CGCGCT TCGATCAGCGCGEGT AGCT CAACGGECCGGT CACT TGCCGT CGOmwAY)
ORF pCr GPDH2 61 eceoceiiceceojjecocoyjociyjoicececeeiylcejjoivicccooce](olojjjceseijece 120
ORF in silico A GCACCGT TTGT GCCCAGCGCCGT CTTCCTACAGT CAGAGCCGGCACAAAAGACCGCT TCOmRe{Y)
ORF pCr GPDH2 VAR GCACCGT TTGI GCCCAGCGCCGT CTTCCTACAGT CAGAGCCGGCACAAAAGACCGCT TCOmEEY)
ORF in silico 181 |ejjcev Vo Viecceciyjcoscococejjeceicecojjocoioecijesscijosciicocecee 240
ORF pCr GPDH2 181 ejjceovio vecceciyjcoococecejjecciiccojjoceoiioscijesocijeociicececee 240
ORF in silico XN CT GGCCATCTGGECGCT CCGCCGACGCCGT CTGCT TCGACGT AGACT GCACCAT CACCAT Cs{ele)
ORF pCr GPDH2 XN CT GGCCAT CTGGECGCT CCCCCGACGCCGT CTGCT TCGACGT AGACT GCACCAT CACCAT Cle]elt)
ORF in silico {O R AAT GACGGCCT GGACCT GCTGGCCGAGT TCAT GGGCGT CAAGGAGGAGGT TGAGGAGCT (elsly]
ORF pCr GPDH2 301 QAucleccesjjcciloojjcojjccesciicipjoryjcccecijeivicccellcejgjeciceiesfe 360
ORF in silico {o¥ M ACCAACAAGGCCAT GGACGGCACCAT GT CTCTGACGCGCT CTCT GGAGGAGCGCCT CAACKEYAY
ORF pCr GPDH2 {ox A ACCAACAAGGCCAT GGACGGCACCAT GT CTCTGACGCGCT CTCTGGAGGAGCGCCT CAACKEYAY
ORF in silico VY4 CTGAT CAACT GCT CGCCCGACGACAT CCGCCGCTTCAT CAAGGCCTACCCGCCCCAGT COpaeety)
ORF pCr GPDH2 VyXWCTGAT CAACT GCT CGCCCGACGACGT CCGCCGCTTCAT CAAGCCCTACCCGCCCCAGT COpaRey]

A

ORF in silico 3}l CCCCT GGCGCCCGGCAT CAAGGAGCT GAT CAAGGCGCT CCAGAAGCGCOGGT GT GGCGGT sty
ORF pCr GPDH2 481 eceejjccecosoceoryjorviceiicojjeryjo v ccecejjooicivicecece]jejjecoce]e 540
ORF in silico SV T ACCT CATCAGCGGCGGECT TCCGOGAGCT GCTGCT GCCCAT CGCGECGCACCT GGGCAT (S]ele)
ORF pCr GPDH2 YN T ACCT CAT CAGCGGECGGECT TCCGCGAGCT GCT GCT GCCCAT CGCGECCCACCT GGGCAT CE]le)
ORF in silico [S]OII CCGAAGGACCGCGT CT TCGCCAACCGCAT GCACT GGCAGT GGGACGACGAGACCGGECAT GEGIHY
ORF pCr GPDH2 ]I CCGAAGGACCGCGT CTTCGCCAACCGCAT GCACT GGCAGT GGGACGACGAGACCGGCAT Y
ORF in silico ] ¥ I CCCACCAAGCT GGT CGGCT TTGACACGT CCGAGCCCACGGECCCGCAACCAGGGCAAGCCOm© AL
ORF pCr GPDH2 SJSN I CCCACCAAGCT GGT CGECT TTGACACGT CCGAGCCCACGECCCGCAACCAGEGCAAGCCOpAY
ORF in silico P GAGGCCAT CGCGCGCAT CCGCGAGAACAACCCCTACAACACCGT GGT CATGAT CGGCGACESLY
ORF pCr GPDH2 P2 GAGGCCAT CGCGCGCAT CCCCGAGAACAACCCCT ACAACACCGT GGT CATGAT CGGCGACHIES]Y
ORF in silico 781 ceojjolesciiesjjcelccecejcocliovicocceccecosciiopiecigjocyjeceeiics 540
ORF pCr GPDH2 P& XM GCCAT CACCGACCT GGAGECGGT GCAGACCAGCGECGECGECCGACT TGT TCAT CGGCAGORSZIY
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GGCGT GGT GGT GGAGCGCGAGGCCGT GGT GECGGAGGCCGAGT GGTATGT GTACGACTAQ
GECGT GGT GGT GGAGCGCGAGCCCGT GGT GECGGAGCCCGAGT GGTATGT GTACGACTAQ

AAGGCACTTGT GT CGECCCT GT CCCGT TACAAGGT GGCCAT GGT GGECAGCGGEOGCCT GG
AAGGCACT TGT GT CGECCCTGT CCCGT TACAAGGT GGCCAT GGT GGECAGCGGECGECCTGY

GCGT GT GCGGCGGT GCGCAT GAT CGCGCAGAACACCAGCCAGGACGACCCCGAGGACGAG
GCGT GT GCGECGGT GCGCAT GAT CGCGCAGAACACCAGCCAGGACGACCCCGAGGACGAG

TTTGACGACGACGT CCGCATGT GGGT GCACCAGGGECGGECGAGCT GGT CGACACGATCAAG
[TTTGACGACGACGT CCGCAT GT GGGT GCACCAGCECGGECGAGCT GGT CGACACGATCAAG

AGCACCCACGAGAACCCGECCTACT TCCCCGECAT CCCCCT GEECCCCAACGT CATCACG
AGCACCCACGAGAACCCGECCTACT TCCCCGECAT CCCCCT GGECCCCAACGT CATCGCO

ACCGGCAACCT GECGGAGGCAGT GGCGGACGCCGACCTGCTGGT GI TCTGCGCGCCGCAG
ACCGCCAACCT GECGGAGCCAGT GGCGGACGCCGACCTGCTGGT GI' TCT GCGCGCCGCAG

CAGTACATCCGCGGCATTTGCAAGCAGCT CAT GGGCAAGGT CAAGCCGEECGCCECCECd
CAGTACAT CCGCGGCAT TTGCAAGCAGCT CAT GGGCAAGGT CAAGCCGEECECCECCECA
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il
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i

GTGCGCCGCACCCT GEECGT GGACT GCTCCGT GCT CATGGEGECGEGET AACAT CGCCGAGGAC
GTGCGCCCCACCCT GEECGT GGACT GCT CCGT GCT CAT GGGECGGT AACAT CGCCGAGGAQ

GT GGGCCGCGAGCAGCT GT CCGAGGCCGT GATCGGCTACTACAACCT GGAGCACGCCCAG
GT GGGCCCCGAGCAGCT GT CCGAGGCCGT GATCGGCT ACTACAACCT GGAGCACGCCCAG

GCTTCAAGAAGCTCTTCCAGCGCCCCTACT TCCGCGT GACGCT GCTGCCGGACCCGGT G
GCTTCAAGAAGCT CTTCCAGCGCCCCTACT TCCGCGT GACGCT GCT GCCGGACCCGGET G

GGTGCTGAGCT GT GCGGTACGCT CAAGAATAT CGT GGCCCT GGGT GT GGECATGGTGGAC
GGTGCTGAGCT GT GCGGTACGCT CAAGAATAT CGT GGCCCT GGGT GT GGECAT GGTGGAQ

GGCCT GGGCAT GGGACCCAACT CCAAGGCCGCT AT CATCCGCCAGGGECCTGCTTGAGATG
GGCCT GGECAT GGGACCCAACT CCAAGGCCGCT AT CATCCGCCAGGECCTGCTTGAGATG

GT'GACT TCTGCCAGGCCCT CTACCCCT CCGT CCGCGACGACACCTTCCTCGAGT GCTEQ
GTI'GACT TCTGCCAGGCCCT CTACCCCT CCGT CCGCGACGACACCT TCCTCGAGT GCTGJ

GGCGT GGECGACCT GGT CGCCACCT GCAT CGECGGECCGCAACCGECCGCGT GEGCCGAGECT
GECGT GGECGACCT GGT CGCCACCT GCAT CGECGECCCECAACCGECCGCGT GGCCGAGECT

[TGGACGCGCT CCGCAGT TGAGGGCGCCGAGGECT GGCGAGGEGECAACGGT GCCGGCCGCAGH
Leelececeojjesco lcijjciicccecesciceojjcceciicccovoce]jcesccesscoice

TGGGCT GAGCT GGAGAAGGAGCT GCTCCAGGECCAGAAGCT GCAGGECGT GCTGACCACGH
[T GGGCT GAGCT GGAGAAGGAGCT GCTCCAGGECCAGAAGCT GCAGCECGT GCTGACCAGH

AACGAGGT GCAGCAGAT CCTGAGGACCCGCGECT GEGAGAGCAAGT ACCCGCTGT TCACG
AACGAGGT GCAGCAGAT CCT GAGGACCCGCGECT GCGAGAGCAAGT ACCCGCTGT TCACG

ACCAT CAACCGCATCGT CAACGGCCACCT GCCGCCGCACCT GGT GGT CGACTACCTGGAG
ACCAT CAACCGCATCGT CAACGGCCACCT GCCGCCGCACCT GGT GGT CGACTACCTGGAG

(GGCGCCAAGGCCGATAT CGCCGT TGACGT CGAGGAGGAIJIAT TGT GCCCCT GCCGCGCCAG
GGCGCCAAGGCCGATAT CGCCGT TGACGT CGAGGAGGABAT TGT GCCCCT GCCGCGCCAG

|‘||.|‘
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Figura 2.17. Alineamiento de la secuencia de nucleétidos del gen CrGPDH2 obtenida de la
prediccion in silico del Phytozome con respecto a la secuencia obtenida del producto secuenciado.
La posicién de las mutaciones en la secuencia de nucleétidos de la ORF gen CrGPDH2 se indica
con triangulos.
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Figura 2.18. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos del gen CrGPDH2 obtenida
prediccion in silico del Phytozome con respecto a la secuencia obtenida del producto secuenciado.
La posicion de la mutacién en la secuencia de aminoacidos de la ORF del gen CrGPDH2 se indica

con un triangulo.
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Para revertir la mutacion del nucleétido G (guanina) por A (adenina) en la posicion 445 de
la secuencia de nucleétidos de la ORF del gen CrGPDH2 en el plasmido pCrGPDH2, se
llevé la amplificacibn mediante PCR del pldsmido pCrGPDH2 con oligonucleétidos
especificos disefiados con la mutacién deseada, siguiendo las indicaciones del protocolo
de mutagénesis sitio-dirigida del estuche comercial QuikChange® Il Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene). El producto de esta PCR fue denominado arbitrariamente
ORFCrGPDH2Mut y corresponde a un amplicon de ~2,172 pb. Este fragmento fue
clonado en el vector pGEM®-T Easy para dar lugar al plasmido pCrGPDH2Mut que
contiene la ORF del gen CrGPDH2 con la mutacién deseada. En la Figura 2.19 se
muestra el resultado de la digestion con la enzima de restriccién EcoRI (NEB), en donde
la banda de ~3.0 Kb corresponde al vector pGEM®-T Easy y la banda de ~2,172 pb

corresponde al marco de lectura abierto del gen CrGPDH2 con la mutacion deseada.

W pl
~2172 pb ——
ORFCrGPOHZMut 250k

Figura 2.19. Verificaciéon de la clonacion del marco de lectura abierto con la reversién de la
mutacion del gen CrGPDH2 en pGEM®-T Easy. Patron de electroforesis generado por la enzima
EcoRI para pGEM®-T Easy (~3.0 Kb) y ORFCrGPDH2Mut (~2,172 pb). M: Marcador de peso
molecular 2-log (NEB); 1 al 3: clonas analizadas.

Tras enviar a secuenciar los plasmidos que contienen la reversién de la mutacion de la
ORF del gen CrGPDH2 al GUCI se realizé el alineamiento de cada secuencia obtenida
con respecto a la prediccién in silico de la base de datos del Phytozome y los tres
plasmidos analizados contenian la mutacién deseada en la posicion 445 de la secuencia
de la ORF de CrGPDH2 y no presentaban ninguna otra variacién con respecto a la del
plasmido pCrGPDH2. En la Figura 2.20 se presenta el resultado del alineamiento de la
secuencia de nucledtidos de CrGPDH2 con la mutacién deseada con respecto a la
prediccion in silico, y se puede notar que la secuencia de aminoacidos del producto

secuenciado es idéntica a la prediccion in silico del gen CrGPDH2.
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ORF in silico VMV SGRTCNHAF ST RQVBHQRGAL ALRSARVAQRPVT CRRAPFVPSAVFL QSEPAQKTASHEE

ORF pCr GPDH2Mut (Bl SGRTCNHAFSTRQVBHQRGAL AL RSARVAQRPVTCRRAPFVPSAVFL QSEPAQKTASIEY

ORF in silico (YA SANNGDAAPSEART VPSERAL Al WRSADAVCFDVDCTI T1 NDGLDLLAEFMGVKEEVEEL pevAe
ORF pCr GPDH2Mut (YA SANNGDAAPSEART VPSERAL Al WRSADAVCFDVDCTI Tl NDGLDLLAEFMGVKEEVEEL peAe
ORF in silico 2% TNKAVDGT VSL TRSLEERLNLI NCSPDDI RRFI KAYPPQSRLAPG KEL I KALQKRGVAVEEESS)
ORF pCr GPDH2Mut i TNKAVDGTVBL TRSLEERLNLI NCSPDDI RRFI KAYPPQSRLAPG KEL I KALQKRGVAVEEES]Y
ORF in silico IR Y| | SGGFRELLLPI AAHLG PKDRVFANRMHVOADDET GVPTKL VGFDT SEPTARNQGK PR
ORF pCr GPDH2Mut hESNA YL | SCGFRELLLPI AAHLA PKDRVFANRVHWWDDET GVPTKL VGFDT SEPTARNQGK PRegZxe)
ORF in silico P NWFAl AR RENNPYNTWM GDA TDLEAVQT SGGADLFI GSGVWEREAVVAEAEWY VYD YRRE{SlS)
ORF pCr GPDH2Mut PZNEEAl ARl RENNPYNTVWM GDG TDLEAVQT SGGADL FI GSGVVVEREAVVAEAEWY VYDYRe{)ly]
ORF in silico {ONRRKAL VSAL SRYKVAWGSGAVWACAAVRM AQNT SQDDPEDEFDDDVRMAVHQGCGEL VDT NERe{s]e)
ORF pCr GPDH2Mut {ONKAL VSAL SRYKVAWGSGAVWACAAVRM AQONT SQDDPEDEFDDDVRMAVHQGCGEL VDT NEEe{s]e)
ORF in silico KSNSTHENPAYFPG PLGPNVI ATGNLAEAVADADL L VFCAPHQY! RG CKQL MEKVKPGAAARVAI]
ORF pCr GPDH2Mut KISV STHENPAYFPG PLGPNVI ATGNLAEAVADADL L VFCAPHQY! RE CKOQL MGKVKPGAAARYAS)
ORF in silico vAl SL TKGVRVTPEGPELI SQ VRRTLGVDCSVLMEGNI AEDVGREQL SEAVI GYYNL EHACKERS
ORF pCr GPDH2Mut v SL TKGVRVTPEGPEL| SQ VRRTLGVDCSVLMSGNI AEDVGRECQL SEAVI GYYNL EHACKRARS)
ORF in silico AN RFKKLFORPYFRVTLL PDPVGAEL CGTLKNI VAL GVGWDGL GMGPNSKAAI | RQGL L EMESEY
ORF pCr GPDH2Mut AN RFKKLFORPYFRVTLLPDPVGAEL CGTLKNI VAL GVGWDG. GVIGPNSKAAI | RQGL L EMISELY
ORF in silico YN RDFCQAL YPSVRDDTFL ECCGVGDLVATCl GCRNRRVAEAWT RSAVEGAEAGEGNGAGRSIS 0]
ORF pCr GPDH2Mut [N RDF COQAL YPSVRDDTFL ECCGVGEDL VAT Cl GGRNRRVAEAWT RSAVEGAEAGEGNGAGRSIY)
ORF in silico [N a\\AEL EKEL L QGOKL QGVLTSNEVQQ LRTRGAESKYPLFTTI NRI VNGHL PPHL VWDY L EleIs]¢)
ORF pCr GPDH2Mut [SeN\\AEL EKEL L QGOKL QGVLTSNEVQQ LRTRGAESKYPLFTTI NRI VNGHL PPHL VWDYL EJsI&0]
ORF in silico SISy GAKADI AVDVEEDI VPLPRQPASAVARL FGQLVGE TQQGGAAAGAAASAAAGAASGAASII@AY)
ORF pCr GPDH2Mut [SS¥MGAKADI AVDVEEDI VPLPROPASAVARL FGOLVGE TQQCGAAAGAAASAAAGAASGAASII@AS)
ORF in silico 721 =Y 723
ORF pCrGPDH2MUt 721 723

Figura 2.20. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos del gen CrGPDH2 obtenida de la
prediccion in silico con respecto a la secuencia obtenida del producto secuenciado de la reversion
de la mutacion del plasmido pCrGPDH2Mut. La posicién de la mutacion revertida en la secuencia
de aminoacidos de CrGPDH2 se indica con una flecha.

El resultado de la clonacion del ADNc del gen CrGPDH2 de C. reinhardtii se encuentra
disponible en la base de datos del GenBank con el nimero de acceso KM923898. En la
Figura 2.21 se presenta el resultado del mapeo de todo el ADNc de CrGPDH2. Se puede
notar la ubicacion de una secuencia putativa TGTAA de la sefal de poliadenilacion en la
region 3' UTR de dicho gen, la cual ha sido previamente identificada in silico en genes
codificados en el nucleo de la microalga C. reinhardtii en los trabajos realizados por
Silflow et al. (1985) y Shen et al. (2008).
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Figura 2.21. Secuencia de nucleotidos y aminoacidos del gen CrGPDH2 de C. reinhardtii. La
secuencia de nucleotidos de 2873 pb del ADNc de CrGPDH2 incluye las regiones 5’ y 3' UTR. El
codon de inicio (ATG) y coddn de paro (TAA) del marco de lectura de abierto de CrGPDH2 se
encuentran subrayados. La secuencia putativa de la sefial de poliadenilacion TGTAA en la region
3’ UTR se sefiala con un recuadro y los triangulos en esta misma regién indican los diferentes sitios

de inicio de poliadenilacion identificados.
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2.3.5 Clonacién del ADNc del gen CrGPDH3 de C. reinhardtii

2.3.5.1 Mapeo de los extremos terminales 5’ y 3° UTR del ADNc del gen CrGPDH3

La amplificacion de los extremos terminales 5’ y 3’ del gen CrGPDH3 se llevo a cabo
mediante RT-PCR utilizando la enzima Expand Long Templete (Roche). Los resultados de
la amplificacién se presentan en la Figura 2.22, en donde los productos de PCR del 5’y 3
RACE de CrGPDH3 fueron denominados arbitrariamente 5CrGPDH3 y 3'CrGPDH3 y

corresponden a un amplicén de ~433 y ~1,212 pb, respectivamente.

£
) 4 5P FOHS C+

™ 3 CeGPDHS C4

1566 ph

w33 ph coaph

208 ph

Figura 2.22. Amplificacién de los extremos 5’ y 3’ terminales del gen CrGPDH3 de C. reinhardtii
mediante la técnica de RLM-RACE, en donde: a) Extremo 5’ terminal de CrGPDH3 (5'CrGPDH3) y
b) Extremo 3’ terminal de CrGPDH3 (3'CrGPDH3). M: Marcador de peso molecular 2-log (NEB);
C+: Control positivo de la reaccion (CrActin); C-: Control negativo de la reaccion.

Los productos de PCR 5’ y 3'CrGPDH3 fueron clonados en el vector pPGEM®-T Easy y su
insercion fue comprobada mediante una digestion con la enzima de restriccion EcoRl
(NEB). Como resultado de esta digestion se obtuvieron dos bandas, la primera de ~3.0 Kb
que corresponde al vector pGEM®-T Easy y la segunda de ~433 6 ~1,212 pb que
corresponde al extremo 5’ 6 3' RACE del gen CrGPDH3, respectivamente (Figura 2.23).

al ‘ 8]

EN{T —
W00 gk

10k pb — 1500 ph
w1217 pb
233 ph BLrEFDHE . i

—rere—
S'CraebH3 MRS

Figura 2.23. Verificacion de la clonacion de los extremos 5’ y 3' RACE de CrGPDH3 en pGEM®-T

Easy. Patrén de electroforesis generado por la enzima EcoRI para a) pGEM®-T Easy (~3.0 Kb) y

5'CrGPDH3 (~433 pb) y b) pGEM®-T Easy (~3.0 Kb) y 3'CrGPDH3 (~1,212 pb). M: Marcador de
peso molecular 2-log (NEB); 1 al 4: clonas analizadas.
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Tras enviar a secuenciar los pladsmidos que contienen al extremo 5 y 3 RACE de
CrGPDHS3 al Instituto de Gendmica de la Universidad de Clemson (GUCI, SC, EEUU) se
llevé a cabo el alineamiento de cada secuencia obtenida con respecto a la prediccion in
silico de la base de datos del Phytozome y se obtuvieron los resultados que se presentan
en las Figuras 2.24 y 2.25. El alineamiento del extremo 5 del ADNc del gen CrGPDH3
secuenciado con respecto a la prediccién in silico no presentd variacion alguna en la
secuencia de nucledtidos, sin embargo el 5 UTR de CrGPDH3 encontrado con la técnica
de RLM-RACE resulté 25 pb mas largo (Figura 2.24). Ademas, se identificé un posible
codén de inicio de la traduccién en la region 5" UTR el cual se encuentra 153 pb rio arriba
con respecto a la prediccion in silico de la ORF de CrGPDHS3. Notablemente, la secuencia
de nucledtidos identificada alrededor del codon de inicio (ACCATGA) es casi idéntica a la
secuencia consenso de Kozak (ACCATGG) (ver figura 2.32), la cual es necesaria para un

Optimo inicio de la traduccién en células eucariotas (Kozak, 1986).

UTR in silico CTCAATCGCCAAGCAACAAAGCTACAGCCCTATA
5' UTR Cr GPDH3

UTR in silico KISl CGGCAGT TGCAACAT CCCAGCGOGGEEEGET TCGACTGCGTAAT TACGAGCGT CGT TGAGCORER]
5' UTR Cr GPDH3 SN CCCCAGT TGCAACAT CCCAGCGOGGEEEGET TCGACT GCGTAAT TACGAGCGT CGT TGAGCCI WAL

UTR in silico CIMGAGT TTGCAACO 107
5' UTR Cr GPDH3 121 [EXeppfevYYee 132
A
r=p

UTR in silico 108: ATGATGCTGT CAGGCCGCACCTGCAATTGCGCCT TCAGT GCTCGT CGAACTAGCCT CCAANEY

5' ORF Or GPDH3 IRENIAT GATGCTGT CAGGCCGCACCT GCAATTGCGCCT TCAGT GCTCGT CGAACT AGCCT CCAARENREY

UTR in silico WG CGCGGAGCGCT CGCT TTCCAAT CGECGCGGECT GGTACCT CAACGGCCGCCGECCACT TGOy

5' ORF Cr GPDH3 IR CGCGGAGCCGCT CGCT TTCCAAT CGECGECGEECT GG ACCT CAACGGECCGCCGECCACT TGUYASYA
*

UTR in silico 228 eejjececoyjecinpiciicosoiceceoyioinle 260
5' ORF Or GPDH3 AKX CGT CGCGCATCGI TTGT GCCCAGCGCCATCTTQ 285

ORF in silico AN IAT GCCAACAGAGGT GGAACAGAAGACCGGCACCACT TCCAACAACGGECAATGT CACACCCEYAY)
5' ORF Or GPDH3 AR AT GCCAACAGAGGT GGAACAGAAGACCGGCACCACT TCCAACAACGGECAAT GT CACACCUIERTAS

ORF in silico KAl T T GGAGGCT CGGACT GT CCCT TCCGAGCGCGCGCT GACCAT CT GGCGCT CCGCCGACCCOmeEEly
5' ORF Cr GPDH3 KA T TGGAGGCT CGGACT GT CCCT TCCGAGCGCGCGCT GACCAT CT GCCGCT CCGCCGACCCCIES

Figura 2.24. Alineamiento de la secuencia de nucleétidos del extremo 5’ del gen CrGPDH3 de la
prediccion in silico con respecto a la secuencia obtenida del producto secuenciado. La flecha hacia
abajo indica el inicio de la regién 5 UTR de CrGPDH2, el asterisco el final de la regién 5° UTR
obtenida de forma in silico, el triangulo el final de la regiéon 5 UTR obtenida de forma experimental
y la flecha que apunta hacia la derecha el inicio de la ORF de dicho gen, en donde, la flecha con
linea punteada representa el sitio probable de inicio de la ORF y la flecha con linea continua el sitio
de inicio de la ORF obtenida de forma in silico.
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El alineamiento del extremo 3’ del ADNc del gen CrGPDH3 secuenciado con respecto a la

prediccion in silico no present6 variacién alguna en la secuencia de nucleétidos (Figura

2.25). Las regiones conservadas entre la prediccion in silico y el producto de la

secuenciacion se sefialan por medio de sombreado.

ORF in silico
3' ORF O GPDH3

ORF in silico
3' ORF O GPDH3

UTR in silico
3' UTR O GPDH3

UTR in silico
3' UTR O GPDH3

UTR in silico
3' UTR O GPDH3

UTR in silico
3' UTR O GPDH3

UTR in silico
3' UTR O GPDH3

UTR in silico
3' UTR O GPDH3

UTR in silico
3' UTR O GPDH3
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AT GGCCCGCCTAT TCGECCAGCT GGT CGGCGGAAT CAT GCAGCAGGGAGGAGCAGCCGCONEY
AT GGCCCGCCTATTCCGECCAGCT GGT CGGCGGAAT CAT GCAGCAGGGAGGAGCAGCCGCONEY
*
GECGCCGCCGCCAGCGECCECCGECAGECGECCECCGCGEECECT GCCAGCAACAGCGT GTAAWAY)
GECGCCECCGECCAGCGCCCECCCECAGECGECCECCGCCEECECT GCCAGCAACAGCGT GTAANWAY)

AGACGT TCCTTGT GGT AATGGGT GCTGT GATAT CGCGCGCGAGGGAGGEECGCCGAGCT Cie]y)
IAGACGT TCCT TGT GGT AATGGGT GCTGT GAT AT CCGCGCGCGAGGGAGCEECGCCGAGCT CRke]y)

CGTACGTAAGCGTCTGTCTTCGCAATGT TTGTACGT GCAGAGCT GGGECGEEGT GCT TGGARZY
CGTACGTAAGCGTCTGT CTTCGCAATGT TTGTACGT GCAGAGCT GGECGEEGT GCT TGGARZY)

CGGAGT TGGCAT GGCAT GECGT GGGCCGGT GTACACAACCGT TATTTGI TTTTGTATT TGRe{sly]
CGGAGT TGGCAT GGCAT GECGT GCECCGGT GTACACAACCGT TATTTGI TTTTGTATT TCReE{Y]

[TGGT CAAT CGGCT CT GECGCGAGCAGCACT AAGT GAACAGAT GTAT TGGCAT GCTGT GCORe]Y
[TGGT CAAT CGGCT CTGECGCGAGCAGCACT AAGT GAACAGAT GTATTGGCAT GCTGT GCORS]SY

ACCTATCTATCTGT GAGCTAAGGGECCCGCGEGTGCTTTGCAACCGCGTGT TTTT TCCCT e
IACCTATCTATCT GI GAGCTAAGGEGECCCGCGEGT GCTTTGCAACCGCGTGT TTTTTCCCT iy

480
GTAGCATAGATCGACATGTIGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT TTGTGACTGITGTGTCTGT T T TAss]y]

Lyecccecoocijococescijcisifociiojjcijcoicosicocipicessoiceiypiese 540
[TTTATCGGEECGCCGT CECCECCGT GTACT CGACT GTGCAGCCAGCGT TGCCCAGGAT TGACESZLY

600
600

660
IAAGT GCCCTGCT TTGGGGATGT CATCTATCCCT TAGGATAGAAACGAT CCCGT GAGGAATIGIHL

CTCGTATGTGGT CTATATCCACT GCGCGGGECAT TCTGCGCGT GT CGCCCT GTACCT GAT Argdv)
CTCGTATGIGGT CTATATCCACT GCGCGGGECATTCTGCGCGT GT CGCCCTGTACCT GAT Alrgedv)

AT GGAAGT GT GGAGGT GT GT CAT GGGT GCAAGAGAAGACCCAGACCCATAAACACACAAT rgslt)
AT GGAAGT GT GGAGGT GT GT CAT GGGT GCAAGAGAAGACCCAGACCCATAAACACACAAT gslt)

[TGT GCTGAACTGI TTGI TGCCGCGAACT GTAGCTGTACTATAAGT AGCCGAGT GT GT TGOS
[TGT GCTGAACTGI TTGI TGCCGCGAACT GTAGCT GTACTATAAGT AGCCGAGT GTGT TGOS

GGCAAAGT CCAGAT GCAACT GAGAAACAGT GATAGCT GCATGCGCCGCT TTGT GGT GGCARE[Y)
GGCAAAGT CCAGAT GCAACT GAGAAACAGT GATAGCT GCATGCGCCGCT TTGT GGT GGCARE]NY)

[TGGCGT GGCCAT TGAACAAGGGAGCGT TGGGAAAGGGACAGCGCACAGCCT GGAGATGT TiRel]t
[TGGCGT GGCCAT TGAACAAGGGAGCGT TGGGAAAGGGACAGCGCACAGCCT GGAGATGT TIRELU

GCGT CCATAATCGACCAGT GCGCCT TGT GGGCT GGAT GGCAT GAGCAT GAAAGAT GGAGIEYAY)
CCATAATCGACCAGT GCGCCT TGT GGGCTGGAT GGCAT GAGCAT GAAAGAT GGAGO VY]

:
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UTR in silico {ol4 Ml GGCACACT GCCACAACAGGT GCCAATGT AATAATACACCT GA 1062
3' UTR Or GPDH3 {0l4 M GGCACACT GCCACAACAGGT GCCAATGT AATAAT ACACCT GA 1062
Figura 2.25. Alineamiento de nucleétidos del extremo 3’ del gen CrGPDH3 de la prediccion in silico

con respecto a la secuencia obtenida del producto secuenciado. El asterisco indica el final de la
ORF y la flecha hacia abajo el inicio de la region 3' UTR de dicho gen.

2.3.5.2 Clonacion del marco de lectura abierto del gen CrGPDH3 de C. reinhardtii

La amplificacion del marco del lectura abierto (ORF) del gen CrGPDHS3 se llevo a cabo
mediante RT-PCR utilizando la enzima Expand Long Templete (Roche) para eliminar la
inespecificidad del pegado de los oligonucledtidos y obtener un fragmento de mejor
calidad. El producto de PCR de la amplificacion del marco de lectura abierto del gen
CrGPDH3 fue denominado arbitrariamente ORFCrGPDH3 y corresponde a amplicon de
~2,200 pb (Figura 2.26).

M CORFCrGPOME C+ E-

~.2,200 pb A0 ph

151 ph
1000 gh

Figura 2.26. Amplificacion del marco de lectura abierto del gen CrGPDH3 de C. reinhardtii
mediante RT-PCR. M: Marcador de peso molecular 2-log (NEB); C+: Control positivo de la reaccidn
(CrActin); C-: Control negativo de la reaccion.

El producto de PCR de la amplificacion de la ORF del gen CrGPDH3 denominado
ORFCrGPDH3 fue clonado en el vector pGEM®-T Easy y se comprobd su insercién
mediante una digestién con la enzima de restriccion EcoRI (NEB). El resultado de esta
digestién fue la visualizacion de dos bandas, la primera de ~3.0 Kb que corresponde al
vector pGEM®-T Easy y la segunda de ~2, 200 pb que corresponde al marco de lectura
abierto del gen CrGPDH3 (figura 2.27).
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2,200 ph

ORFCrG2THS
1ae ¢h

Figura 2.27. Verificacion de la clonacién del marco de lectura abierto del gen CrGPDH3 en
PGEM®-T Easy. Patron de electroforesis generado por la enzima EcoRI para pPGEM®-T Easy (~3.0

Kb) y ORFCrGPDH3 (~2,200 pb). M: Marcador de peso molecular 2-log (NEB); 1 al 4: clonas
analizadas.

Tras enviar a secuenciar los plasmidos que contienen la ORF del gen CrGPDH3 al GUCI
se llevo a cabo el alineamiento de cada secuencia obtenida con respecto a la prediccion
in silico de la base de datos del Phytozome y se identifico un plasmido cuya secuencia de
nucleétidos contenia sélo tres mutaciones, el cual fue denominado arbitrariamente
pCrGPDH3 (Figura 2.28). En el andlisis de la secuencia de amino&cidos de pCrGPDHS3 se
pudo notar que dos de las mutaciones eran silenciosas por tanto codifican para el mismo
aminoacido, y la otra mutacién no lo era, ya que codifica para el aminoacido valina (V) en
lugar del aminoacido isoleucina (1) (Figura 2.29). Ademas, se identificé en la secuencia de
la ORF del CrGPDH3 un intrén ubicado en la posicion del nucle6tido 811, que en la

prediccion in silico esta incorrectamente predicho como un exén de 24 pb (Figura 2.32).

ORF in silico IRAT GATGCT GT CAGGCCGCACCT GCAAT TGCGCCT TCAGT GCT CGT CGAACT AGCCT CCAANEY

ORF pCr GPDH3 AT GATGCT GT CAGGCCGCACCT GCAAT TGCGCCT TCAGT GCT CGT CGAACT AGCCT CCAANEY

ORF in silico (SN CGCGGAGCGCT CGCT TTCCAAT CGGCGCGECT GGTACCT CAACGECCGCCGGECCACT TGO WAL
ORF pCr GPDH3 (SN CCCCGAGCGCT CGCTTTCCAAT CGECGCGECT GGTACCT CAACGECCCCCCGGCCACT TGO WAL
ORF in silico A CGT CGCGCATCGT TTGT GCCCAGCGCCATCTTCAT GCCAACAGAGGT GGAACAGAAGACOEE]Y]
ORF pCr GPDH3 iA CGT CGCGCATCGT TTGI GCCCAGCGCCATCT TCAT GCCAACAGAGGT GGAACAGAAGACOIEEY)
ORF in silico iR NI GGCACCACT TCCAACAACGGCAAT GTCACACCCT TGGAGGCT CGGACT GT CCCT TCCGAGEEZ]
ORF pCr GPDH3 iR N GGCACCACT TCCAACAACGGCAAT GTCACACCCT TGGAGGCT CGGACT GT CCCT TCCGAGEEZ]
ORF in silico W CCGCGCGCT GACCAT CT GGCGCT CCGCCGACGCCGT CTGCT TCGACGT AGACT GCACCAT Cstele)
ORF pCr GPDH3 PN CCCCCGCT GACCAT CT GGCGCT CCGCCGACGCCGT CTGCT TCGACGT AGACT GCACCAT Ce]ele)
ORF in silico K10l ACCGT CAACGACGGCCT GGACCT GCTGGCCGAGT TCAT GGGCGT CAAGGAGGAGGT GGAGEETHY
ORF pCr GPDH3 IO ACCGT CAACGACGGCCT GGACCT GCTGGCCGAGT TCAT GEECGT CAAGGAGGAGGT GGAGEETHY
ORF in silico 1N GCCGCTCACCAACAAGGCT ATGGACGGCACCAT GT CTCT GACGCGCT CT CTGGAGGAGCCOEYAY)
ORF pCr GPDH3 KIN I GCCCTCACCAACAAGGCT ATGGACGGECACCAT GT CTCT GACGCGCT CT CT GGAGGAGCCOEAYAY)
ORF in silico YA CTCAACCT GATCAACT GCTCGCCAGACGACAT CCGCCGCT TCAT CAAGGCCT ACCCGCCOpzEY
ORF pCr GPDH3 VY4 CTCAACCT GATCAACT GCTCGCCAGACGACAT CCGCCGCT TCAT CAAGGCCT ACCCCCCOgERY
ORF in silico 3 )l CAGT CCCGCCT GGCGCCCGGCAT CAAGGAGCT GATCAACGCGCT CCAGAAGCGCGCECGT Gty
ORF pCr GPDH3 481 (olcjjesocosjjccoceseccoryjorviceiicojjcyforviococejjesiicivicococeoe]e 540
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GCGGT GTACCT CAT CAGCGECGECT TCCGCGAGCT GCT GCTGCCCAT CGCGGCGCACCT GRSy
GCGGT GT ACCT CAT CAGCGGCGCECT TCCGCGAGCT GCT GCTGCCCAT CGCGCGCGCACCT GRS

GGCATCCCCAAGGACCGCGT CTTCGCCAACCGCAT GCACT GGCAGT GGGACGAT GAGACOESHY
GGCATCCCCAAGGACCGCGT CTTCGCCAACCGCAT GCACT GGCAGT GGGACGAT GAGACOESSY

GGCAT GCCCACCAAGCT GGT CGCCTTTGACACGT CCGAGCCCACGGCCCGCAACCAGEE @A)
GGCATGCCCACCAAGCT GGT CGECT TTGACACGT CCGAGCCCACGECCCGCAACCAGEE Y]

IAAGCCCGAGGCCAT CGCGCGCAT CCGCGAGAACAACCCCTACAACACCGT GGTCATGAT Crgelt)
IAAGCCCGAGGCCAT CGCGCGCAT CCGCGAGAACAACCCCTACAACACCGT GGT CAT GAT Crgs]u)

(GGOGACGGCAT CACCGACCT GGAGGCGGT GCAGACCAGOGGCGGCGOCGACT TGT TCATCRERIY
| GGCGACGGOBT CACOGACCT GGAGGOGGT GCAGACCAGOGGCGG0G0CGACT TGT TCAT RN
A

(GGCAGCGCGCGT GGT GGT GGAGCGCGAGGCCGT GGT GEGCGGAAGCCGAGT GGTATGT GTACKRE[Y]
GGCAGCGCECGT GGT GGT GGAGCCCGAGGCCGT GGT GCGCCGAAGCCGAGT GGTATGT GTACEEIY]

GACTACAAGGCACT TGT GT CGGECCCTGT CCCGT TACAAGGT GGCCGT GCT GGGCAGCGGEORELSY
GACTACAAGCGCACT TGT GT CGECCCTGT CCCGT TACAAGGT GGCCGT GCT GGECAGCGGEORELY

GCCTGGCCGT GT GCGECGGT GCGCAT GATCGCGCAGAACACCAGCCAGGACGACCCCGAGENNNYAY)
GCCTGEECGT GT GCGECGET GCCGCAT GATCGCGCAGAACACCAGCCAGGACGACCCCGAGENIYAY

GACGAGT TTGACGACGACGT CCGCATGT GGGT GCACCAGGGECGEECGAGCT GGTCGACACGENNLEY
GACGAGT TTGACGACGACGT CCCCAT GT GGGT GCACCAGGGECGEGECGAGCT GGT CGACACCENNNLEY

1140
1140

AT CGCCACCGGCAACCT GECGGAGGCAGT GBCGGACGCCGACCTGCTGGIGI TCT 8¢ 1200
AT CGCCACCGGCAACCT GGCGGAGGECAGT GGCGGACGCCGACCT GCTGGT GT TCT GCGCHm A

:
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CCGCACCAGT ACAT CCGCGGCAT TTGCAAGCAGCT CAT GGGCAAGGT CAAGCCCEGECGECO WA

GCCGCCAT CAGCCT GACCAAGGGCATGCGCGT CACGCCCGAGGEGECCCCGAGCT CAT CAGOM YAV
GCCGCCAT CAGCCT GACCAAGGGECAT GCGCGT CACGCCCGAGEECCCCGAGCT CAT CAGOMEEYAY)

Q
2
.
:
:
;
:
:
)
8
g
2
S

1380
CAGAT CGT GCGCCGCACCCT GGECGT GGACT GCTCCGT GCTCAT GGECGGT AACAT CGCOpMEEEE]Y)

GAGGACGT GGGT CGCGAGCAGCT GTCTGAGGCCGT GAT CGGCTACT ACAACCT GGAGCACEMEZAY)
GAGGACGT GGGT CGCGAGCAGCT GT CT GAGGCCGT GAT CGGCTACT ACAACCT GGAGCACEN YY)

:
Q
:
2
:
q
:
o
:
Q
:
]
:

1500
(GCCCAGCGCT TCAABAAGCT CTTCCGGECGCCCCT ACT TCCGCGTAACGCT GCT GCCCGACKNEE Y]

CCGGT GGGT GCTGAGCT GT GCGGT ACGCTCAAGAACAT CGT GGCCCT GGGT GT GGGCAT G RsIsIY)
1560

GT GGACGGCAT GGGGAT GGGACCCAACT CCAAGGCCGCAGT TAT CCGCCAGGGCCT GCT Tisy4Y
1620

1680
GAGATGCGT GACT TCTGCCAGGECCCTGTACCCCT CCGT CCGCGACGACACCT TCCT CGAGEMESIEY

1740
| TGCT GCGGECGT GEECGACCT GGT CGCCACCT GCAT CGGCGECCGT CACCGCCGCGT GECOmNgAY

2 Bl G B
8_‘0
111
o i 3 E
111
1l
2 BE BB
|

GAGGCCT GGACGCGCT CCGCAAT TGAGAGCGCCGT GGCCGGECGAGGECAACGGT GCCGEIESY
GAGGCCT GGACGCGCT CCGCAAT TGAGAGCGCCGT GGCCCECGAGEECAACGGT GCCGEIORMES]Y
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1921
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1981
1981

2041
2041

2101
2101

2161
2161

CGCAGCT GGGCT GAGCT GGAGAAGGAGCT GCT GCAGGGECCAGAAGCT GCAGGGECGT GCTCESISY
CGCAGCT GGCCT GAGCT GGAGAAGGAGCT GCT GCAGCGCCAGAAGCT GCAGGECGT GCT GRSy

ACCAGCAACGAGGT GCAGCAGAT CCTGAGGACCCGCGGECT GGGAGAGCAAGT ACCCGCT ket
IACCAGCAACGAGGT GCAGCAGAT CCT GAGGACCCGCGGECT GGGAGAGCAAGT ACCCGCT ket

[TTCACCACCATCAACCGCAT CGT CAACGGCCACCT GCCGCCGCACCT GGT GGTCGACT ACREE]Y
[TTCACCACCAT CAACCGCAT CGT CAACGGCCACCT GCCGCCGCACCT GGT GGT CGACT ACERSETY

CTGGAGGGCGCCAAGGCCGATATCGCCGT TGACGT CGAGGAGGACAT TGT GCCCCT GCCC Y
CTGGAGGGCGCCAAGGCCCGATAT CGCCGT TGACGT CGAGGAGGACAT T GT GCCCCT GCCCAVEY)

CGCCAGCCCGCCT CCGCCAT GGCCCGCCTATTCGECCAGCT GGT CGGCGGAAT CAT GCAGEARIY)
CGCCAGCCCGCCT CCGCCAT GGCCCGCCTATTCGECCAGCT GGT CGECGGAAT CAT GCACEAINY)

[@ceeciiceiicolcescoscecocoscoscevicocoscoscoiiccocoscosceceeceed] 2160
[@lceecllceiicoicescosccocoscoscevicocoscoscoiccocoscosceceecece]] 2160

GCAACAGCGT GTAA 2178
GCAACAGCGT GTAA 2178

i

Figura 2.28. Alineamiento de la secuencia de nucleétidos del gen CrGPDH3 obtenida de la
prediccion in silico del Phytozome con respecto a la secuencia obtenida del producto secuenciado.
La posicién de las mutaciones en la secuencia de nucleétidos de la ORF gen CrGPDH3 se indica
con triangulos.
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ORF in silico 721 ISNS 725
ORF pCr GPDH3 721 BRSNS 725
Figura 2.29. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos del gen CrGPDH3 obtenida de la
prediccion in silico del Phytozome con respecto a la secuencia obtenida del producto secuenciado.

La posicion de la mutacion en la secuencia de aminoacidos de la ORF del gen CrGPDH3 se indica
con un triangulo.

Para revertir la mutacion de la guanina (G) por adenina (A) en la posicion 790 de la
secuencia de nucleotidos de la ORF del gen CrGPDH3, se amplific6 mediante PCR al
plasmido pCrGPDHS3 junto con los oligonucle6tidos disefiados con la mutacién deseada,
de acuerdo con el protocolo de mutagénesis sitio-dirigida del estuche comercial
QuikChange® Il Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). El producto de esta PCR fue
denominado arbitrariamente ORFCrGPDH3Mut y corresponde a un amplicon de ~2,200
pb. Este fragmento se clond en el vector pGEM®-T Easy para dar lugar al plasmido
pCrGPDH3Mut que contiene al gen CrGPDH3 con la mutacidn deseada. En la Figura 2.30
se muestra el resultado de la digestién con la enzima de restriccion EcoRI (NEB), en
donde la banda de ~3.0 Kb corresponde al vector pGEM®-T Easy y la banda de ~2, 200

pb corresponde al marco de lectura abierto del gen CrGPDH2 con la mutacion deseada.

2200 ph

ORFCrRPDHIMUT 1580 ph

Figura 2.30. Verificacidon de la clonacion del marco de lectura abierto con la reversién de la
mutacion del gen CrGPDH3 en pGEM®-T Easy. Patron de electroforesis generado por la enzima
EcoRI para pGEM®-T Easy (~3.0 Kb) y ORFCrGPDH3Mut (~2,200 pb). M: Marcador de peso
molecular 2-log (NEB); 1 al 3: clonas analizadas.

Tras enviar a secuenciar los pladsmidos pCrGPDH3Mut (Figura 2.30) al GUCI se realizo el
alineamiento de cada secuencia con respecto a la prediccion in silico y los tres plasmidos
contenian la mutacion deseada sin ninguna otra variacioén con respecto a la del plasmido
pCrGPDH3. En la Figura 2.31 se presenta el resultado del alineamiento de la secuencia
de nucledtidos de CrGPDH3 con la mutacion deseada con respecto a la prediccion in

silico, y se puede notar que la secuencia de aminoacidos de ambos es idéntica.
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ORF in silico VIV SGRTCNCAFSARRT SL QRGAL AFQSARL VPORPPATCRRASFVPSAI FMPTEVEQKTSY
ORF pCr GPDH3Mut (VML SGRTCNCAFSARRT SL QORGAL AFQSARL VPORPPAT CRRASFVPSAI FMPTEVEQKTEY)
ORF in silico [SYRGT TSNNGNVTPLEARTVPSERALTI WRSADAVCFDVDCTI TVNDGL DLLAEFMGVKEEVERPAS)
ORF pCr GPDH3Mut YR GT TSNNGNVTPLEARTVPSERAL T WRSADAVCFDVDCT! TVNDGL DL LAEFMGVKEEVERWAY

ORF in silico A Al TNKAMDGT VSLTRSLEERLNLI NCSPDDI RRFI KAYPPQSRLAPG KEL I NAL QKRGVIES]Y)
ORF pCr GPDH3Mut ivaim Al TNKAVDGT VSLTRSLEERLNLI NCSPDDI RRFI KAYPPQSRLAPG KEL I NAL QKRGVEES]Y)

ORF in silico IESNRAVYL | SGGFRELLLPI AAHLG PKDRVFANRMHWOADDET GVPTKLVGFDT SEPTARNQGEZY)
ORF pCr GPDH3Mut IESYRNAVYL | SGGFRELLLPI AAHLG PKDRVFANRVHWOADDET GVPTKL VGFDT SEPTARNQGEZY)
ORF in silico PN KPEAI ARI RENNPYNTVWM GDG TDLEAVOQT SGGADLFI GSGVVVEREAVVAEA 300
ORF pCr GPDH3Mut PN KPEAI ARI RENNPYNTVWVM GDG TDLEAVQT SGGADL FI GSGVVVEREAVVAEAE 300
ORF in silico IO DYKAL VSAL SRYKVAVL GSGAWACAAVRM AQNT SQDDPEDEFDDDVRMAYHQGGEL VDT eldl
ORF pCr GPDH3Mut IO DYKAL VSAL SRYKVAVL GSGAWACAAVRM AQNT SQDDPEDEFDDDVRMAYHQGGEL VDT efs]e)
ORF in silico KISy NSTHENPAYFPQ PLGPNVI ATGNLAEAVADADL L VFCAPHQYI RG CKQL MSKVKPGAREYAS)
ORF pCr GPDH3Mut KISy NSTHENPAYFPQ PLGPNVI ATGNLAEAVADADL L VFCAPHQYI RG CKQL MCKVKPGAREYAS)

ORF in silico ydmAAl SLTKGVRVTPEGPELI SQ VRRTLGVDCSVLMGGNI AEDVGREQL SEAVI GYYNL EHEaze{y]
ORF pCr GPDH3Mut ydmAAl SLTKGVRVTPEGPELI SQ VRRTLGVDCSVLMSGNI AEDVGREQL SEAVI GYYNL EHEER{Y]

ORF in silico 2 AORFKKLFRRPYFRVTLL PDPVGAEL CGTLKNI VAL GVGWDGVGVGPNSKAAVI RQGL L sty
ORF pCr GPDH3Mut 2 AORFKKLFRRPYFRVTLL PDPVGAEL CGTLKNI VAL GVGWDGVIGVGPNSKAAVI ROGL L sl
ORF in silico YN VRDFCQAL YPSVRDDTFLECCGVGDLVATCl GGRHRRVAEAWT RSAI ESAVAGEGNGAGES YY)
ORF pCr GPDH3Mut LN FVRDFCQAL YPSVRDDTFL ECCGVGDL VAT Cl GGRHRRVAEAWT RSAI ESAVAGEGNGAGESYY)

ORF in silico [JON R RSWAEL EKEL L QGOKLQGVL TSNEVQQ LRTRGAESKYPLFTTI NRI VNGHL PPHL VWWDYRGIHY
ORF pCr GPDH3Mut (ORI RSWAEL EKEL L QGOKL QGVL TSNEVQQI LRTRGAESKYPLFETTI NRI VNGHL PPHL VVDYRGIHU

ORF in silico [SsxMl EGAKADI AVDVEEDI VPLPRQPASAMARL FGQLVGE MIQGGAAAGAAASAAAGAAAGARIpAY
ORF pCr GPDH3Mut SsxMl EGAKADI AVDVEEDI VPL PROPASAVARL FGOL VGG MOQGGAAAGAAASAAAGAAAGARIAY

ORF in silico 721 NS 725
ORF pCr GPDH3Mut 721 SIS 725

Figura 2.31. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos del gen CrGPDH3 obtenida de la
prediccion in silico con respecto a la secuencia obtenida del producto secuenciado de la reversion
de la mutacion del plasmido pCrGPDH3Mut. La posicién de la mutacion revertida en la secuencia
de aminoacidos de CrGPDH3 se indica con una flecha.

El resultado de la clonacion del ADNc del gen CrGPDH3 de C. reinhardtii se encuentra
disponible en la base de datos del GenBank con el nimero de acceso KM923899. En la
Figura 2.32 se presenta el resultado del mapeo de todo el ADNc de CrGPDH3. Se puede
notar la ubicacién de dos secuencias putativas de la sefial de poliadenilacion (TGTAA y
TGTAG) en la region 3' UTR de dicho gen, las cuales fueron previamente identificadas in
silico en genes codificados en el nacleo de C. reinhardtii (Silflow et al., 1985; Shen et al.,
2008). Ademas, se presenta la ubicacién de un intrén de 24 pb incorrectamente predicho

como un exon en la prediccidn in silico de la ORF de CrGPDH3 (figura 2.32).
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Figura 2.32. Secuencia de nucleotidos y aminoacidos del gen CrGPDH3 de C. reinhardtii. La
secuencia de nucleotidos de 3252 pb del ADNc de CrGPDH3 incluye las regiones 5’ y 3' UTR. El
codon de inicio (ATG) y coddén de paro (TAA) del marco de lectura abierto de CrGPDH2 se
encuentran subrayados. Las secuencias putativas de la sefial de poliadenilacion TGTAG y TGTAA
en la region 3' UTR se sefialan con un recuadro y los tridngulos en esta misma regién indican los
diferentes sitios de inicio de poliadenilacion identificados. La flecha indica la posicion del intron de
24 pb mal predicho en la ORF del gen CrGPDH3.
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2.3.6 Alineamiento de la secuencia de aminoacidos del dominio GPDH de los genes
CrGPDH2 y CrGPDH3 de C. reinhardtii

El alineamiento de la secuencia de aminoacidos del dominio GPDH de los genes
CrGPDH2 y CrGPDH3 de C. reinhardtii reveld que entre ellos varian en nueve
aminodcidos, cinco de los cuales son cambios que corresponden a aminoacidos que
pertenecen a la misma clasificacion de acuerdo a su grupo R (aminoacidos similares) y

cuatro de ellos pertenecen a una clasificacién diferente (Figura 2.33).
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Figura 2.33. Comparacion de la secuencia de aminoacidos del dominio GPDH de CrGPDH2
(KM923898), CrGPDH3 (KM923899), DvGPDH1 (EU624406) y DvGPDH2 (EU624407) de
Dunaliella viridis y GPD1 de Saccharomyces cerevisiae (ScGPD1: X76859.1). Las lineas sobre la
secuencia de aminoacidos indican el dominio GPDH. El sitio putativo de unién de la NADH esta
sefialado en la secuencia con un paréntesis (GXGXXA). Los aminoacidos similares estan
sombreados de gris y los aminoacidos idénticos de negro. Las flechas indican los aminoacidos que
varian entre la secuencia de CrGPDH2 y CrGPDH3 y el nimero la posicion del aminoacido que es
idéntico en CrGPDH2 y ScGPD1 pero diferente en CrGPDH3.
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En el alineamiento previo se incluyen las secuencias de la microalga D. viridis y la
levadura S. cerevisiae. Notablemente, la asparagina (Asn) de la posicion 272 en la
secuencia del gen CrGPDH2 se encuentra conservada en las secuencias de los genes
DvGPDH1 y DvGPDH2 de D. viridis y el gen ScGPD1 de S. cerevisiae, pero no en la
secuencia del gen CrGPDH3 (Figura 2.33). Adicionalmente, se realiz6 el alineamiento de
la secuencia de aminoacidos del dominio GPDH de CrGPDH2 y CrGPDH3 en donde se

obtuvo un porcentaje de identidad del 95.8% entre ambas secuencias.

2.3.7 Obtencion del plasmido de transformacion pCrGPDH2c
La clonacion del marco de lectura abierto del gen CrGDPH2 (ORFCrGPDH2Mut) se

realizd entre los sitios de restriccion EcoRI y Spel del vector p424GPD. Para ello se
linearizaron el vector y el inserto y se verificd su integridad mediante una electroforesis. La
relacion vector:inserto de los fragmentos linearizados y purificados del vector p424GPD
(~6,527 pb) y el inserto ORFCrGPDH2Mut (~2,172 pb) se presenta en la Figura 2.34a. La
ligacion de los fragmentos purificados y posterior clonacion del inserto ORFCrGPDH2Mut
en el vector p424GPD dio lugar al plasmido p424GPDH2. El resultado de esta clonacién
fue verificado mediante una digestion con las enzimas de restriccion EcoRIl y Spel. Todas
las clonas analizadas fueron positivas a la presencia del inserto ORFCrGPDH2Mut como

se puede verificar en la Figura 2.34b.
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Figura 2.34. Clonacion del fragmento ORFCrGPDH2Mut en el vector p424GPD: a) Relacion
vector:inserto (p424GPD:ORFCrGPDH2Mut) y b) Verificacion de la integridad del vector
p424GPDH2. Patrén de electroforesis generado por EcoRI y Spel (NEB) V: Vector p424GPD
(~6,527 pb); I: Inserto ORFCrGPDH2Mut (~2,172 pb); M: Marcador 2-Log (NEB); 1 y 2: clonas
analizadas.

A partir del plasmido p424GPDH2 se llevé a cabo la sub-clonacion del marco de lectura
abierto del gen CrGDPH2 (ORFCrGPDH2Mut) entre los sitios de restriccion BamHI y Xbal
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del vector pChlamy_4, y posteriormente los fragmentos se purificaron como se describid
previamente. En la Figura 2.35a se presenta la relacion vector:inserto con la cual se llevo
a cabo la ligacion de ambos fragmentos. Tras la transformacion de las células
competentes de E. coli con la ligacion anterior, se picaron 2 colonias para su analisis
mediante la digestion con las enzimas de restriccion BamHI y Xbal. En la Figura 2.35b se
observa que las clonas analizadas presentaron los fragmentos esperados de ~3,640 y
~2,172 pb correspondientes al vector pChlamy_4 y al inserto ORFCrGPDH2Mut,

respectivamente.

: Joon gk
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Figura 2.35. Clonacion del fragmento ORFCrGPDH2Mut en el vector pChlamy_4: a) Relacion
vector:inserto (pChlamy_4:0RFCrGPDH2Mut) y b) Verificacion de la integridad del vector
pCrGPDH2c. Patrén de electroforesis generado por BamHI y Xbal. V: Vector pChlamy_4 (~3,640
pb); I: Inserto ORFCrGPDH2Mut (~2,172 pb); M: Marcador 1 Kb (NEB); 1 y 2: clonas analizadas.

Al plasmido generado en este apartado se le nombré como pCrGPDH2c (Figura 2.38).
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Figura 2.36. Diagrama del vector pCrGPDH2c.ORFCrGPDH2Mut: ADNc del gen CrGPDH?2.

2.4 DISCUSION

La microalga verde de agua dulce C. reinhardtti es capaz de tolerar condiciones de estrés
salino de hasta 200 mM de NaCl mediante la sintesis de glicerol y su posterior excrecién
al medio de cultivo (Ledén y Galvan, 1994), ademas de acumular triacilglicéridos (TAGS) en

respuesta a concentraciones que van de 20 a 100 mM de NaCl (Siaut et al., 2011). Dado
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gue se han identificado genes GPDH osmorreguladores involucrados en la sintesis de
glicerol en diferentes organismos, entre los que se encuentran los genes gpdl1 y gpd2 de
la levadura S. cerevisiae (Ansell et al., 1997), el gen DsGPDH2 de la microalga verde D.
salina (He et al. 2007) y los genes DvGPDH1 y DvGPDH2 de la microalga verde D. viridis
(He et al. 2009), es de esperarse que alguno de los genes GPDH identificados en C.
reinhardtii incremente su expresion en condiciones de estrés osmotico con NaCl. En
cuanto a esto, el estudio realizado por Macario-Gonzélez (2011) demostré que el gen
CrGPDH2 presenta la induccion en su expresion a condiciones de estrés con 200 mM de
NaCl por 2 h. En este capitulo de estudio, se presentan evidencias de que, efectivamente,
la condicion de estrés osmotico a 200 mM de NaCl por 2 h induce la expresién no sélo del
gen CrGPDH2 sino también del gen CrGPDH3 de C. reinhardtii, la cual sin la condicion de
estrés salino fue casi indetectable mediante RT-PCR en un gel de agarosa. Es probable
que la similitud en el patrén de expresion observado en los genes CrGPDH2 y CrGPDH3
a condiciones de estrés osmotico se relacione con el porcentaje de identidad entre ambas
secuencias de aminoacidos (97.9%), asi como a la presencia de un péptido putativo de
transito al cloroplasto identificado en ambas secuencias (Macario-Gonzéalez, 2011), el cual
también ha sido reportado en las microalgas verdes D. salina y D. viridis (He et al., 2007;
He et al., 2009).

Gee et al. (1993) y Ghoshal et al. (2002) reportaron la existencia de al menos tres
isoformas de la enzima GPDH basados en el perfil de elucion, localizacion y
caracteristicas de las diferentes isoformas en microalgas del género Dunaliella. Estos
autores concluyeron que la forma osmorreguladora del cloroplasto es la isoforma que se
estimula con NaCl; la forma glicérido del cloroplasto es la isoforma que se presenta a lo
largo del crecimiento y se inhibe con NaCl y la forma glicérido del citosol es la que
desempefia un papel en la sintesis de glicéridos. Probablemente, CrGPDH2 y CrGPDH3
codifiqguen para isoformas del cloroplasto involucradas en la sintesis de glicerol vy
tolerancia a estrés osmotico por NaCl, ya que ambas secuencias poseen un péptido
putativo de transito hacia este organelo y, dado que C. reinhardtii acumula y excreta
glicerol, como soluto osmorregulador, en condiciones de estrés osmotico (Ledn y Galvan,
1994), es probable que la induccién en la expresion de estos genes GPDH esté asociada
a la sintesis de glicerol en condiciones de estrés osmaético por NaCl, como se ha

observado en las microalgas verdes D. salina y D. viridis (He et al., 2007; He et al., 2009).

92



Capitulo Il

Por su parte, el gen CrGPDHL1 de C. reinhardtii presentd una expresion constitutiva tanto
en el control como en la condicion de estrés osmético por NaCl, lo cual indica que su
expresion no esté asociada al tratamiento de estrés salino. Esta es la primera vez que se
analiza la expresion del gen CrGPDH1 de C. reinhardtii, sin embargo, este gen también
fue caracterizado in silico por Macario-Gonzéalez (2011), y se observé que su secuencia
de amino&cidos no posee algun péptido putativo de transito al cloroplasto contrario a lo
observado en la secuencia de amino4cidos de CrGPDH2 y CrGPDH3, por tanto es
probable que CrGPDHL1 codifigue para una proteina involucrada en la sintesis de
glicéridos similar a la funcion de la GPDH citoplasmatica identificada en la microalga D.
tertiolecta (Gee et al., 1993), debido a que este gen no presenta un péptido sefial de
transito al cloroplasto y no se observo la inhibicion en su expresion por la presencia de
NacCl.

Con base en los resultados del analisis de expresion de los tres genes CrGPDH a 200
mM de NaCl por 2 h y en las evidencias de la caracterizacion in silico realizada por
Macario-Gonzalez (2011), se decidié continuar con la evaluacién de la expresion de los
genes CrGPDH2 y CrGPDH3 a diferentes concentraciones de NaCl y con variaciones en
el tiempo del tratamiento. En este analisis se observé que ambos genes presentaron la
induccién en su expresion en todos los tratamientos de NaCl evaluados, incluso a una
concentracion de tan sélo 5 mM de NaCl por 5 min. El hecho de que ambos genes
presenten la induccién en su expresion a una concentracion tan baja como 5 mM de NaCl
podria tener implicaciones para la adaptacion de la microalga de agua dulce C. reinhardtii
en respuesta a los cambios de su entorno, debido a que C. reinhardtii es una microalga de
agua dulce, no haldfila, cuyo crecimiento 6ptimo se da a una concentracion inferior al 1%
p/v.de NaCl (Kushner y Kamekura, 1988), por tanto, es probable que al percibir
diferencias en la salinidad de su medio se inicie la activacion de la ruta de sintesis de
glicerol, ya que la excrecion y sintesis de glicerol en esta microalga es directamente
proporcional a la concentracién salina del medio (Ledn, 1997). Ademas, debido a que C.
reinhardtii es un microorganismo con poca tolerancia a salinidad es fundamental que sea
capaz de responder incluso a bajas concentraciones salinas para garantizar el balance

hidrico dentro y fuera de la célula para su supervivencia.
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Actualmente la identificacion y caracterizacion de genes GPDH se ha llevado a cabo
principalmente en levaduras, asi como en las microalgas verdes halotolerantes del género
Dunaliella y la informacion que se posee de microalgas susceptibles a la salinidad, como
C. reinhardtii, es muy escasa. Si se compara la informacion actualmente disponible con
los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, se puede observar que el incremento en
el nivel de transcritos de los genes CrGPDH2 y CrGPDHS3 de C. reinhardtii en respuesta a
los diferentes tratamientos con NaCl es muy drastico, de apenas detectable a una alta
expresion, en comparacion a la expresion de los genes GDPH que se han estudiado
hasta el momento en otros organismos, en los cuales se puede detectar facilmente la
expresion, pero se nota un aumento en ésta ante condiciones de estrés osmotico. En la
levadura S. cerevisiae, por ejemplo, se observo la presencia del ARNm de los genes gpdl
y gpd2 sin la condicion de estrés osmatico con NacCl, siendo el gen gpdl el Unico que
presentd un incremento en la acumulacion del ARNm ante estrés osmoético (Eriksson et
al., 1995). En la levadura D. hansenii se observé el incremento en la acumulacion del
ARNmM del gen DhGPD 15 min después de la adicion de NaCl, similar a lo observado para
el gen gpdl de S. cerevisiae (Adler et al., 1995; Thomé y Trench, 1999). En la microalga
verde D. salina, el gen DsGPDH2 presenta una expresion basal alta la cual incrementa
después de 4 h ante condiciones de estrés por NaCl (He et al.,, 2007), similar a lo
reportado en las levaduras S. cerevisiae y D. hansenii. Por otro lado, en la microalga D.
viridis la expresion basal de los genes DvGPDH1 y DvGPDH2 aumenta significativamente
bajo condiciones de estrés hiperosmético, sin embargo, ambos genes estan sujetos a una
regulacion negativa, es decir, que la acumulacion de sus transcritos decrece en
condiciones de estrés salino elevados (3 M a 5 M) (He et al., 2009). En estas microalgas
también se observo que el aumento en la expresion de sus genes GPDH estaba asociado
a la sintesis de glicerol bajo condiciones de estrés por NaCl. Este comportamiento, es
similar al que presentan algunas especies de algas verdes, las cuales acumulan
metabolitos intracelularmente para obtener un balance osmoético y sobrevivir a las
condiciones de estrés en ambientes salinos (Husic y Tolbert, 1986; Ben-Amotz y Avron,
1983).

Por otro lado, se ha observado que algunas microalgas en condiciones de estrés osmaético
por NaCl no s6lo aumentan la sintesis de glicerol sino que también incrementan su

acumulacion de lipidos. Ejemplo de esto es la microalga D. tertiolecta (Takagi et al.,
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2006), B. braunii (Rao et al., 2007) y C. saccharophila (Herrera-Valencia et al., 2011). La
microalga verde C. reinhardtii también es capaz de acumular TAGs bajo condiciones de
estrés osmatico por NaCl (Siaut et al., 2011), por lo tanto, es probable que el aumento en
la expresion de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 asi como la sintesis de glicerol bajo
condiciones de estrés osmotico estén asociados a la acumulacion de TAGs. De ser asi,
es posible en estudios futuros manipular molecularmente la acumulacion de glicerol y
TAGs en C. reinhardtii u otras microalgas, sin embargo, para ello es necesario identificar y
caracterizar molecularmente genes con funcién de GPDH, de forma experimental, para

poder usarlos con este propésito.

En este capitulo de investigacién se cloné el ADNc de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3
de C. reinhardtii. A partir del mapeo de los extremos terminales 5’ y 3' de cada gen se
identificd el sitio de inicio y de término de la transcripcion de cada gen. El mapeo del
extremo 5’ no traducible de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 no presentd mayor variacion
con respecto a la prediccién in silico a excepcion de 20 y 25 pb marcadas como parte de
la regién intergénica en la prediccion in silico que en realidad forman parte del extremo 5’
no traducible del gen CrGPDH2 y CrGPDHS3, respectivamente. Ademas, el resultado del
mapeo del extremo 5 del gen CrGPDH2 corresponde con el resultado del mapeo
realizado por Macario-Gonzalez (2011), en donde la Unica variacion fue también 20 pb
marcadas como parte de la regién intergénica en la prediccion in silico que en realidad

eran parte de la region 5’ no traducible del gen CrGPDH?2.

Se sabe que la region 3’ no traducible juega un papel importante en la regulacion post-
transcripcional de los ARNm, para la estabilidad y eficiencia de la traduccion (Pesole et
al., 2001). En cuanto a la regién 3’ no traducible del gen CrGPDH3 no existieron
variaciones detectadas por medio de la técnica de RACE. Sin embargo, en el gen
CrGPDH2 se identificaron regiones 3’ no traducibles de diferentes longitudes (453, 511,
530 y 564 pb) las cuales resultaron ser mas cortas que la prediccion in silico (914 pb). En
el reporte de Macario-Gonzalez (2011), se identificé Unicamente una regién 3' no
traducible (564 pb), la cual resultdé ser idéntica a la regibn mas larga obtenida en este
trabajo. En general, se observé que la regién 5 no traducible presenté una longitud
mucho menor a la regiéon 3’ no traducible en los genes CrGPDH2 y CrGPDH3, lo cual

concuerda con lo reportado por Pesole et al. (2001). Ademas, las longitudes obtenidas en
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las regiones 5’ y 3’ no traducibles de ambos genes son muy similares a las longitudes
reportadas para otros genes GPDH de microalgas (He et al., 2007; He et al., 2009). Es
probable que aun cuando se identificaron dos secuencias putativas de la sefial de
poliadenilacion (TGTAA y TGTAG) en la region 3’ no traducible de CrGPDH3, sea la
secuencia TGTAA la que funcione como sefial para la poliadenilacién de este gen, debido
a que fue la dnica secuencia identificada tanto en CrGPDH2 como en CrGPDH3 y la
secuencia de aminoacidos de ambos genes presenta un porcentaje de identidad del
94.2%, tomando en consideracibn para el analisis el marco de lectura abierto
caracterizado para ambos genes en este capitulo de estudio. Sin embargo, hasta ahora
no se ha verificado de forma experimental que alguna de estas secuencias funcione como
sefial de poliadenilacion en alguno de los genes de C. reinhardtii en donde se han
identificado (Sugase et al., 1996; Silflow et al., 1985).

La clonacién del marco de lectura abierto (ORF) de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3
demostr6 que la secuencia de ambos genes corresponde con la secuencia de la
prediccion in silico de la ORF para cada gen. Un resultado interesante se observé durante
el analisis del marco de lectura abierto del gen CrGPDH2, debido a que en este estudio la
secuencia analizada si corresponde con la prediccion in silico para este gen, contrario a lo
reportado por Macario-Gonzalez (2011), en donde se observd una region no codificante
(intrén) de 99 pb ubicada 20 pb rio arriba con respecto al codon de término.
Notablemente, tanto en este estudio como en el realizado por Macario-Gonzélez (2011),
se observé la presencia de una citocina en lugar de una timina en el nucleétido 2,019 de
la secuencia obtenida experimentalmente en comparacion con la prediccion in silico. En
cuanto al marco de lectura abierto del gen CrGPDH3, es probable que éste se encuentre
153 pb rio arriba con respecto a la prediccion in silico, debido a que la secuencia de
nucleétidos (ACCATGA) identificada alrededor de ese coddn de inicio es casi idéntica a la
secuencia consenso de Kozak (ACCATGG), la cual es necesaria para el 6ptimo inicio de
la traduccién en las células eucariotas (Kozak, 1986). Debido a lo anterior, la longitud del
marco de lectura abierto que se clond en este estudio para el gen CrGPDH3 fue de 2,200
pb en lugar de 2,049 pb como se reporta en la prediccion in silico, ademas, la clonacion
de esta secuencia no genera un cambio en la secuencia de aminoacidos de la proteina de
CrGPDHS3. Por el contrario, si no se tomara en cuenta esta observacion existe la

posibilidad de ocasionar algun cambio en la funcionalidad de la proteina. Adicionalmente,
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en el alineamiento de la secuencia de aminoécidos del dominio GPDH de CrGPDH2 y
CrGPDH3 se obtuvo un porcentaje de identidad del 95.8% entre ambas secuencias, y es
probable que de los cuatro amindacidos que no son similares, el aminoacido asparagina
(Asn) en la posicion 272 esté asociado a alguna diferencia en cuanto a la regulacion de la
proteina de CrGPDH2 y CrGPDH3, debido a que este aminoécido es idéntico entre
CrGPDH2 y ScGPD1, pero se sustituye por un residuo de histidina (His) en CrGPDHS3.
Ademas, la Asn identificada en este estudio de CrGPDH2 corresponde con la Asn
previamente identificada de HwGpd1B en el estudio de Lenassi et al. (2011), en donde se
sugiere que este aminoacido podria ser responsable de la diferencia observada entre la

actividad enzimatica de las proteinas HwGpd1B y HwGpd1A de la levadura H. werneckii.

Por otro lado, la sobre expresibn de genes GPDH en plantas y levaduras ha sido
ampliamente estudiada en comparacion con las microalgas, aun cuando estas Ultimas
presentan un gran potencial para la acumulacion de glicerol y TAGs. Recientemente, se
observd que la sobre expresion del gen GPDH de la diatomea marina P. tricornutum
incrementd 6.8 veces la concentracidon del glicerol y hasta en un 60% el contenido de
lipidos en este microorganismo (Yao et al., 2014). Debido a lo anterior, y con base en los
resultados encontrados en el capitulo Ill, en el presente capitulo de investigacion se
obtuvo un plasmido para la transformacién del nucleo de C. reinhardtii que contiene la
secuencia del ADNc del gen CrGPDH2. Este plasmido fue denominado como
pCrGPDH2c y cuenta con el promotor binario Hsp70A/RbcS2 el cual permite altos niveles
de expresion asi como una secuencia intronica y el extremo 3’ no traducible del gen de la
Rubisco (RbcS2) permitiendo ambos el correcto procesamiento del transcrito. Este
plasmido permitird evaluar en futuras investigaciones el potencial de este gen en la
sintesis de glicerol y TAGs en esta u otra microalga, similar al estudio realizado por Yao et
al. (2014), lo cual permitiria su uso biotecnoldgico para la generacion de materia prima

para numerosos procesos industriales y la produccién de biocombustibles.
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2.5 CONCLUSIONES

1. El gen CrGPDHL1 de la microalga verde C. reinhardtii se comporta como un gen de
tipo constitutivo, cuya expresion no esté relacionada con la presencia de NacCl en el

medio de cultivo.

2. Los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de la microalga verde C. reinhardtii se comportan
como genes inducibles ante la presencia de NaCl en el medio de cultivo, incluso a

una concentracion tan baja como 5 mM y a una exposicion tan corta como 5 min.

3. Se obtuvo el mapeo y la clonacion del ADNc de los genes CrGPDH2 y CrGPDHS3 de
C. reinhardtii, lo que reveld que la secuencia obtenida para cada uno de los genes
presenta algunas variaciones con respecto a la prediccion in silico reportada en la
base de datos del Phytozome, principalmente en la prediccion de las longitudes de
los extremos 5’ y 3’ de ambos genes, y probablemente del inicio del marco de lectura
abierto del gen CrGPDH3.

4. Se logré obtener, de manera experimental, la secuencia completa del ADNc de los
genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de la microalga verde C. reinhardtii, y a partir de la
secuencia del ADNc de CrGPDH2 se obtuvo el vector de expresion constitutiva
pCrGPDH2c disefiado para la transformacién del niacleo de la microalga verde C.

reinhardtii.
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CAPITULO lIl. ANALISIS FUNCIONAL DE LOS GENES CrGPDH2 Y CrGPDH3 DE
LA MICROALGA VERDE C. reinhardtii?

3.1 INTRODUCCION

En lo que respecta al estrés osmatico, S. cerevisiae ha sido por mucho tiempo el modelo de
levadura mas estudiado, a pesar de su baja tolerancia a la salinidad (Hohmann, 2002). La
enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPDH) desempefia un papel muy importante en
la adaptacion al estrés osmoético en la levadura S. cerevisiae, y se ha observado que su
respuesta al estrés osmdético se da a través de la sintesis de glicerol (Hirayama et al., 1995).
En S. cerevisiae los genes gpdl y gpd2, que se inducen bajo condiciones de estrés
osmatico y por anaerobiosis, respectivamente, codifican para enzimas GPDH involucradas
en el primer paso de la ruta de produccion del glicerol (Ansell et al., 1997; Albertyn et al.,
1994; Eriksson et al., 1995). El glicerol se forma a partir de la reduccién de dihidroxiacetona
fosfato (DHAP) a glicerol-3-fosfato (G3P) por la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
(GPDH), usando NADH como donador de electrones, seguida de la desfosforilacién por la
enzima glicerol-3-fosfato fosfatasa (GPP). Cabe sefalar que el G3P es el componente
limitante para la formacion tanto de glicerol como de triacilglicéridos (TAGsS) en plantas
(Renz et al., 2009). El ciclo del glicerol finaliza con la degradacion o asimilacién del mismo,
en donde, el glicerol es oxidado a dihidroxiacetona (DHA) por la enzima glicerol
deshidrogenasa (GDH) usando NADP* (nicotinamida adenina dinucleétido fosfato en su
forma oxidada) como aceptor de electrones, seguido de la fosforilacibn por la
dihidroxiacetona cinasa (DHAK) para formar DHAP (Ledn, 1997).

A través de los afios, los estudios realizados en levaduras han demostrado que la
informacién obtenida de sus genes puede ser transferida y aplicada a otros
microorganismos, plantas y eucariotas superiores (Oren, 2003). Uno de los métodos mas
utilizados para caracterizar la funcion de un gen es el empleo de una mutante en donde el
gen de interés ha sido interrrumpido con una secuencia foranea. La interrupcion completa de

uno o0 mas genes permite determinar la funcibn del mismo mediante un estudio de

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

1Casais-Molina, M.L., S. Peraza-Echeverria, |. Echevarria-Machado y V.A. Herrera-Valencia (2015). Expression of
Chlamydomonas reinhardtii CrGPDH2 and CrGPDH3 cDNAs in yeast reveals that they encode functional glycerol-3-phosphate
dehydrogenases involved in glycerol production and osmotic stress tolerance. Journal of Applied Phycology, DOI
10.1007/s10811-015-0588-3.
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complementacidn genética, como por ejemplo el estudio realizado por Lee et al. (2008) en
donde la expresiéon heteréloga de un gen GPDH de C. magnolia (CmGPD1) en la doble
mutante gpd1Agpd2A de S. cerevisiae, deficiente en la sintesis de glicerol y susceptible a la
salinidad, demostré que el gen CmGPD1 codifica para una enzima con funcién de GPDH.
Por su parte, en algunas microalgas, como D. salina y D. viridis, se han identificado genes
GPDH asociados a la sintesis de glicerol en condiciones de estrés osmotico (He et al., 2007,
2009). Ademés, se ha visto que en condiciones de estrés salino algunas microalgas como B.
braunii, D. tertiolecta, C. saccharophila y C. reinhardtii, aumentan la acumulacion de lipidos
(Takagi et al., 2006; Rao et al., 2007; Contreras-Pool, 2010; Herrera-Valencia et al., 2011).
Por su parte, la microalga C. reinhardtii ha demostrado su capacidad de acumular y secretar
glicerol, asi como de acumular TAGSs en respuesta a estrés osmatico (Lebn y Galvan, 1994;
Siaut et al., 2011).

Hasta donde se sabe, no se ha caracterizado la funcion de algan gen que codifique para una
enzima GPDH en C. reinhardtii, aunque se ha purificado una enzima GPDH (Kléck y
Kreuzberg, 1989). Recientemente se reportd la existencia de tres genes homdlogos a
GPDH: CrGPDH1, CrGPDH2 y CrGPDH3 (Macario-Gonzalez, 2011; Herrera-Valencia et al.,
2012), y se reportd que la expresion de los genes CrGPDH2 y CrGPDHS3 fue inducida en
respuesta a condiciones de estrés osmotico con 200 mM de NaCl por 2 h (Macario-
Gonzalez, 2011). Debido a lo anterior se sugiri6 que ambos genes podrian codificar para
enzimas con actividad de GPDH involucradas en la sintesis de glicerol y posiblemente de
TAGs en esta microalga. Para corroborarlo es necesario determinar si las proteinas para las
cuales codifican los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 presentan actividad de GPDH, es decir,
gue las proteinas de ambos genes sean capaces de catalizar la conversién de DHAP a G3P,
en presencia de NADH. De igual forma, es necesario demostrar que la expresion de estos

genes esta asociada a la sintesis de glicerol y tolerancia al estrés osmoético.

Con base en lo anterior, el objetivo de este capitulo de investigacion fue analizar la funcion
de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de la microalga verde C. reinhardtii mediante un ensayo
enzimatico y el estudio de complementacion genética utilizando a la doble mutante
gpd1Agpd2A de la cepa de S. cerevisiae, deficiente en la sintesis de glicerol y susceptible al
estrés osmotico. Los resultados de este estudio estan encaminados a contribuir al

conocimiento de la relacion de estos genes CrGPDH con la sintesis de glicerol y lipidos.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Estrategia experimental

La estrategia experimental que se llevo a cabo en este capitulo se resume en la Figura 3.1.

Liberacion del frapmento GMC Clonacién de GMC en )_ . m

{Prom GPD+MCS+ Ter CYC1)
GADT? AD C GLC
Liberacion del gen CrGPDH2 Liberacion del gen CrGPDH3
(ORFCrGPDH2ZMut) de pCrGPDH2Mut | (ORFCrGPDH3Mut) de pCrGPDH3Mut |

Clonacidon en psGC | Clonacion en psGC

(psGPDH2) _ (psGPDH3)
| I
I 1
BumHJ' EcoRl BamMI :. EcoRi
Prom GPD | ORFCrGPDHZMut | Ter CYC Prom GPD |Tercvc1
psGPOHZ psGFUHi
{11,164 pb {11,182 pb

_ Transformacién de la cepa mutante gpd14gpd24 de |
" 5. cerevisiae con los plasmidos psGPDH2 y psGPDH3 |.1

!

Seleccion de lineas transformadas en medio
enriguecido de levadura sin leucina (5D-Leu)

1 |
Analisis de |a acumulacion de Glicerol Extraccion y cuantificacion ‘
Total de las lineas de 5. cerevisiae de proteinas totales

transformadas con psGPDH2 y psGPDH3 J l

Evaluacion de la Actividad
Enzimatica

Figura 3.1. Esquema experimental general para la caracterizacion funcional de los genes CrGPDH2 y
CrGPDHS3 de la microalga verde C. reinhardtii. GMC = Regidén que incluye desde el promotor del gen
GPD hasta la region 3' UTR del gen CYC1 contenida en el vector p424GPD; Prom GPD = Promotor
del gen gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; Ter CYC1: 3' UTR del gen CYCL1 (citocromo C-1);
MCS = sitio de clonacion mdltiple.
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3.2.2 Cepay cultivo de la levadura Saccharomyces cerevisiae

La cepa W303-1A y la mutante gpdlAgpd2A de S. cerevisiae (MATa GPD1::TRP1
GPD2A::URA3, derivada de la cepa W303-1A) fueron donadas amablemente por el Dr.
Peter Dahl de la Universidad de Gothenburg (Gothenburg University, Germany) (Ansell et
al., 1997). La cepa gpd1Agpd2A es mutante para los genes GPD1 y GPD2 de S. cerevisiae,
asociados a la sintesis de glicerol; debido a lo anterior, esta cepa es deficiente en la sintesis
de glicerol y susceptible al estrés osmotico (Ansell et al., 1997; Albertyn et al., 1994). Por
tanto, se utilizé a la cepa mutante gpd1Agpd2A para el estudio de complementacion con los

genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de C. reinhardtii como se describe posteriormente.

Las cepas de S. cerevisiae fueron cultivadas en 5 mL de medio liquido YPD (extracto de
levadura de peptona y dextrosa, por sus siglas en inglés yeast peptone dextrose), marca
Sigma, en un tubo con extremo cénico de 50 mL (marca Falcon), y se incubaron durante 24
h a una temperatura de 30 + 2 °C con agitacidbn constante a 225 rpm. Para el cultivo

semisdlido se utiliz6 medio YPD sdlido (Sigma).

3.2.3 Obtencion de los plasmidos de transformacion psGPDH2 y psGPDH3

3.2.3.1 Clonacion del fragmento GMC en el vector pGADT7 AD

La region que comprende del promotor del gen GPD (gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa) a la region 3’ no traducible del gen CYCL1 (citocromo C-1) contenida en el
vector p424GPD (Mumberg et al., 1995) fue denominada arbitrariamente GMC. El fragmento
GMC fue clonado en el vector pGADT7 AD (Clontech) entre los sitios de restriccion Sacl y
Kpnl. La reaccion de digestion para el vector pGADT7 AD y el plasmido p424GPD que
contiene al fragmento GMC consté de: plasmido 1 pug, amortiguador 1 10X (1X), BSA 100X
(1X), Sacl 10 U/uL (10U), Kpnl 20 U/uL (10 U) en un volumen final de 50 pL. Se incubé a 37
°C durante 2 h y después se inactivo a 65 °C durante 20 min. El vector pGADT7 AD vy el
inserto GMC fueron digeridos y posteriormente separados por electroforesis con un gel de
agarosa al 1.2%. Las bandas de ~7,987 (pGADT7 AD) y ~1,005 pb (GMC) fueron escindidas
del gel con un bisturi y purificadas con el Kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen). La ligacion
de los fragmentos purificados se llevé a cabo usando la siguiente reaccién: 7 uL de vector,
10 uL de inserto, Amortiguador T4-DNA ligasa 10X (1X) y T4-DNA ligasa 20 U/uL (20U) en
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un volumen final de 20 pL. La ligacion se dej6 incubando a 16 °C durante toda la noche y
después se inactivd a 65 °C durante 20 min. Se realizé la transformacion de células
competentes de E. coli DH10B siguiendo el protocolo de pGEM®-T-easy (Promega). Las
células transformadas fueron plaqueadas en platos de Petri con medio de seleccion LB
solido adicionado con ampicilina (10 mg/mL) y se incubaron a 37 °C durante toda la noche.
Las colonias blancas se picaron y se propagaron en medio de seleccién LB liquido
adicionado con ampicilina (10 mg/mL). El plasmido fue purificado por medio del Kit comercial
High Pure Plasmid Isolation (Roche) y se verificd su integridad mediante una digestion con
las enzimas de restriccion Sacl y Kpnl de la misma manera descrita anteriormente. El

plasmido generado en este paso fue nombrado psGC.

3.2.3.2 Clonacion del ADNc de los genes CrGPDH2 y CrGPDHS3 en el vector psGC

Los fragmentos correspondientes al marco de lectura abierto de los genes CrGPDH2
(ORFCrGPDH2) y CrGPDH3 (ORFCrGPDH3), obtenidos en el capitulo Il y contenidos en los
plasmidos pCrGPDH2Mut y pCrGPDH3Mut, respectivamente, fueron subclonados en el
vector psGC entre los sitios de restriccion EcoRl y BamHI. La reaccion de digestion para el
vector psGC y los plasmidos pCrGPDH2Mut y pCrGPDH3Mut consté de lo siguiente:
plasmido 1 pg, amortiguador 3 10X (1X), BSA 100X (1X), EcoRI 20 U/uL (10U) y BamHI 20
U/uL (10 U) en un volumen final de 50 pL. Se incub6 a 37 °C durante 2 h y posteriormente
se inactivd a 65 °C durante 20 min. El vector psGC y los insertos ORFCrGPDH2 y
ORFCrGPDH3 fueron digeridos y posteriormente separados por electroforesis con un gel de
agarosa al 0.7%. Las bandas de ~8,992 (psGC), ~2,172 (ORFCrGPDH2) y ~2,200 pb
(ORFCrGPDH3) fueron escindidas del gel con un bisturi y purificadas con el Kit QIAquick
Gel Extraction (Qiagen). La ligacion de los fragmentos purificados se llevo a cabo usando la
siguiente reaccion: 7 pL de vector, 10 uL de inserto, amortiguador T4-DNA ligasa 10X (1X) y
T4-DNA ligasa 20 U/uL (20U) en un volumen final de 20 pL. La ligacion se dejé incubando a
16 °C durante toda la noche y después se inactivd a 65 °C durante 20 min. Se realiz6 la
transformacién de células competentes de E. coli DH10B siguiendo el protocolo de pGEM®-
T-easy (Promega). Las células transformadas fueron plagueadas en platos de Petri con
medio de seleccion LB sdlido adicionado con ampicilina (10 mg/mL) y se incubaron a 37 °C
durante toda la noche. Las colonias blancas se picaron y se propagaron en medio de

seleccion LB liquido adicionado con ampicilina (10 mg/mL). El plasmido fue purificado por
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medio del kit comercial High Pure Plasmid Isolation (Roche) y se verificé su integridad
mediante una digestién con las enzimas de restriccion EcoRIl y BamHI de la misma manera
descrita anteriormente. Los plasmidos generados en esta etapa se nhombraron psGPDH2 y

psGPDHa3, los cuales corresponden a los genes CrGPDH2 y CrGPDH3, respectivamente.

3.2.4 Transformacion de la cepa mutante gpdlAgpd2A de S. cerevisiae con los
plasmidos psGPDH2 y psGPDH3

Las células de la cepa mutante gpdlAgpd2A de S. cerevisiae fueron transformadas
mediante polietilglicol (PEG) con el vector psGPDH2, psGPDH3 &6 con ambos vectores
(psGPDH2-3) siguiendo las indicaciones del protocolo de Yeastmaker™ Yeast
Transformation (Clontech). Las lineas transformadas fueron cultivadas en medio SD-Leu

(medio minimo sin leucina) (Clontech) para su seleccién a 30 °C.

3.2.5 Extraccién de proteinas totales

Para llevar a cabo la extraccion de proteinas totales, se recolectaron 30 mL del cultivo de
levadura contenido en un matraz de 250 mL de volumen estéril con una DOeio = 1-1.5
(Ansell et al., 1997). Las células de la cepa parental W303-1A fueron cultivadas hasta
alcanzar una DOs1o de 0.6 y después fueron tratadas a 200 mM de NaCl durante 4 h para
inducir la expresion del gen gpdl. Una vez alcanzada la DOs1o deseada, las células fueron
recolectadas en un tubo de centrifuga tipo Eppendorf a 3,300 g por 3 min a 4 °C, y lavadas
dos veces con 1 mL del amortiguador de trietanolamina frio (Sigma) para después
congelarlas en nitrégeno liquido. Cada muestra fue homogeneizada durante 1 min en 1.5 mL
del amortiguador de extraccion [amortiguador de trietanolamina frio (20 mM, Sigma) y
ditiotreitol 6 DTT (1 mM, pH 7.5)] suplementado con [B-mercaptoetanol (2 mM), y 0.5 pL de
una mezcla de inhibidores de protesa (Sigma) por cada mL de amortiguador de extraccion,
usando el Ultra Turrax T25 Polytron (Janke & Kunkel). Después, las células fueron lisadas a
4 °C cada 30 s durante 5 s un tiempo total de 25 s usando el XL-2000 Sonicator 3000
(Misonix, USA). Transcurrido ese tiempo, se procedié a centrifugar durante 30 min a 12,000
rom a 4 °C. El sobrenadante se recuperd y se almacend en hielo para trabajar con él de

forma inmediata, o a =80 °C si las muestras serian utilizadas posteriormente.
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3.2.6 Cuantificacion de proteinas totales

La cuantificacion de proteinas se llevdé a cabo de acuerdo al método de Bradford (1976),
utilizando el protein assay dye reagent concentrate (Bio-Rad, cat. 500-0006). Se tomaron 5
uL de cada extracto y se llevaran a un volumen de 800 pL con H.O destilada desionizada,
posteriormente se le adicionaron 200 pL del reactivo de Bradford y se dejard 10 min en
reposo para permitir el desarrollo de la coloraciébn. Una vez que el colorante entre en
contacto con la muestra, s6lo se tiene una hora para realizar la lectura. Se midié la
absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en un espectrofotémetro de luz visible de la
marca BioRad. La curva de calibracién que se utilizé fue de un rango de 0 a 10 mg mL™* de

albumina sérica bovina (BSA).

3.2.7 SDS-PAGE

Las proteinas fueron visualizadas por medio de la técnica conocida como “sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis” (SDS-PAGE) en un gel de poliacrilamida al 10%,
y la electroforesis de realizé a 100 V. Se cargaron aproximadamente 10, 20 o 30 ug de
proteina de cada muestra. El gel fue tefiido utilizando el protocolo de tincion con plata del
estuche Silver Stain Kit (BioRad).

3.2.8 Evaluacion de la actividad enzimatica

La evaluacion de la actividad de GPDH se llevd a cabo siguiendo el protocolo basado en la
metodologia descrita por Vigeolas et al., (2007) con algunas modificaciones. La mezcla de
reaccién estuvo constituida por amortiguador HEPES (acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-
etanosulfénico) (50 mM), DHAP (1 mM), NADH (0.2 mM) y diferentes cantidades del extracto
proteico (20, 40, 60 y 80 ug) en un volumen final de 2 mL. La reaccion enzimatica se realiz
a 30 °C y se inici6 afiadiendo el extracto proteico. La disminucion de NADH se monitored
midiendo el cambio en la absorbancia a 340 nm durante 20 min utlizando un
espectrofotdmetro (modelo DU 650, Beckman Coulter, Inc., USA). Una unidad (U) de
actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima que reduce 1 umol de NADH por
min, calculada utilizando un coeficiente de extincion para NADH de 6.22 mM?* cm?

(Galafassi et al., 2013). La actividad especifica fue calculada como unidades por miligramo
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de proteina (U-mg™ proteina). La actividad fue calculada a partir de la velocidad inicial

durante el periodo inicial de la reaccion.

3.2.9 Determinacion de glicerol total

La doble mutante gpd1Agpd2A de S. cerevisiae es una cepa deficiente en la sintesis de
glicerol y susceptible al estrés osmético. Por lo tanto, fue usada para el estudio de
complementacion genética como se describid previamente por Lee et al. (2008) y Lenassi et
al. (2011). Para la medicién del contenido de glicerol total, las células de levadura fueron
cultivadas en medio YPD (DOs10= 0.6), colectadas por centrifugacion a 1000 g durante 5 min
y resuspendidas en medio YPD suplementado con 200 mM de NaCl. Las células fueron
colectadas después de 4 o 12 h de incubacion a 30 °C y con agitaciéon a 250 rpm. El
contenido de glicerol total fue determinado siguiendo la metodologia descrita por Watanabe
et al. (2004) (anexo H) utilizando el reactivo libre de glicerol (Sigma-Aldrich) de acuerdo con
las indicaciones del fabricante. La reproducibilidad fue confirmada por medio de tres
experimentos independientes. Para los ensayos de tolerancia a NaCl, las células de
levadura fueron cultivadas en medio YPD (Lee et al., 2008) hasta alcanzar una DOe1o de 0.6,
y después se adicionaron 20 uL de cada dilucién serial (1:10) del cultivo de levadura sobre
medio solido YPD suplementado con la concentracion indicada de NaCl. Las cajas fueron
incubadas durante 4 dias a 30 °C. La reproducibilidad fue confirmada por medio de dos

experimentos independientes.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Obtencidn de los plasmidos de transformacién psGPDH2 y psGPDH3

3.3.1.1 Clonacién del fragmento GMC en el vector pGADT7 AD

La clonacion de la region que comprende del promotor del gen GPD (gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa) a la regiéon 3’ no traducible del gen CYC1 (citocromo C-1) contenida
en el vector p424GPD y denominada arbitrariamente GMC, se realizé entre los sitios de
restriccion Sacl y Kpnl del vector pGADT7 AD. Para ello, se linearizaron el vector y el inserto

y se verificd su integridad mediante una electroforesis.
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La relacion vector:inserto de los fragmentos linearizados y purificados del vector pGADT7
AD (~7,987 pb) y el inserto GMC (~1,005 pb) se presenta en la Figura 3.2a. La ligacion de
los fragmentos purificados y posterior clonacion del inserto GMC en el vector pPGADT7 AD
dio lugar al pldsmido psGC. El resultado de esta clonacién fue verificado mediante una
digestién con las enzimas de restriccion Sacl y Kpnl. Todas las clonas analizadas fueron

positivas a la presencia del inserto GMC como se puede verificar en la Figura 3.2b.

a) b)
200 ph Hioe pk
3000 gk
3000 pb
"'1.3355 Fb 1200 pb
1210 ph cnMe
1000 ph

Figura 3.2. Clonacion del fragmento GMC en el plasmido pGADT7: a) Relacidon vector:inserto
(PGADT7 AD:GMC) y b) Verificacion de la integridad del vector psGC. Digestion del plasmido psGC
con las enzimas Sacl y Kpnl (NEB). V: vector pPGADT7 AD (~7,987 pb); I. inserto GMC (~1,005 pb);
M: Marcador de peso molecular 2-log (NEB); 1-3: clonas analizadas.

Al plasmido generado se le nombré como psGC (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Diagrama del vector psGC para la transformacion de la cepa mutante gpd1Agpd2A de la
levadura S. cerevisiae.

3.3.1.2 Clonacién del ADNc de CrGPDH2 y CrGPDH3 en el vector psGC

La clonacion del marco de lectura abierto de los genes CrGDPH2 (ORFCrGPDH2Mut) y
CrGDPH3 (ORFCrGPDH3Mut) se realizo entre los sitios de restriccion BamHI y EcoRI del
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vector psGC. Para ello se linearizaron el vector y el inserto y se verificoO su integridad
mediante una electroforesis. La relacion vector:inserto de los fragmentos linearizados y
purificados del vector psGC (~8,992 pb) y del inserto ORFCrGPDH2Mut (~2,172 pb) o
ORFCrGPDH3Mut (~2,200 pb) se presenta en las Figuras 3.4a y 3.5a. La ligacion de los
fragmentos purificados y posterior clonacion del inserto ORFCrGPDH2Mut o
ORFCrGPDH3Mut en el vector psGC dié lugar a los plasmidos psGPDH2 y psGPDHS3,
respectivamente. El resultado de esta clonacion fue verificado mediante una digestion con
las enzimas de restriccion BamHI y EcoRI. Todas las clonas analizadas fueron positivas a la
presencia del inserto como se puede verificar en las Figuras 3.4b y 3.5b. A los plasmidos

generados se le nombré como psGPDH2 y psGPDH3 (Figuras 3.6a y 3.6b).

al [+

2alo ph 5000 pky
2080 ph
3008 ph ~2,172 pb F
1E00 pb CORFCrZPOHZ 1500 i'li‘.
1000 ph 1006 ph

Figura 3.4. Clonacion del ADNC del gen CrGPDH2 en el plasmido psGC: a) Relacion vector:inserto
(psGC:ORFCrGPDH2Mut) y b) Verificacién de la integridad del vector psGPDH2. Digestion del
plasmido psGPDH2 con las enzimas BamHI y EcoRI (NEB). V: vector psGC (~8,992 pb); I: inserto
ORFCrGPDH2Mut (~2,172 pb); M: Marcador de peso molecular 1 Kb (NEB); 1-3: clonas analizadas.
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100 p 2,200 phb
1600 ph CRFCrGPOHS 1500 pk
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Figura 3.5. Clonacion del ADNC del gen CrGPDH3 en el plasmido psGC: a) Relacién vector:inserto
(psGC:ORFCrGPDH3Mut) y b) Verificaciéon de la integridad del vector psGPDH3. Digestion del
plasmido psGPDHS3 con las enzimas BamHI y EcoRI (NEB). V: vector psGC (~8,992 pb); I: inserto
ORFCrGPDH3Mut (~2,200 pb); M: Marcador de peso molecular 1 Kb (NEB); 1-3: clonas analizadas.
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Figura 3.6. Diagrama de los vectores para la transformacién de la cepa mutante gpd1Agpd2A de la
levadura S. cerevisiae: a) psGPDH2 y b) psGPDH3.

psGPDH2
{11,192 pk}

3.3.2 Transformacion de la cepa mutante gpdlAgpd2A de S. cerevisiae con los
plasmidos psGPDH2 y psGPDH3

Las células de la mutante gpdlAgpd2A de S. cerevisiae fueron transformadas con el
plasmido vacio psGC o con el pldsmido que contiene el ADNc de CrGPDH2 (psGPDH2),
CrGPDH3 (psGPDH3) o0 ambos (psGPDH2-3). Todos los plasmidos contienen al gen LEU2
(leucina) para la seleccion de las células de las lineas transformadas de S. cerevisiae a

partir de medio sélido SD-Leu (medio minimo sin leucina).

El resultado de la transformacién se presenta en la Figura 3.7. La presencia de colonias
blancas en las cajas indica que se obtuvieron lineas transformadas con los plasmidos de
interés. Asi mismo, se puede observar que los controles de la transformacion funcionaron
adecuadamente, observandose Uunicamente crecimiento en las células sin transformar de la
mutante gpd1Agpd2A de S. cerevisiae cultivada en medio sélido YPD. Las colonias blancas
obtenidas de la transformacion fueron lavadas y recuperadas en 50 mL de medio liquido
YPD y se dejaron incubando a 30 °C con agitacion a 200 rpm hasta alcanzar un DOe1o entre

1-1.2. Estos cultivos fueron conservados en glicerol al 50% y cultivados nuevamente en
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medio sélido SD-Leu. Las colonias transformadas obtenidas en este apartado fueron
utilizadas para el andlisis de la actividad enzimética y la determinacion del glicerol total que

se mencionan posteriormente.

Figura 3.7. Resultado de la transformacion mediante PEG de la mutante gpdlAgpd2A de S.
cerevisiae con los plasmidos correspondientes: a) psGPDH2, b) psGPDH3, c) psGPDH2-3 y d) psGC,
e) control negativo (células de gpd1Agpd2A cultivadas en medio SD-Leu) y f) control positivo (células
de gpd1Agpd2A cultivadas en medio YPD).

3.3.3 Perfil electroforético de las proteinas obtenidas de las células de la mutante
gpd1Agpd2A de S. cerevisiae transformada con psGPDH2, psGPDH3 6 psGPDH2-3

Con respecto al perfil de proteinas, no se encontraron diferencias entre los diferentes
extractos proteicos obtenidos de los cultivos de las lineas de S. cerevisiae transformadas
con psGPDH2, psGPDH3 y psGPDH2-3 (Figura 3.8). En cuanto a la cuantificacion de

proteinas totales se utilizé una curva de regresion lineal con una R? de 0.99.
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Figura 3.8. Perfil electroforético de proteinas de cultivos de la levadura S. cerevisiae cultivados en
medio YPD de la cepa: 1) W303-1A, 2) Mutante gpdAlgpd2A, 3) Mutante transformada con psGC, 4)
Mutante transformada con psGPDH2, 5) Mutante transformada con psGPDH3 y 6) Mutante
transformada con psGPDH2-3. En cada carril se depositaron ~20 pg de extracto proteico.

3.3.4 Evaluacion de la actividad de GPDH de las enzimas CrGPDH2 y CrGPDH3 de C.

reinhardtii mediante cultivos de levadura

Los extractos proteicos utilizados para los ensayos de la actividad enzimatica fueron
obtenidos a partir de cultivos de la doble mutante de levadura gpd1Agpd2A transformados
con el plasmido vacio (psGC) o con los plasmidos que contienen el ADNc de CrGPDH2
(psGPDH2), CrGPDH3 (psGPDH3) o ambos (psGPDH2-3). En la Figura 3.9 se puede
observar que tanto CrGPDH2 como CrGPDH3 tienen actividad de GPDH. La actividad
especifica de GPDH mas alta, como era de esperarse para el control positivo, fue la de la
cepa parental W303-1A (aproximadamente 48 mU-mg™! proteina), mientras que como
también era de esperarse, la mas baja fue la de la cepa gpd1Agpd2A transformada con el
plasmido vacio psGC (8 mU-mg™ proteina). La actividad especifica de GPDH en la doble
mutante gpd1Agpd2A transformada ya sea con psGPDH2, psGPDH3 o psGPDH2-3 fue de
aproximadamente 26, 15y 31 mU-mg™ proteina, respectivamente. Estas actividades fueron
significativamente mas altas que en la cepa de la doble mutante transformada solo con el

plasmido vacio psGC, lo cual indica que las actividades especificas de GPDH obtenidas son
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el resultado de la expresion heterdloga del ADNc de los genes CrGPDH2 y/o CrGPDH3 de
C. reinhardtii en la mutante gpd1Agpd2A y se confirma que el ADNc tanto de CrGPDH2

como de CrGPDH3 codifica para enzimas con actividad de GPDH.
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Figura 3.9. Incremento en la actividad de GPDH en la doble mutante gpdAlgpd2A de la levadura S.
cerevisiae transformada con el ADNc de CrGPDH2 y CrGPDH3. La actividad de GPDH fue
determinada en la doble mutante de levadura gpdAlgpd2A transformada con el plasmido que
contiene a CrGPDH2 (psGPDH2), CrGPDH3 (psGPDH3) o con ambos plasmidos (psGPDH2-3). La
cepa parental W303-1A y la doble mutante transformada con el plasmido vacio (psGC) fueron
incluidos como controles. Los datos son las medias (+SD) de tres experimentos independientes, cada
uno llevado a cabo por duplicado. Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas entra
las medias (ANOVA, LSD de Fisher con 95% de confianza).

3.3.5 Funcion de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 en la producciéon de glicerol y la

tolerancia al estrés osmotico

Para el andlisis de la funcion de CrGPDH2 y CrGPDH3 en la produccion de glicerol y
tolerancia al estrés osmotico se introdujo el ADNc de CrGPDH2, CrGPDH3 6 ambos ADNcs
en la doble mutante gpd1Agpd2A de la levadura S. cerevisiae. Como se observa en la
Figura 3.10, la produccién de glicerol se restauré en la cepa mutante transformada que
contenia a CrGPDHZ2, la cual fue muy similar a la cepa parental W303-1A después de 12 h
bajo tratamiento con NaCl (Figura 3.10b). La acumulacion de glicerol en la cepa mutante
transformada con ambas secuencias, CrGPDH2 y CrGPDH3, fue similar a aquella que
contenia so6lo a CrGPDH2 (Figura 3.10b). La cepa mutante transformada con CrGPDH3
mostré un aumento significativo en su produccion de glicerol con respecto a aquellas
transformadas con el plasmido vacio psGC, que como era de esperarse produjeron muy
poco glicerol; sin embargo, la cantidad de glicerol fue significativamente menor que la

producida por las células transformadas con psGPDH2 6 psGPDH2-3 (Figura 3.10b).
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Figura 3.10. Complementacién funcional de la doble mutante gpd1Agpd2A de S. cerevisiae con el
ADNc de CrGPDH2 y CrGPDH3. El contenido de glicerol fue determinado en la doble mutante de
levadura gpdAlgpd2A transformada con el plasmido que contiene a CrGPDH2 (psGPDH2),
CrGPDHS3 (psGPDH3) o con ambos plasmidos (psGPDH2-3). La cepa parental W303-1A y la doble
mutante transformada con el plasmido vacio (psGC) fueron incluidos como controles. El glicerol total
fue cuantificado en cultivos incubados en medio YPD sin NaCl o después del tratamiento a 200 mM
de NaCl por a) 4 h y b) 12 h. Los datos son las medias (+SD) de tres experimentos independientes.
Diferentes letras minUsculas indican diferencias significativas entra las medias (ANOVA, LSD de
Fisher con 95% de confianza).

Tanto CrGPDH2 como CrGPDHS3 fueron capaces de restaurar la tolerancia a NaCl en la
cepa mutante gpd1Agpd2A de S. cerevisiae susceptible a estrés salino, aunque CrGPDH2
confiri6 mayor tolerancia que CrGPDH3 (Figura 3.11). Las cepas transformadas que
contenian a CrGPDH2 fueron capaces de crecer en cajas en medio con una concentracion
de 500 mM de NaCl y se observé algo de crecimiento celular a 800 mM de NaCl cuando el
cultivo no se encontraba diluido. Por su parte, las cepas transformadas que contenian sélo a
CrGPDH3 presentaron un menor crecimiento celular a la concentracién de 500 mM de Nacl,
y fueron incapaces de crecer en el medio a la concentracion de 800 mM de NaCl. Las cepas

transformadas que contenian tanto a CrGPDH2 como a CrGPDH3 mostraron un crecimiento
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celular similar a las transformadas que soOlo contenian a CrGPDH2. Estos resultados
demuestran que CrGPDH2 y CrGPDH3 estan involucrados en la sintesis de glicerol y

tolerancia al estrés osmotico.

"!'PD + 200 I'I‘IM MaCl ‘I’PD + 501:- I'I'IM Na{l 'I"PD + Eﬂﬂ mi Nacl

Figura 3.11. Incremento en la tolerancia al estrés osmético de la doble mutante gpd1Agpd2A de S.
cerevisiae transformada con el ADNc de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3. La doble mutante de
levadura gpdAlgpd2A fue transformada con el plasmido que contiene a CrGPDH2 (psGPDH2),
CrGPDHS3 (psGPDH3) o con ambos plasmidos (psGPDH2-3). La cepa parental W303-1A y la doble
mutante transformada con el plasmido vacio (psGC) fueron incluidos como controles. Las células de
los cultivos experimentales y controles fueron diluidos serialmente 1:10 y después adicionados sobre
platos con medio YPD sdlido sin tratamiento de NaCl o suplementado con las concentraciones
indicadas de NaCl y se incubaron a 30 °C por 4 dias.

3.4 DISCUSION

Macario-Gonzélez (2011) presentd por primera vez evidencias de que el gen CrGPDH2
podria codificar para una enzima GPDH involucrada en la sintesis de glicerol y tolerancia al
estrés osmatico en la microalga verde de agua dulce C. reinhardtii. En este trabajo de tesis,
se realizo el analisis de la expresion de los tres genes CrGPDH1, CrGPDH2 y CrGPDH3
ante condiciones de estrés osmotico con 200 mM de NaCl por 2 h, lo cual aportd una
evidencia que sugiri6 que CrGPDH3 también podria tener una funcion en la sintesis de
glicerol y tolerancia al estrés osmotico. En este capitulo se demostré que el producto de los
genes CrGPDH2 y CrGPDH3 tiene actividad de GPDH, de donde el extracto proteico que
contiene al gen CrGPDH2 presentd un incremento significativo en la actividad enzimatica
con respecto al extracto que tiene al gen CrGPDH3. Ademas, se observd que el extracto
proteico que contiene tanto a CrGPDH2 como a CrGPDH3 presenta mayor actividad de
GPDH que cuando sélo tiene a uno de estos genes. En la microalga verde haléfila Dunaliella

viridis también se identificaron y caracterizaron dos enzimas GPDH asociadas a la sintesis

118



Capitulo llI

de glicerol por estrés osmético con NaCl, de las cuales DvGPDH1 presentd una actividad
enzimética superior a DvGPDH2 (He et al., 2009). Sin embargo, He et al. (2009) no
evaluaron en conjunto la actividad de ambas enzimas, de ser asi es posible que hubieran

observado un aumento en la actividad enzimatica como el que se obtuvo en este estudio.

Adicionalmente al estudio de la actividad enzimatica, en el estudio de complementacion
genética se observé que los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de C. reinhardtii fueron capaces
de restaurar la produccion de glicerol en la cepa mutante gpd1Agpd2A de la levadura S.
cerevisiae, deficiente en la sintesis de glicerol y susceptible a la salinidad. Asi mismo, se
pudo notar que después de 12 h de tratamiento a 200 mM de NaCl no existe una diferencia
significativa entre la cantidad de glicerol producida por las células transformadas que
contienen solo al gen CrGPDH2 con respecto a las que tienen tanto a CrGPDH2 como a
CrGPDH3. La acumulacion de glicerol en respuesta a estrés salino concuerda con los
resultados visuales obtenidos en el experimento de tolerancia a estrés salino, en donde se
observd que todas las células transformadas con los genes CrGPDH2, CrGPDH3 o ambos
toleran una concentracion salina de 500 mM de NacCl y Unicamente las que contienen al gen
CrGPDH2 o ambos genes fueron capaces de tolerar hasta 800 mM de NaCl. Todos los
resultados obtenidos en este estudio presentan evidencias de que los genes CrGPDH2 y
CrGPDH3 de la microalga verde C. reinhardtii son homélogos funcionales del gen gpdl de la

levadura S. cerevisiae.

Se han publicado reportes similares al que se presenta en este estudio, en donde, mediante
un estudio de complementacion genética se han logrado caracterizar genes homélogos al
gen gpdl de la levadura S. cerevisiae; estos estudios se han llevado a cabo principalmente
en otras especies de levaduras y en algunas microalgas. Entre los genes homadlogos que
han sido caracterizados se encuentra por ejemplo el gen ZrGPD1 de la levadura tolerante a
la salinidad Zygossacharomyces rouxii (Watanabe et al., 2004), en las levaduras
osmotolerantes Candida magnoliae y Candida glycerinogenes, los genes CmGPD1 y
CgGPD, respectivamente (Lee et al., 2008; Chen et al., 2008) y el gen PfGPD en la levadura
halotolerante Pichia farinosa (Peng et al., 2010). En microalgas se han caracterizado genes
que codifican para la enzima GPDH, particularmente en las microalgas verdes halofitas D.
salina (DsGPDH2) (He et al., 2007) y D. viridis (DvGPDH1 y DvGPDH2) (He et al., 2009).

Hasta donde se sabe, C. reinhardtii es la primera microalga de agua dulce en donde se han
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caracterizado dos enzimas funcionales GPDH asociadas a la sintesis de glicerol y la
tolerancia al estrés osmoético por NaCl (Casais-Molina et al., 2015). Seria interesante evaluar
el potencial de los genes de C. reinhardtii en la sintesis de glicerol y tolerancia a estrés

osmatico, incluso en la acumulacion de TAGs en esta u otra microalga.

En los estudios bioquimicos, que se llevaron a cabo previamente en las microalgas D. parva
y D. tertiolecta, se observo la presencia de al menos tres isoformas de la enzima glicerol-3-
fosfato deshidrogenasa (GPDH), dos de estas isoformas se encuentran localizadas en el
cloroplasto y una de ellas en el citosol (Gimmler y Lotter, 1982; Gee et al., 1988; Gee et al.,
1993). En cuanto a esto, la presencia de dos isoformas en el cloroplasto sugiere una
localizacién enzimatica subcelular para la sintesis de glicerol-3-fosfato (G3P), una para la
sintesis de lipidos de membrana (glicerolipidos, sulfolipidos, galactolipidos, etcétera)
denominada forma glicérido y otra para la sintesis de glicerol (Gee et al., 1993) denominada
isoforma osmorreguladora involucrada en la adaptacion a ambientes extremos. El estrés
salino estimula la isoforma osmorreguladora, mientras que inhibe a la isoforma glicérido
(Ghoshal et al., 2002). Probablemente, las enzimas CrGPDH2 y CrGPDH3 correspondan a
las isoformas osmorreguladoras del cloroplasto, ya que ambas contienen un péptido seial
putativo de transito hacia este organelo, ademas en este estudio se demostré que los genes
CrGPDH2 y CrGPDH3 codifican para enzimas funcionales GPDH involucradas en la sintesis
de glicerol y tolerancia al estrés osmaético en esta microalga. En cuanto a esto, seria
deseable realizar un estudio de expresion transitoria en las células de la hoja de la planta
Nicotiana benthamiana, similar al realizado por He et al. (2009), para verificar si, en efecto,

ambas enzimas tiene su localizacion en el cloroplasto.

Hasta el momento, casi todos los genes identificados en las microalgas codifican para
isoformas del cloroplasto y sélo en algunos casos se han identificado genes que codifican
para isoformas del citosol. En la microalga verde D. salina, por ejemplo, se sugiere que el
gen DsGPDH2 codifica para la isoforma del cloroplasto osmorreguladora involucrada en el
estrés salino (He et al.,, 2007; Cai et al., 2013). En el caso de la microalga D. viridis se
identificaron dos genes, DvGPDH1l y DvGPDH2 que codifican para dos proteinas
cloroplasticas con actividad de GPDH asociadas al estrés salino, de las cuales el gen
DvGPDH2 mostrd un incremento y una expresion mas estable durante el estrés salino de 2

a 4 h con 1.5 M de NaCl, por lo que es probable que codifique para una isoforma
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osmorreguladora (He et al., 2009). En la microalga verde C. reinhardtii se ha sugerido que
las enzimas CrGPDH2 y CrGPDHS3 podrian codificar para isoformas del cloroplasto (Herrera-
Valencia et al. 2012), y en este trabajo de tesis se corrobor6 que estas enzimas estan de

hecho involucradas en la sintesis de glicerol y tolerancia a estrés osmatico.

Los resultados obtenidos en el presente estudio convierten al gen CrGPDH2 vy, tal vez, al
gen CrGPDH3 en genes de gran interés para estudios futuros de sobre expresion con el fin

de aumentar el contenido de glicerol y lipidos, en particular TAGs en microalgas.

3.5 CONCLUSIONES

1. Los resultados del ensayo enzimético demostraron que los genes CrGPDH2 vy
CrGPDH3 de la microalga verde C. reinhardtii codifican para enzimas con actividad de

glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPDH).

2. El estudio de complementacion indicé que los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de la
microalga verde C. reinhardtii estan involucrados en la sintesis de glicerol y la tolerancia
al estrés osmatico, ya que ambos genes fueron capaces de restaurar la produccion de
glicerol y la tolerancia a NaCl en la doble mutante gpdlAgpd2A de la levadura S.

cerevisiae, deficiente en la sintesis de glicerol y susceptible a la salinidad.

3. Chlamydomonas reinhardtii es la primera microalga de agua dulce en donde se han
caracterizado dos enzimas funcionales glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPDH)

asociadas a la sintesis de glicerol y la tolerancia al estrés osmotico por NaCl.
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CAPITULO IV.

4.1 DISCUSION GENERAL

Las microalgas verdes son organismos que viven en ambientes muy diversos que van
desde el agua salada o dulce, el suelo e incluso en la nieve. Entre las microalgas verdes,
se ha observado que las del género Dunaliella son capaces de tolerar concentraciones de
NaCl que varian entre 0.2 y 35% (50 mM hasta 5.5 M de NaCl) (Farahat et al., 2011),
ademas son los organismos eucariontes mas tolerantes a salinidad. Asi mismo, se ha
observado que las microalgas verdes D. salina y D. viridis se adaptan a estas condiciones
de alta salinidad a través de la acumulacion de glicerol como osmolito compatible, y se ha
sugerido que en este proceso estadn involucrados los genes GPDH (glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa) de estas microalgas (He et al. 2007; He et al. 2009), los cuales codifican
para una enzima GPDH que utiliza NADH, como donador de electrones, para reducir la
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a glicerol-3-fosfato (G3P) que es desfosforilado a glicerol

por la enzima glicerol fosfatasa (GPP) (Gancedo et al., 1968; Ghoshal et al., 2002).

Notablemente, en la microalga verde de agua dulce C. reinhardtii se ha observado la
sintesis de glicerol como osmolito en respuesta al estrés osmotico (Husic y Tolbert, 1986;
Avron, 1986) y cuando su cultivo se incuba a 200 mM de NaCl por mas de 24 h esta
microalga produce una cantidad significativa de glicerol, en donde tanto la cantidad de
glicerol excretado como la de glicerol acumulado intracelularmente son proporcionales a
la concentracion salina del medio y sélo el 15% del glicerol total producido durante las
primeras 24 h se acumula intracelularmente, mientras que la mayoria es excretado al
medio de cultivo (Ledn, 1997). En el estudio realizado por Leén y Galvan (1994) se
demuestra que C. reinhardtii no tolera una concentracién superior a 200 mM de NaCl y
que a bajas condiciones de estrés salino (e.g. 50 mM de NaCl) no se produce glicerol. En
el presente trabajo de tesis se demostrd que el tratamiento de estrés salino a 200 mM de
NaCl indujo la expresion de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de la microalga C.
reinhardtii, y que en ausencia de este tratamiento la expresion de ambos genes es apenas
detectable por RT-PCR en un gel de agarosa. Lo anterior sugiere que el aumento en la
expresion los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de C. reinhardtii podria estar asociado a la

tolerancia al estrés osmético y la sintesis de glicerol en esta microalga. Por su parte, en el
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gen CrGPDH1 de C. reinhardtii se observd una expresion constitutiva que no se vio
inhibida ante condiciones de estrés osmotico por NaCl, ademas su secuencia de
aminoacidos no posee algun péptido sefial de transito al cloroplasto (Macario-Gonzélez,
2011), lo que sugiere que este gen podria codificar para una proteina GPDH del citosol
involucrada en la sintesis de glicéridos, similar a la funcion de la GPDH citoplasmatica
identificada en la microalga D. tertiolecta (Gee et al.,, 1993). Estos resultados se
incluyeron en la publicacion de Herrera-Valencia et al. (2012). Posteriormente, se continu6
con un analisis mas extenso de la expresion de CrGPDH2 y CrGPDHS3, y se encontré que
ambos genes presentaron la induccion de su expresion a todas las condiciones de NaCl
que se evaluaron, desde 5 hasta 200 mM de NaCl. Notablemente, una concentracién de
NaCl tan baja como 5 mM fue suficiente para conducir la expresion de ambos genes en
tan sélo 5 min de tratamiento, lo cual podria tener implicaciones para la adaptacion de la
microalga de agua dulce C. reinhardtii a los cambios en la salinidad de su medio, ya que
al ser un microorganismo con poca tolerancia a la salinidad (< 200 mM de NaCl) (Lebén y
Galvan, 1994) debe ser capaz de responder incluso a bajas concentraciones salinas, por
lo que es probable que al percibir el aumento en la salinidad de su medio active la
transcripcién de genes osmorreguladores que codifican para enzimas GPDH asociadas a
la ruta de sintesis de glicerol, con la finalidad de garantizar su supervivencia en caso de

gue la concentracion salina aumente y represente un estrés osmoético.

Basandonos en los resultados del andlisis de la expresion de los genes CrGPDH2 y
CrGPDH3 de C. reinhardti obtenidos en este estudio, asi como en los resultados
obtenidos por Macario-Gonzélez (2011) del andlisis de la expresion del gen CrGPDH2 y el
andlisis filogenético y la caracterizacion in silico de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3, se
sugirié que ambos genes posiblemente codifican para una enzima con funcion de glicerol-
3-fosfato deshidrogenasa (GPDH) involucrada en la sintesis de glicerol en respuesta al
estrés por NaCl. Por tal razén, en este estudio se llevé a cabo el mapeo y clonacién de los
extremos 5’ y 3’ no traducibles de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de C. reinhardtii, y a
partir de esos resultados se obtuvo la regidn codificante completa de ambos genes. Estas
secuencias se utilizaron para obtener vectores de expresion constitutiva que nos
permitieron realizar el ensayo de complementaciéon con ambos genes. Como resultado, se
demostré por primera vez que los productos de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de la

microalga verde C. reinhardtii tienen actividad de GPDH. Ademas, se presentd evidencia
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de que efectivamente, ambos genes son capaces de restaurar la produccion de glicerol y
la tolerancia a la salinidad en la doble mutante gpd1Agpd2A de la levadura S. cerevisiae,
indicando que tanto CrGPDH2 como CrGPDH3 son homdlogos funcionales del gen gdpl

de S. cerevisiae.

Se han caracterizado otros homoélogos del gen gpdl mediante la complementacion
genética en la levadura S. cerevisiae, principalmente en otras especies de levaduras, por
ejemplo en la levadura tolerante a la salinidad Zygossacharomyces rouxii (Watanabe et al.
2004), en las levaduras osmotolerantes Candida magnoliae y Candida glycerinogenes
(Lee et al. 2008; Chen et al. 2008) y en la levadura halotolerante Pichia farinosa (Peng et
al. 2010). Asi mismo, se han clonado y caracterizado genes que codifican para enzimas
GPDH en la microalga verde halotolerante D. salina (He et al. 2007; Cai et al. 2013). Los
genes DvGPDH1 y DvGPDH2 de la microalga D. viridis fueron caracterizados mediante
complementacion genética y por ensayos enzimaticos (He et al. 2009). En el estudio
realizado por He et al. (2009) se demostré que DvGPDH1 y DvGPDH2 son capaces de
funcionar como enzimas GPDH, sin embargo, los autores no ofrecieron alguna explicaciéon
del porque la actividad enzimatica de la enzima DvGPDH2 fue marcadamente inferior a la
de DvGPDH1.

En este estudio se encontrd6 que la actividad de GPDH en la doble mutante de
gpd1Agpd2A transformada con el gen CrGPDH2 fue significativamente superior con
respecto a la transformada que contiene al gen CrGPDH3, aun cuando el patron de
expresion de los genes nativos es muy similar, asi como el porcentaje de identidad en la
secuencia de sus productos proteicos (94.2%). Por tanto, es interesante que la actividad
enzimatica entre ellas sea tan diferente, asi como la diferencia observada en cuanto a la
restauracion de la produccion de glicerol y la tolerancia a NaCl en la doble mutante
cuando contiene a un gen u otro; siendo las transformadas que contienen al gen
CrGPDH2 las que mostraron una producciébn de glicerol y tolerancia a NaCl
significativamente mayor. Un caso similar a este fue reportado en el estudio realizado por
Lenassi et al. (2011) para la levadura negra, extremadamente halotolerante, Hortaea
werneckii. En este caso, el gen HWGPD1B, pero no el gen HWGPD1A, fue capaz de
complementar la funcibn de GPDH en la mutante gpd1A de S. cerevisiae mediante la

mejora en la produccion de glicerol y la tolerancia a NaCl. Esto se observd a pesar de que
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HwWGPD1B y HWGPD1A presentaban patrones similares de expresion génica y un 98% de
identidad entre sus secuencias de aminoacidos. Ademas, el analisis de la secuencia de
aminoacidos demostré que existe una diferencia de nueve aminoécidos entre HwWGPD1B
y HWGPD1A. Dos de estos aminoacidos, asparagina (Asn) y acido aspartico (Asp), fueron
idénticos entre GPD1 de S. cerevisiae (ScGPD1) y HwGpdlB pero diferente en
HwGpd1A, sugiriendo que estos aminoacidos podrian ser criticos para la funciéon de estas
proteinas. En nuestro estudio, se encontr6 que el dominio GPDH de CrGPDH2 y
CrGPDH3 varia entre ellos en so6lo nueve aminodcidos, y, uno de estos cambios, la Asn
en la posiciébn 272, podria ser responsable de la diferencia que se observa entre la
actividad enzimatica de CrGPDH2 y CrGPDHS3, debido a que este aminoacido es idéntico
entre CrGPDH2 y ScGPD1, pero se sustituye por un residuo de histidina (His) en
CrGPDH3. Ademas, la Asn identificada en este estudio para CrGPDH2 corresponde a la
Asn que fue previamente identificada en HwWGpd1B en el estudio de Lenassi et al. (2011).
En cuanto a la secuencia de aminoacidos del dominio GPDH de DvGPDH1 y DvGPDH2
es probable que otro cambio de aminoacido sea el responsable que ocasiona la diferencia
entre la actividad enzimatica de DvGPDH1 y DvGPDH2, ya que ambas enzimas tienen el
aminoacido Asn conservado en su dominio GPDH (He et al. 2009). Con base en estos
resultados, seria interesante investigar el papel del aminoacido Asn conservado en la
posicion 272 del dominio GPDH de CrGPDH2 mediante un estudio de mutagénesis
dirigida, y de esta forma dilucidar el papel de otros aminoacidos en las GPDHs que han

sido caracterizadas en otras microalgas y levaduras.

En estudios previos se ha observado que algunas microalgas en condiciones de estrés
osmatico por NaCl aumentan la sintesis de glicerol y acumulacion de TAGs, por ejemplo
B. braunii (Takagi et al. 2006), D. tertiolecta (Rao et al. 2007) y C. saccharophila
(Contreras-Pool, 2010; Herrera-Valencia et al. 2011), incluyendo a la microalga de agua
dulce C. reinhardtii (Albertyn et al. 1994; Contreras-Pool, 2010; Siaut et al. 2011).
Ademds, se ha reportado que la expresion heteréloga de genes tipo GPDH puede
incrementar la produccion de glicerol en la levadura S. cerevisiae (Watanabe et al. 2004),
y, se observo que la sobre expresion del gen gpdl de S. cerevisiae increment6 hasta en
un 40% el contenido de lipidos en las semillas maduras de un cultivo comercial de la
planta oleaginosa B. napus L. (Vigeolas et al. 2007). En un estudio més reciente, se

reportd6 que la sobre expresién del gen GPDH de la diatomea marina P. tricornutum
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incrementd 6.8 veces la concentracion del glicerol y hasta en un 60% el contenido de
lipidos en esta diatomea (Yao et al., 2014), siendo esta la estrategia que ha demostrado el
mayor incremento en la acumulacion de lipidos hasta la fecha. Tomando en consideracion
gue la enzima GPDH es responsable de la sintesis del G3P, el cual a su vez es el
substrato limitante para la sintesis de glicerol y TAGs (Renz et al. 2009), y que en este
estudio se encontrd que la actividad enzimética de CrGPDH2 fue mucho mayor que la
actividad observada en CrGPDH3, seria interesante determinar si la sobre expresion del
gen CrGPDH2 en C. reinhardtii podria aumentar la sintesis de glicerol y TAGs en esta
microalga. Debido a lo anterior, en este trabajo de tesis se obtuvo un plasmido para la
transformacion del nucleo de C. reinhardtii que contiene la secuencia del ADNc de la
region codificante del gen CrGPDH2. Este pladsmido podra ser utilizado en futuras
investigaciones para la generacion de nuevas cepas de C. reinhardtii u otras microalgas y
evaluar su relacion con la acumulacion de glicerol y TAGs, y que podrian ser usadas
como una materia prima renovable en numerosos procesos industriales 'y

biocombustibles.
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4.2 CONCLUSIONES GENERALES

1. En la microalga verde C. reinhardtii, la transcripcion de los genes CrGPDH2 y
CrGPDHS se induce en presencia de NaCl, incluso a una concentracion de tan sélo 5
mM por 5 min, por lo que se consideran genes de tipo inducible. Por su parte, el gen
CrGPDHL1 resulté de expresion constitutiva, tanto en presencia como en ausencia del

tratamiento de NacCl.

2. El mapeo y clonacion de los extremos terminales 5’ y 3' del ADN complementario de
los genes CrGPDH2 y CrGPDHS3 de C. reinhardtii permitid el aislamiento del marco de
lectura abierto de cada uno de estos genes. A partir de esto, se obtuvo de manera

experimental la secuencia completa del ADN complementario de ambos genes.

3. Los genes CrGPDH2 y CrGPDHS3 de la microalga verde C. reinhardtii codifican para
enzimas con actividad de glicerol-3-fosfato deshidrogenasa involucradas en la

sintesis y acumulacion de glicerol, asi como en la tolerancia al estrés osmatico.

4. Los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 de la microalga C. reinhardtii son homoélogos
funcionales del gen gpdl de la levadura Saccharomyces cerevisiae, ya que la
expresion de ambos genes esta involucrada en la sintesis de glicerol y la tolerancia al
estrés osmético, y sus productos tienen actividad de glicerol-3-fosfato

deshidrogenasa.

5. Este es el primer estudio en donde se reporta la caracterizacién de dos enzimas con
funcién de glicerol-3-fosfato deshidrogenasa involucradas en la produccion de glicerol

y la tolerancia al estrés osmético por NaCl en una microalga verde de agua dulce.
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4.3 PERSPECTIVAS

En este trabajo se demostré por primera vez que la microalga verde de agua dulce C.
reinhardtii posee dos enzimas con actividad de glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPDH)
involucradas en la sintesis de glicerol y la tolerancia al estrés osmotico. Por tanto, seria
interesante realizar un estudio de localizacion celular y determinar de forma in vitro si las
enzimas CrGPDH2 y CrGPDH3 de C. reinhardtii tiene su localizacion en el cloroplasto,
debido a que en la caracterizacion in silico realizada por Macario-Gonzélez (2011) se
observo que la secuencia de aminoacidos de ambas enzimas contiene un péptido putativo
de transito hacia este organelo. Adicionalmente, un estudio de mutagénesis dirigida
permitira dilucidar el papel del aminoacido Asn conservado en la posicién 272 del dominio
GPDH de CrGPDH2, el cual probablemente sea el responsable de la diferencia observada
entre la actividad de GPDH de las enzimas CrGPDH2 y CrGPDH3 de C. reinhardtii.

Por otro lado, siendo la enzima CrGPDH2 la que presenta mayor potencial para estudios
posteriores de acuerdo con lo que se observé en este estudio, y dado que la enzima
GPDH es clave en el metabolismo del glicerol y TAGs, seria interesante que se pudiera
incrementar la produccion de ambos productos mediante la sobre expresién de genes
GPDH involucrados en su biosintesis. Debido a lo anterior, en este estudio se obtuvo el
plasmido pCrGPDH2c, que contiene al promotor binario Hsp70A/RbcS2 para la expresion
constitutiva del gen CrGPDH2. Este pladsmido permitira la transformacion del nucleo de C.
reinhardtii y de otras especies de microalgas con la finalidad de evaluar su capacidad para
producir glicerol y TAGS, y si se obtiene un buen porcentaje de alguno de estos productos
se podrian utilizar estas especies de microalgas como materia prima renovable en
numerosos procesos industriales y biocombustibles. Asi mismo, seria deseable sobre
expresar al gen CrGPDH2 utilizando otro promotor inducible con la finalidad de hacer mas
eficiente el cultivo y més rentable la produccion de glicerol y biocombustibles a partir de
microalgas. Es posible que con la manipulacién de este gen y el consecuente incremento
del glicerol y TAGs en microalgas se reduzcan los costos en su produccién y con ello

hacer mas rentable su elaboracion.

Finalmente, y de manera importante, los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 resultaron ser

inducibles con una molécula tan sencilla como cloruro de sodio, lo cual representa un gran
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potencial dentro de los desarrollos biotecnologicos del area de expresion de proteinas
recombinantes, por lo que es necesario llevar a cabo un analisis detallado de la region
promotora de ambos genes y evaluar su potencial como promotor inducible en C.
reinhardtii. En cuanto a esto, seria interesante caracterizar la regién promotora de los
genes CrGPDH2 y CrGPDH3, ya que a la fecha sélo se conocen tres promotores
inducibles en el genoma nuclear de C. reinhardtii: CYC6, NIT1 y CAl, (Ferrante et al.
2008; Koblenz y Lechtreck, 2005; Villand et al., 1997). Para ello, se podria partir del
mapeo y clonacion del ADNc obtenido en este estudio para ambos genes y utilizar un
programa bioinformético, como el BPROM, para predecir la longitud de dichos
promotores. Posteriormente, mediante ensayos de delecidén se podria obtener la longitud
minima del promotor de cada gen. Cabe sefalar que esta investigacion se encuentra
actualmente en progreso en nuestro grupo de investigacion como parte de una tesis de

doctorado.
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