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RESUMEN

RESUMEN

La microalga verde Chlamydomonas reinhardtii es un organismo fotosintético ampliamente
estudiado. Presenta requerimientos de crecimiento simple, bien definidos y rentables en la
expresion de proteinas recombinantes. Sin embargo, hasta la fecha los rendimientos
alcanzados en produccion de proteinas recombinantes son muy bajos como para
considerar a C. reinhardtii una plataforma biotecnoldgica comercial. Una solucién a esto es
el uso de secuencias promotoras, como reguladores y potenciadores de la transcripcion
génica. En C. reinhardtii, principalmente se han estudiado genes de tipo constitutivos y en
menor grado de tipo inducibles. Recientemente, nuestro grupo de investigacion identifico y
caracteriz6 dos genes nucleares, CrGPDH2 y CrGPDH3, que codifican las enzimas glicerol
3-fosfato deshidrogenasa (GPDH). Estos genes son inducibles por NaCl a bajas
concentraciones (5 mM) y en tiempos cortos (5 a 30 minutos). Posteriormente, se obtuvo
un promotor quimérico (RIA3/PromC) que comprende la regién de inducibilidad (RIA3)
unida al promotor minimo (PromC) de CrGPDH3, capaz de conducir la expresion del gen
reportero GUSPIus con tratamientos de NaCl y KCI como inductores. Sin embargo, se
desconoce la capacidad de respuesta de la region RIA3 en fusion con otros promotores
como el promotor comercial HSP70A / RBCS2 en presencia de sales. El siguiente trabajo
presenta como objetivo general la obtencion del promotor hibrido RIA3/ HSP70A/RBCS2
en la microalga verde Chlamydomonas reinhardti. Para esto se generaron las
construcciones pHR:GUSPIus y pRHR:GUSPIus, tomando como punto de partida los
plasmidos pRIA3/PromC y el plasmido pHR:GPDH3. Inicialmente se realizé la digestion
enzimatica del plasmido pHR:GPDH3 con las enzimas BamHI y Notl, sustituyendo el gen
nuclear CrGPDH3 por el gen reportero GUSPIlus para generar la construccion
pHR:GUSPIus. Luego del plasmido pRIA3/Prom se amplifico la regién de inducibilidad RIA3
y por el método comercial de IN-Fusion HD Cloning se fusioné corriente arriba del promotor
comercial HSP70A/RBCS2 en pHR:GUSPIus para generar la construccion pRHR:GUSPIus.
Las construcciones pSP124S (vector vacio), pHR:GUSPIlus y pRHR:GUSPIus previamente
comprobadas por secuenciacion se emplearon en la transformacion por biobalistica de C.
reinhardtii a concentraciones de 1.19, 1.03 y 1.16 pg/uL. Las clonas putativamente
transformadas se seleccionaron en medio TAP liquido + Zeocina (5 mg/L) después de 3
resiembras y se resguardaron a 16°C en medio TAP sdlido. Los avances en este proyecto

sientan las bases para la comprension de los promotores inducibles y sus inductores en las




ABSTRACT

microalgas verdes y al desarrollo de nuevas alternativas para la expresion de proteinas

recombinantes en Chlamydomonas reinhardtii.

ABSTRACT

The green microalgae Chlamydomonas reinhardtii is a widely studied photosynthetic
organism. It presents simple, well-defined and profitable growth requirements in the
expression of recombinant proteins. However, to date the recombinant protein yields
achieved are too low to consider C. reinhardtii a commercial biotechnological platform. One
solution to this is the use of promoter sequences, as gene transcription regulators and
enhancers. In C. reinhardtii, mainly constitutive-type and in a lesser extent, inducible-type
genes have been studied. Recently, our research group identified and characterized two
core genes, CrGPDH2 and CrGPDH3, which encode the enzymes glycerol 3-phosphate
dehydrogenase (GPDH). These genes are inducible by NaCl at low concentrations (5 mM)
and in short times (5 to 30 minutes). Hereinafter, a chimeric promoter (RIA3 / PromC) was
obtained that comprises the inducibility region (RIA3) linked to the minimal promoter
(PromC) of CrGPDH3, capable of driving the expression of the GUSPIus reporter gene in
NaCl and KCI treatments as inductors. However, the responsiveness of the RIA3 region in
fusion with other promoters such as the commercial HSP70A / RBCS2 promoter in the
presence of salts is unknown. The following work presents the general objective of obtaining
the RIA3/ HSP70A / RBCS2 hybrid promoter in the green microalgae C. reinhardtii. For this,
the constructions pHR: GUSPIus and pRHR: GUSPIlus were generated, taking as a starting
point the plasmids pRIA3 / PromC and the plasmid pHR: GPDH3. Initially, the enzymatic
digestion of the plasmid pHR: GPDH3 was carried out with the enzymes BamHI and Notl,
substituting the nuclear gene CrGPDH3 for the reporter gene GUSPIus to generate the
construction pHR: GUSPIlus. After from the pRIA3 / Prom plasmid, the RIA3 inducibility
region was amplified and by the commercial method of IN-Fusion HD Cloning it was fused
upstream of the commercial HSP70A / RBCS2 promoter in pHR: GUSPIus to generate the
pRHR: GUSPIlus construct. The pSP124S (empty vector), pHR: GUSPIlus and pRHR:
GUSPIlus constructs previously verified by sequencing were used in the biobalistic
transformation of C. reinhardtii at concentrations of 1.19, 1.03 and 1.16 pg/pL. The putatively
transformed clones were selected in liquid TAP medium + Zeocin (5 mg/L) after 3 reseeding
and stored at 16 ° C in solid TAP medium. The advances in this project lay the basis for the

understanding of inducible promoters and their inducers in green microalgae and the
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Chlamydomonas reinhardti, es considerada por muchos autores como un organismo
modelo, debido a las ventajas que ofrece en cuanto a fécil cultivo, pocos requerimientos
nutricionales, bajo costo de escalado, amplio conocimiento de la secuencia gendmica,
procesos fisioldgicos y regulacién osmotica, por ello, se ha mostrado gran interés en esta
microalga y en su potencial para la obtenciébn de proteinas recombinantes. En
biotecnologia, el uso de estos microorganismos ha permitido la obtencién de
biocombustibles, biofertilizantes, cosméticos, suplementos nutritivos, farmacos, biomasa
y biorremediacion de agua y suelos (Rivera et al., 2011; Franklin & Mayfield 2004). Sin
embargo, los niveles de expresion de genes en C. reinhardtii son relativamente bajos y
los rendimientos de proteina soluble total (PST) generalmente no superan el 1%, valor
minimo requerido para considerar a C. reinhardtii como una plataforma biotecnoldgica

de interés comercial (Aguilar et al., 2013).

En los Ultimos afios, los esfuerzos por obtener lineas transgénicas mas eficientes en la
expresion de genes heterdlogos en C. reinhardti se han incrementado. Algunas
estrategias que facilitan los mecanismos de regulacién y expresiéon de transgenes en
cloroplasto y nucleo de C. reinhardtii son: el uso de coddn optimizado en secuencias
heterélogas para incrementar la compatibilidad con el genoma de C. reinhardtii, el uso
de interferencia por ARN (miRNA) como método de eleccion en el silenciamiento
genético de genes enddgenos que interfieren con la expresién de transgenes y el uso de
secuencias no codificantes como intrones y regiones promotoras potenciadoras de la
expresion. La importancia de los promotores radica en su fortaleza y capacidad de
expresion, ya sea de tipo constitutivo o inducible. Uno de los promotores més estudiado
es el promotor doble constitutivo HSP70A/RBCS2 de la proteina de choque térmico
HSP70A y la subunidad 2 de la enzima Ribulosa bifosfato carboxilasa (Rubisco)
(Schroda et al., 2000). Sin embargo, los promotores inducibles han cobrado mayor
importancia por su respuesta controlada a diferentes estimulos, tales como la respuesta
a luz (PSAD; Fischer & Rochaix, 2001), cobre (CYCB6; Quinn & Merchant, 1995), nitrato
(NIT1; Ohresser et al., 1997), vitamina B12 (METE; Helliwell et al., 2014), sulfuro
(LHCBMS9; Sawyer et al., 2015) y recientemente a sales (CrGPDH3; Beltran-Aguilar et
al., 2019).
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Una de las rutas metabdlicas mas estudiadas en C. reinhardtii es la biosintesis de lipidos,
por su aplicacibn en la produccion de biocombustibles como fuente de energia
renovable. En la célula la biosintesis de lipidos se asocia a la produccién de
componentes de membrana, almacenamiento de energia, moléculas de sefializacion y
proteccién celular. En la levadura Saccharomyces cerevisiae se han observado cambios
fisiologicos en situaciones de estrés hiperosmético con la consecuente sintesis y
acumulacién de glicerol como principal responsable del mecanismo de osmoregulacién
(Folch-Mallol et al., 2004). Una respuesta similar se ha observado en C. reinhardtii con
una tolerancia méxima de hasta 200 mM de NaCl (Leén & Galvan, 1994). Aunque el
mecanismo de respuesta en C. reinhardtii no ha sido completamente elucidado, se han
identificado genes de activacion inmediata en condiciones de estrés osmotico. En 2012
Herrera-Valencia et al., identificaron y caracterizaron in silico tres genes homdlogos del
nucleo de C. reinhardtii, que codifican para la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
(GPDH). La enzima GPDH participa en la formacion de glicerol-3-fosfato (G3P) precursor
en el metabolismo de glicerol y triacilglicéridos (TAG). Los genes homdélogos GPDH se
denominaron CrGPDH1, CrGPDH2 y CrGPDH3 respectivamente. De estos CrGPDH1
representd un gen tipo constitutivo que se expresé de manera constante durante el ciclo
de vida de la microalga, mientras que CrGPDH2 y CrGPDH3 representaron genes tipo
inducibles que se expresaron bajo condiciones especificas de salinidad (Casais-Molina
et al., 2016; Herrera-Valencia et al., 2012).

Los estudios de las secuencias promotoras de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3
constituyen una herramienta potencial para el analisis y comprension de los mecanismos
de expresion de genes en C. reinhardtii, tanto de genes endégenos como exdégenos en
diferentes condiciones de estrés osmoético. Se ha demostrado por estudios anteriores,
gue el gen nativo CrGPDH3 tiene respuesta inmediata en presencia de ciertas
concentraciones de sales. La alta capacidad de inducibilidad de este promotor ha
permitido que cepas de C. reinhardtii toleren concentraciones entre 5y 200 mM de NaCl
mediante la sintesis de moléculas osmoreguladoras como el glicerol (Casais-Molina et
al., 2016). En 2019, Beltran-Aguilar et al. (2019), lograron obtener mediante ingenieria
genética el promotor hibrido RIA3/PromC. Este promotor contiene una region de
inducibilidad rio arriba de 577pb (RIA3) y una regién minima promotora de 938pb
(PromC). El promotor hibrido RIA3/PromC es un derivado del gen nuclear CrGPDH3 y




se ha demostrado que es capaz de conducir la expresion de un gen reportero en
condiciones de estrés osmdtico por sales como NaCl y KCI. Sin embargo, aln quedan
interrogantes por responder sobre la regién de inducibilidad RIA3 como lo elementos
responsivos que comprenden la regién, la posible interaccion con otras secuencias
promotoras o su activacion frente a otros inductores en la regulacién transcripcional. Por
tal razon este trabajo propone la obtencién del promotor hibrido RIA3/ HSP70A/RBCS2
en la microalga verde C. reinhardtii, como punto de partida en la evaluacién de la regién
de inducibilidad. De esta manera se espera contribuir en el conocimiento de genes
inducibles como CrGPDH3 en C. reinhardtii y en la ingenieria de promotores como
herramienta biotecnolégica en la expresion de genes heterélogos en la microalga verde
C. reinhardtii.
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1.1 Generalidades de Chlamydomonas reinhardtii

Las algas del género Chlamydomonas se clasifican taxonémicamente dentro del reino
Plantae, subreino Viridiplantae, en la divisién Clorofitas de algas verdes. En estudios de
filogenia se ha clasificado el género Chlamydomonas como el ancestro comun de plantas
superiores y animales. Las Clorofitas (algas verdes, incluida Chlamydomonas)
divergieron de las Estreptofitas (plantas terrestres y sus estrechos familiares) hace mas
de mil millones de afios. Muchos de los genes de Chlamydomonas se pueden rastrear
en las plantas terrestres o en el ancestro comun planta-animal en analisis comparativos
de genomas. Especificamente, muchos de los genes de Chlamydomonas y
angiospermas derivan de plantas verdes ancestrales, incluidos los genes asociados a la
funcion de fotosintesis y plastidios. Los genes compartidos por Chlamydomonas y
animales son derivado del ultimo ancestro comun planta-animal y muchos de ellos se
han perdido en las angiospermas, en particular los que codifican proteinas del flagelo
eucariota (o cilio) y el asociado al cuerpo basal (o centriolo) (Merchant et al., 2007).

Del género Chlamydomonas se han descrito alrededor de 500 especies, en medios de
agua salada, dulce y diferentes tipos de suelo. Aunque cientificamente solo se emplean
unas cuantas especies, entre ellas Chlamydomonas reinhardtii como la mas estudiada
en laboratorio (Llopis y Loreto, 2007). Las principales cepas C. reinhardtii en laboratorio
derivan de aislamientos hechos por G.M. Smith en 1945 a partir de suelo recolectado
cerca de Amherst, Massachusetts. Desde entonces el estudio de diversos linajes de C.
reinhardtii ha conllevado al entendimiento de los procesos fisiol6gicos, bioguimicos y

moleculares de este organismo (Harris, 2001).

La microalga verde C. reinhardtii es un organismo eucariota unicelular de 10 pm de
longitud aproximadamente. Presenta una pared celular, un par de flagelos, mitocondrias
y un unico cloroplasto basal que ocupa casi el 40% del volumen celular y rodea el nucleo.
Ademas, contiene una mancha ocular rica en pigmentos de carotenos que capta la luz
solar, como fuente de energia necesaria en los procesos de fotosintesis (Figura 1.1). C.

reinhardtii se caracteriza por ser un organismo de rapido crecimiento con un ciclo
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biolégico haploide-diploide. Las cepas silvestres de C. reinhardtii son facilmente
cultivables en medio liquido definido o medio agar a pH neutro, sin requerimiento de
suplementos vitaminico u otros cofactores. Otra ventaja es su capacidad de crecer de
manera fotoautotréfica, mixotréfica y heterotréficamente en presencia de acetato como
fuente de carbono, a diferencia de otras especies del mismo género como
Chlamydomonas moewusii y Chlamydomonas eugametos, lo que ha conllevado a

diversos estudios y caracterizacién de cepas mutantes (Harris, 2001).
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Figura 1.1: Estructura celular de la microalga verde Chlamydomonas reinhardtii (Merchant et al.,
2007).

1.2 Sistemas de produccién de proteinas recombinantes

En los ultimos afios la demanda de proteinas recombinantes con interés biotecnolégico
ha orientado el estudio hacia sistemas biol6gicos cada vez mas eficientes y
econOmicamente sustentables. Los sistemas biotecnolégicos mayormente empleados
se conforman por microorganismos procariotas y células superiores de mamifero, sin
embargo, ambos presentan deficiencias biotecnoldgicas y de produccion. En el caso de
bacterias el ensamblado de proteinas complejas es limitado o esta ausente, debido a

que carecen de las estructuras celulares encargadas de estos procesos post-
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traduccionales. En cambio, las células de mamifero ofrecen la ventaja de producir
proteinas recombinantes idénticas a las de origen humano, sin embargo, los procesos
de escalado industrial generalmente demandan altos costos (Rosales-Mendoza et al.,
2012). Otra gran desventaja para estos sistemas es el posible riesgo para la salud, ya
que pueden introducir endotoxinas, patégenos y virus durante la produccién de proteinas

terapéuticas (Franklin y Mayfield, 2004).

Por otro lado, las plantas transgénicas también han sido consideradas como sistemas
productivos de proteinas recombinantes, donde los mecanismos de sintesis y
modificaciones post-traduccionales son los propios de las células de mamiferos. Esto ha
permitido la produccién y ensamblado de proteinas multiméricas como anticuerpos,
vacunas, hormonas y enzimas. Las plantas generalmente son reconocidas como
sistemas seguros (en inglés, GRAS: generally recognized as safe) por presentar bajo
riesgo de contaminacion viral, priénica o bacteriana por endotoxinas. Sin embargo,
algunos de los inconvenientes inherentes al cultivo de plantas transgénicas son los
largos periodos de produccion, la demanda de extensiones de tierra y la contaminacion
de cultivos circundantes por el flujo de genes mediante procesos de polinizacién
(Franklin y Mayfield, 2004).

En cambio, las microalgas han emergido con un potencial revolucionario en la
biotecnologia. Las microalgas al igual que las plantas son considerados sistemas GRAS
y presentan una serie de caracteristicas que la hacen deseable como sistema comercial
en la expresién de proteinas recombinantes. Tales son: las altas tasas de crecimiento y
facilidad de cultivo, con la capacidad de realizar modificaciones post-transcripcionales y
post-traduccionales (Surzycki et al., 2009). Las microalgas también exhiben una
eficiencia fotosintética superior, siendo aproximadamente tres veces mas eficiente en el
uso de la luz que las plantas superiores (Shimizu, 1996). Ademas, cuentan con un
sistema de sefializacion y secrecion que permite la localizacién y aislamiento de
proteinas en los procesos de purificado. Eso sin contar la amplia variedad de elementos
promotores de cloroplastos y nudcleo bien caracterizados para estos organismos
(Rosales-Mendoza et al., 2012; Rochaix et al., 2000).
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Entre las principales aplicaciones de microalgas se encuentra la obtencién de
biocombustible, biofertilizantes, cosméticos, suplementos nutritivos, farmacos, biomasa
y biorremediacion. Bajo ciertas condiciones, muchas especies de microalgas pueden
acumular altas concentraciones compuestos de interés comercial, tales como proteinas,
lipidos, almiddn, glicerol, pigmentos naturales o biopolimeros (Gomez Luna, 2007). En
la tabla 1.1 se muestra una comparacion entre los diferentes sistemas biotecnolégicos
empleados para la produccién de proteinas recombinantes entre los que se incluyen las

microalgas (Rivera et al., 2011).

Tabla 1.1: Comparacion entre los diferentes sistemas biotecnoldgicos para produccion de
proteinas recombinantes.

Cultivo de .
L . . IAnimales Plantas .
Caracteristicas  Bacterias Levaduras Celulgs transgénicos  transgénicas Microalgas
Mamifero
Tiempo de .
produccion Corto Mediano Largo Largo Largo Corto
Costos de . . . .
produccion Mediano Mediano Altos Alto Bajo Muy bajo
Costo de_ Alto Alto Alto Alto Bajo Muy bajo
escalamiento
Costo de Econémico [Econdmico Costoso NL  ICostoso Econémico |Econémico
almacenamiento [20°C -20°C TA TA
Propagacion Facil Facil Dificil Factible Facil Muy facil
;::;Zno de Desconocido [Desconocido [Limitado Limitado No limitado [No limitado
Glucosilacion Ausente Incorrecto Correcto Correcto Correcto Correcto
e\ NO NO S S| S|
proteinas

NL: Nitrégeno liquido; TA: Temperatura ambiente (Aguilar et al., 2013; Rivera et al., 2011).
1.2.1 Chlamydomonas reinhardtii como organismo modelo

Chlamydomonas reinhardtii es considerado un organismo modelo para la expresion de
proteinas recombinantes. Entre los beneficios que presenta se incluyen el amplio
conocimiento de su secuencia gendémica y la eficiencia en metodologias de
transformacién para genomas de cloroplastos y nuclear. La expresion de proteinas con
interés biotecnolégico en C. reinhardtii ha cobrado mayor importancia en los ultimos

afos, especialmente en la obtencion de biofarmacos, sin embargo, los rendimientos de
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transgenes reportados hasta la fecha son relativamente bajos, y se requiere de mayores
investigaciones para comprender los mecanismos de regulacion y expresion de genes
en esta microalga (Rosales-Mendoza et al., 2012; Neupert et al., 2009;Harris, 2001). La
regulacibn osmdética, es uno de los mecanismos mayormente estudiados en C.
reinhardtii. Como fuente atractiva en el analisis de nuevos genes, la regulacién osmdética
permite la activacién y silenciamiento de secuencias promotoras que responden a
condiciones de estrés osmatico, dirigiendo de esta manera la expresidbn genes
adyacentes y consecuentemente la generacion de transcritos y proteinas claves en los

mecanismos de regulacién osmética (De Guglielmo y Fernandez Da Silva, 2016).

Algunos de los transgenes expresados hasta la fecha provienen generalmente de la
transformacién de cloroplasto como los ejemplos mencionados la tabla 1.2; sin embargo,
para la expresion de proteinas complejas se requiere de transformacion nuclear de C.
reinhardtii. Actualmente la expresién de proteinas recombinantes a nivel nuclear
presenta inconvenientes como el silenciamiento genético por problemas de insercion,
modificaciones de genotipo y actividad proteolitica de proteasas que generan la baja
expresion de transgenes o acumulacion de proteinas recoembinantes en C. reinhardtii
(Bitas et al., 2016).

Tabla 1.2: Transgenes de interés biotecnoldgico expresados en C. reinhardtii

Gen expresado Tipo de proteina Rendimiento de PST Referencia
83K7C Anticuerpo derivado de IgG1 0.1% Tran et al.,(2009)
Suero bovino amiloide
M-SAA asociado a las glandulas 5.0% Manuell et al., (2007)
mamarias

Descarboxilasa de acido

0/- 0,
hGADG65 glutamico humana 65 0.25%-0.3% Wang et al., (2008)
appA Gen de la fitasa de E.coli 3.7% Yoon et al., (2011)
1gG Anticuerpo 1gG de cadena No reportado Griesbeck et al., (2006)

simple fucionado a luciferasa
(Modificado de Rivera et al., 2011).

Por ello se requieren nuevas estrategias para orientar la investigacion hacia un sistema
productivo mas eficiente de C. reinhardtii, a fin de satisfacer necesidades de la industria

biotecnol6gica (Griesbeck et al., 2006).
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1.3 Mecanismos de regulacién génica de C. reinhardtii en respuesta a estrés

osmatico

Una de las ventajas que ofrece C. reinhardtii como organismo modelo es su facilidad de
adaptacion a diferentes entornos. Esta caracteristica es el resultado de diversos
procesos evolutivos y fenbmenos epigenéticos en respuesta al entorno cambiante.
Muchos de los mecanismos involucrados en la adaptacibn se conservan entre
eucariontes, como las respuestas a variaciones térmicas, estrés oxidativo y estrés por
alta osmolaridad (Folch-Mallol et al., 2004; Nguyen y Shiozaki, 2002). Entre las especies
mas estudiadas con relacion a estrés osmoético se encuentran la levadura
Saccharomyces cerevisiae y la microalga Dunaliella salina, las cuales han sido tomadas
como organismos modelos para comprender los mecanismos de regulacion génica que
median la respuesta de C. reinhardtii en condiciones de estrés osmotico (Casais-Molina
et al., 2016; Perrineau et al., 2014).

En estudios previos se ha reportado que C. reinhardtii puede tolerar hasta 200 mM de
NaCl en su entorno circundante sin llegar a comprometer sus funciones vitales (Leén y
Galvan, 1994); concentraciones superiores a ésta, pueden producir reduccion del
tamafio celular, inhibicion de los procesos fotosintéticos, disminucion de las tasas de
crecimiento y muerte celular (Perrineau et al., 2014). Por otro lado, se ha observado altas
tasas de biosintesis de glicerol y triacilglicéridos (TAG) en respuesta al estrés osmatico.
El glicerol es un metabolito osmoregulador que previene la pérdida de la turgencia
celular. En S. cerevisiae la biosintesis de glicerol esta regulada a nivel transcripcional
principalmente por la via de HOG (en inglés: High Osmolarity Glicerol) la cual involucra
una serie de genes corriente abajo, como los genes GPD1 y GPD2 que codifican para la
enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa de levaduras (Folch-Mallol et al., 2004). En D.
salina, D. viridis y mas recientemente en C. reinhardtii se han identificado genes GPDH

homologos involucrados en la biosintesis de glicerol (Herrera-Valencia et al., 2012).

Los mecanismos de percepcién del déficit hidrico o estrés osmético aun no han sido del
todo descritos para estos organismos, sin embargo, se ha sugerido que la sefal de
estrés osmaotico se genera a través de cambios fisicos en la membrana celular y de la
actividad de proteinas transmembranales que funcionan como osmosensores (Suescun-

Bolivar y Thomé, 2015). Estas proteinas se caracterizan por producir cambios
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conformacionales en su estructura en respuesta a la percepcion del desbalance
osmotico. Esto conduce a la activacion de la cascada de sefializacion en la que
seencuentran involucradas diferentes enzimas MAPK cinasas que fosforilan corriente
abajo otras proteinas responsables de la activacibn de factores de transcripcion
ysubsecuentemente de genes diana que median la respuesta al estrés osmético. En la
figura 1.2 se muestra el esquema general de la respuesta a estrés osmético y la cascada
de sefializacion de MAPK cinasas que conduce a la activacion de genes diana en

eucariotas (Karlusich et al., 2014; Gonzélez Canté, 2018).

Célula eucariota

Sensor
Espacio Estfés
extracelular Osmotico .
TSalinidad
Cascada de
/x J\ sefializacion
il
Membrana/ Jl J‘Lix Jl
plasmética
Espacio /
Intracelular
Nucleo

Figura 1.2: Esquema general de la respuesta a estrés osmotico y la cascada de sefializacion de
MAPK cinasas que conduce a la activaciéon de genes. FT: factores de transcripcion. PE: proteinas
efectoras (modificado de Karlusich et al., 2014).

Se ha informado que la cascada de proteina-cinasa activada por mitdgeno (MAPK),
también conocida como la via de sefalizacién de glicerol de alta osmolaridad (HOG) en
levaduras, se activa para regular la sintesis de glicerol durante la adaptacion al estrés
osmatico. Las funciones de MAPK estan altamente conservadas en todas las células
eucariotas y son reconocidas por su papel en la transduccién de sefiales en respuesta
al estrés. Las proteinas y genes MAPK se han estudiado fundamentalmente en plantas
superiores como Arabidopsis, arroz, maiz, tabaco y mas reciente en algas verdes como

el gen DsMPK involucrado en la respuesta a shock hiperosmético en D. salina (Lei et

10
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al., 2008); la participacion de una proteina tipo MAPK en D. viridis en respuesta al shock
hipertonico (Jiménez et al., 2004) y el gen DIMAPK involucrado en la regulaciéon y
expresion de DtGPDH en la sintesis de glicerol en D. tertiolecta (Zhao et al., 2016). Asi
también en C. reinhardtii se han identificado genes homologos MAPK como el
genCrMAPKS3 gue regula la expresion de genes sensibles a la deficiencia de hierro (Fei
et al., 2017); y en presencia de diversas concentraciones de NaCl se ha observado
niveles elevados de actividad cinasa regulada por la sefial extracelular (ERK) y la cinasa
N-terminal c-Jun (JNK) después de sufrir estrés osmotico, asi como un aumento en el

contenido de lipidos celulares (Yang et al., 2018).
1.4 Promotor: secuenciareguladora de la transcripcién

Entre los elementos regulatorios de la maquinaria de transcripcion se encuentran los
promotores. Un promotor es una regién de ADN no codificante, que se localiza corriente
arriba del sitio de inicio de la transcripcion. El nacleo del promotor esta constituido por
regiones proximales TFBS (caja CAAT y GC) que posibilitan la unién de factores de
transcripcion y el anclaje de la enzima ARN polimerasa Il para el ensamblado del
complejo de iniciacion de la transcripcion. Este complejo es activado por regiones
distales TFBS que regulan la actividad del nucleo del promotor mediante interacciones
funcionales complejas, ya sea por activacion o inhibicién de la transcripciéon de un gen
(Bitas et al., 2016; De Guglielmo y Fernandez Da Silva, 2016). En la figura 1.3 se

representan las secuencias de un promotor.

—{enhancer }-{ GGGCGG |-[ GGCCARTCT || TATAAAA [-["exon [intron [ exon |-

-90 -75 -25
Caja de GC Caja de CAT Cajade Hogness
Caja de TATA

Figura 1.3: Representacion esquematica de las secuencias de un promotor. Las secuencias se
sefialan en amarillo (De Guglielmo y Fernandez Da Silva, 2016).

La importancia de los promotores radica en el potencial de regulacion sobre la expresion
de genes de interés en organismo silvestres y en aquellos genéticamente modificados.
Actualmente constituyen una herramienta biotecnolégica, ya que pueden incrementar la

actividad transcripcional o comportarse como controles de expresion en diferentes
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estadios del organismo. Los promotores con base en su funcionamiento, tipo y nivel de
expresion observados se clasifican en constitutivos (estado basal), estadio-especificos,
inducibles (estimulos externos), sintéticos y/o hibridos, resultando de mayor interés
aguellos que proporcionen mayores niveles de expresion (De Guglielmo y Fernandez Da
Silva, 2016; Blazeck y Alper, 2013).

Entre las primeras secuencias de promotores que se estudiaron destacan los promotores
de tipo constitutivos aislados de patdgenos vegetales, como los promotores de Opinas
de Agrobacterium tumefaciens, el CaMV35S aislado del virus de coliflor, el CsVMV del
virus de mosaico de la yuca, el BSV del virus rayado de banano y el FMV-35S de un
virus de coliflor relacionado con CaMV35S, entre otros ampliamente usados. Sin
embargo, a pesar de ser promotores constitutivos de fuerte expresion, el uso de estas
secuencias ha presentado algunos inconvenientes, como el efecto de silenciamiento
genético en lineas transformadas, su procedencia de origen viral y la percepcién
negativa en cuanto a la transformacién vegetal para la salud humana (Hull et al., 2000).
Por tal razén, una de las alternativas ha sido el estudio de promotores de origen vegetal,
tanto en monocotiledéneas como dicotiledéneas. Entre estos destacan el promotor
constitutivo de ubiquitina, proteina involucrada en la reparacién de ADN y estructura de
la cromatina (Plesse et al., 2001; Christensen et al., 1992) y el promotor constitutivo de
actina, fundamental en el citoesqueleto vegetal (De Guglielmo y Fernandez Da Silva,
2016; McElroy et al., 1990). Por otro lado, se encuentra los promotores inducibles como
los promotores activados por estrés bidtico: NOS del gen napolina sintetasa en
Agrobacterium (An et al., 1990), peroxidasa de arroz y el inhibidor de la peroxidasa Il en
arroz (Sasaki et al., 2007), el promotor de la enzima RuBISCO, inducible por luz y de
alcohol deshidrogenasa |, inducible por anaerobiosis (Saidi et al., 2005); los promotores
fruto-especifico del gen ACC oxidasa y ACO sintasa involucrados en la biosintesis y los
promotores de respuesta a etileno E4 y E8 empleados en la identificacion de elementos
activadores y supresores en la expresion génica de plantas (De Guglielmo y Fernandez
Da Silva, 2016Hiwasa-Tanase et al., 2012). La identificacion y anotacion in silico de
algunas de estas secuencias han asentado las bases para la basqueda de nuevas
secuencias regulatorias en otros organismos eucariotas como C. reinhardtii (Romero-

Campero et al., 2016).
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1.5 Promotores estudiados en C. reinhardtii

La importancia del estudio de promotores en microalgas se debe al alto potencial de este
organismo como plataforma biotecnoldgica, pues ademas de las ventajas fisioldgicas
que ofrece, es de facil transformacion y puede desarrollar modificaciones
postraduccionales de proteinas recombinantes complejas (Eichler-Stahlberg et al.,
2009). Sin embargo, C. reinhardtii presenta bajas tasas de expresion de transgenes ( <
1% de proteina soluble total), limitante que ha impedido el uso de esta microalga como
plataforma alternativa y comercial de la industria biotecnolégica. Por tal razén uno de los
principales objetivos en muchas investigaciones es la caracterizacion de nuevas
secuencias promotoras, a fin de comprender los mecanismos de la regulacion génica y
de obtener mayor rendimiento en la expresion de transgenes (Aguilar et al., 2013;
Eichler-Stahlberg et al., 2009).

1.5.1 Promotores constitutivos

Los promotores constitutivos son secuencias que regulan la expresion de un gen de
manera basal y constante. La regulacion de genes involucrados en procesos fisiolégicos
tal como la fotosintesis, se produce de manera constitutiva. En el genoma de cloroplasto
se han estudiado algunas secuencias de caracter constitutivo como el gen rbcL que
codifica para la subunidad grande de la enzima ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa
(enzima clave en la fotosintesis), el gen atpA que codifica la subunidad alfa ATPasa y el
gen psbA que codifica para la proteina D1 del fotosistema Il. Gran parte del estudio de
estas secuencias y de sus regiones promotoras ha conducido eficazmente la expresion
transgénica de proteinas en cloroplastos (Michelet et al., 2011; Surzycki et al., 2009;
Griesbeck et al., 2006). Por otro lado, una de las secuencias mas estudiadas del genoma
nuclear de C. reinhardtii es el gen RBCS2 que codifica para la subunidad pequefia de la
enzima ribulosa-1,5-bifostafo carboxilasa. ElI promotor del gen RBCS2 se ha empleado
en la expresion de un gran numero de genes heterélogos como el gen reportero ble que
aporta resistencia a la fleomicina y derivados (Stevens et al., 1996), gen aadA resistente
a espectinomicina (Cerutti et al., 1997) y el gen arg7 que participa en la biosintesis de
arginina en cotransformacion de cepas mutantes de C. reinhardtii (Auchincloss et al.,

1999). Asi también el promotor B.TUB (Davies et al., 1992) se ha empleado en la
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expresion de genes foraneos como el gen aph7” que media la resistencia a higromicina
B (Berthold et al., 2002). Sin embargo, la poca eficiencia en la obtencién de mutantes,
fenotipos inestables y bajas respuestas de expresion en la mayoria de estos reportes,
han conducido a otras investigaciones en busca de un sistema de promotores de mayor
respuesta en la expresioén de genes. Una alternativa ha sido el empleo de activadores
transcripcionales como el promotor del gen HSP70A codificante de una enzima
protectora a estrés térmico (en inglés: heat-shock proteins). La fusiéon del promotor
HSP70A corriente arriba de otras secuencias promotoras como B.TUB, HSP70B y
RBCS2, produce un incremento en la expresion de transgenes, fundamentalmente la
fusion entre HSP70A y RBCS2 (Schroda et al., 2000; Schroda et al., 2002). El
promotorhibrido HSP70A/RBCS2 ha sido ampliamente estudiado y utilizado en la
expresion de proteinas recombinantes en C. reinhardtii, incluso se han generado
vectores comerciales como pChlamy4 (Thermo  Fisher  Scientific) vy
pHsp70A/RbcSChlamy (Heitzer & Zschoernig, 2007). En la tabla 1.3 se nombran algunos
ejemplos de genes expresados por la actividad del promotor doble constitutivo
HSP70A/RBCS2.

Tabla 1.3: Genes expresados por la actividad del promotor doble constitutivo HSP70A/RBCS2
en C. reinhardtii.

Gen Rendimiento (%) Referencia
GFP No reportado Wu et al., (2008)
crEPO 100 pg/L (0.03% peso Eichler-Stahlberg et al.,
seco) (2009)
Xynl 0.25% PST Rasala et al., (2012)
crOR 1.4% PCT Morikawa et al., (2018)

PST: Proteina soluble total. PCT: Proteina celular total

1.5.2 Promotores inducibles

A diferencia de los promotores constitutivos que presentan una expresion constante y
basal en la expresion de proteinas heterélogas, los promotores tipo inducibles pueden
ser activados por diferentes estimulos, tanto endégenos (hormonas) como exdgenos de

tipo fisico-mecénico, quimico o biologico. Estos promotores posibilitan un control
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espacial y temporal mas preciso de la expresion de genes, sin llegar afectar todo el ciclo

de desarrollo de un organismo (Bitas et al., 2016).

Algunos ejemplos de promotores inducibles identificados en C. reinhardtii son: el
promotor del gen nitrato reductasa (nitl) que codifica para una enzima involucrada en la
asimilacion de nitrato y el promotor cyc6 (citocromo c6) inducible por anaerobiosis,
ambos facilitan la expresion controlada y reversible de genes cambiando la composicién
gquimica de los medios de la cultivo (Griesbeck et al., 2006). También destaca el promotor
LHCBM9 inducible en presencia de sulfuro (Sawyer et al., 2015) y el promotor
sulfoquinovosildiacilglicerol 2 (SQD2) inducible por deficiencia de fésforo (Ilwai et al.,
2014). A bajas concentraciones de CO: se ha observado la actividad inducible del gen
de la anhidrasa carbénica (cahl) (Kucho et al., 1999) y en condiciones de deficiencia de
hierro la actividad del gen feal (Coutinho, 2017). La mayoria de estas secuencias se
han podido evaluar gracias al uso de marcadores de seleccion y proteinas reporteras
como arilsulfatasas, luciferasas, proteinas de fluorescencia como GFP (en inglés: Green
fluorescent protein), genes de resistencia y genes de restauracibn en mutantes
(Mussgnug, 2015). Por otro lado, cabe destacar que la importancia de estudiar los
promotores inducibles radica en la identificacion de elementos regulatorios en cis que
son los responsables de la especificidad de respuesta a estimulos. Al aislar estos
elementos y unirlos en promotores sintéticos, se puede obtener una expresion

transgénica controlada eficiente (Venter, 2007; Rushton et al., 2002).

1.5.3 Promotores sintéticos e hibridos

Algunos estudios interesantes han descrito como los cambios en la arquitectura del
promotor y el disefio especifico de motivos conservados en cis pueden mejorar el control
de la actividad génica espacio-temporal, regular transgenes y superar inconvenientes
como el silenciamiento génico. En este sentido, los promotores sintéticos han sido una
herramienta valiosa de la ingenieria genética en organismos modificados. Un promotor
sintético contiene una region nucleo-promotora (region minima) con sitios claves de
reconocimiento para la ARN polimerasa Il y factores de transcripcion (FTs) que forman
el complejo de inicio de la transcripcion, ademas presenta mdltiples repeticiones o

combinaciones de elementos reguladores heterélogos rio arriba (motivos cis o sitios
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TFBS) que pueden actuar como potenciadores, activadores o represores de la
transcripciéon. El disefio de estas estructuras sintéticas ha sido posible con el uso de
herramientas bioinformaticas que incorporan bases de datos de secuencias regulatorias

combinados con la funcidon de modelos precisos in silico (Venter, 2007).

En un analisis de genes altamente expresados en C. reinhardtii se identificaron motivos
cis en la regiébn promotora. Estos motivos se usaron para generar un nuevo conjunto de
promotores de algas completamente sintéticos (saps) que permitieron una alta expresion
génica constitutiva dentro del nicleo de C. reinhardtii. Las regiones promotoras (-1000
a +50 nt desde el sitio de inicio de la transcripcion) de estos genes se analizaron
utilizando el software POWRS que identifica motivos basados no solo en secuencias
enriquecidas sino también en la posicion de estos elementos dentro de la region
promotora. Las secuencias se disefiaron con un perfil GC similar a los promotores
nativosy se evaluaron en cassettes de expresion junto al gen indicador de la proteina
fluorescente mCherry. De los 25 saps generados en el estudio, 7 presentaron niveles de
fluorescencia superiores al control (promotor constitutivo HSP70A/RBCS2), entre ellos
el promotor sapll con una mayor produccion de proteina mCherry. En adicién, un
analisis mas detallado del promotor sapl11 revelé la presencia de un motivo esencial, el
motivo CCCAT, el cual se encuentra altamente enriquecido a -65 pb rio arriba del sitio
de inicio de la transcripcion de 1,564 genes segun andlisis bioinformaticos. La
eliminacion de este motivo condujo a una reduccién severa de la funcién sapl11, lo que
podria indicar que el motivo CCCAT patrticipa en la metilacion del ADN en su papel de
regulacién transcripcional. Los saps se basan en una columna vertebral promotora
completamente sintética con una estructura de motivos reguladores cis formada a partir
de informacién genémica basada en anotaciones y ensayos experimentales (Scranton
et al., 2016). Por otro lado, los promotores hibridos comprenden regiones promotoras
enddgenas. A la fecha el mejor promotor hibrido de C. reinhardtii es el promotor
HSP70A/RBCS2. Se ha visto que la regibn HSP70A actla como un potenciador del
estado transcripcional, lo que aumenta la probabilidad de transcripcién del promotor
vecino (Lodha et al., 2008). Esto se ha comprobado con la fusién a otras regiones
promotoras como B2TUB y HSP70B conduciendo la expresién de genes reporteros

como aadA y HSP70B (Schroda et al., 2002). Seria interesante ver si la fusion del

16



CAPITULO |

promotor hibrido HSP70A/RBCS2 a otras secuencias enddgenas con motivos
regulatorios cis potencia la expresién de genes heterélogos como alternativamente se

ha visto en los promotores sintéticos (Scranton et al., 2016).

1.6 Identificacion de genes GPDH en C. reinhardtii y caracterizacion del gen
CrGPDH3
La biosintesis y metabolismo del glicerol-3-fosfato (G3P) es un proceso importante en
las respuestas de microalgas y hongos al estrés ambiental. La acumulacion de glicerol
intracelular proporciona un ajuste osmético al estrés salino, como en las microalgas
marinas Dunaliella spp. y en la levadura Saccharomyces cerevisiae (Driver et al., 2017).
Se ha comprobado que algunos genes de la ruta de biosintesis de lipidos responden a
cambios en el entorno extracelular, produciendo acumulacion de metabolitos
osmoreguladores como el glicerol (Goodenough et al., 2014; Husic y Tolbert, 1986).
Como en C. reinhardtii que puede alcanzar una tolerancia de hasta 200 mM de NaCl y
producir altas concentraciones de glicerol (Lebén y Galvan, 1994). Algunos genes del
metabolismo de lipidos involucrados en la respuesta sales en C. reinharsdtii son los
genes glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) y glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
(GPDH) (Duarte-Coello et al., 2019; Casais-Molina et al., 2016). De estos, los genes
GPDH se han identificado en diversos organismos como la levadura Saccharomyces
cerevisiae, la diatomea Phaeodactylum tricornutum y microalgas marinas Dunaliella spp.
La enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa que codifican estos genes participa en la
reducciéon de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a G3P, que finalmente se convierte en
glicerol por la acciéon de una G3P fosfatasa (Driver et al.,, 2017). En 2012 Herrera-
Valencia y colaboradores identificaron y caracterizaron in silico tres genes homadlogos
GPDH de la microalga verde C. reinhardtii. Una isoforma de GPDH de Dunaliella salina
DsGPDH2 y dos de Dunaliella viridis DvGPDH1 y DvGPDH2 (previamente clonadas y
caracterizadas) fueron empleadas como referencia en la identificacion in silico de los
genes CrGPDH1, CrGPDH2 y CrGPDH3 de C. reinhardtii. En este estudio, los genes de
mayor relevancia fueron CrGPDH2 y CrGPDHS3 por su caracter inducible a 200 mM de
NaCl y mayor porcentaje de identidad (97.9%) entre si con respecto a su homdlogo
CrGPDH1 de caracter constitutivo (Herrera-Valencia et al., 2012). Ademas, se logré

identificar las secuencias promotoras de los genes inducibles CrGPDH2 y CrGPDH3
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mediante el mapeo experimental. Las secuencias se obtuvieron por el método RLM-
RACE a partir ADNc amplificado por RT-PCR, donde la region promotora de CrGPDH2
presentd un total de 2,873 pb y la region promotora de CrGPDH3 present6 3,252 pb, lo
cual confirma la participacion de ambas regiones en la expresién de la enzima funcional
GPDH involucrada en la produccién de glicerol en respuesta al estrés osmético (Casais-
Molina et al., 2016).

1.7 Promotor RIA3/PromC de C. reinhardtii

Como resultado del estudio de la region promotora del gen CrGPDHS3 se identificé al
promotor minimo, denominado PromC, asi como una regiéon de inducibilidad
denominada RIA3. PromC fue capaz de conducir la expresion del gen reportero GUSPIus
en tratamientos de 100 mM NaCl, sin embargo, el patrén de expresion fue diferente al
del gen nativo CrGPDH3 (Fig. 1.4). Posteriormente, se analizé la regién rio arriba RIAL
(-2,727 a -1,672) del promotor nativo CrGPDH3 y se obtuvieron tres fragmentos de 500
pares de bases aproximadamente. La region completa RIA1 mas los fragmentos RIA2 (-
2,172 a-1,672), RIA3 (-2,727 a -2,150) y RIA4 (-2,400 a -1,900) se fusionaron a la
region minima inducible PromC y se evaluaron en cepas transformadas de C. reinhardtii
a 100 mM de NaCl. En la figura 1.4 se muestran los resultados (Beltran-Aguilar et al.,
2019).
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Figura 1.4: Analisis de deleciéon del fragmento RIA1 del promotor nuclear CrGPDH3 de C.
reinhardtii. (a) Diagrama esquematico de las deleciones secuenciales del fragmento RIA1 del
promotor CrGPDH3. (b) Analisis de transcritos por RT-PCR y visualizacién en gel de genes
expresados en tratamientos con NaCl 100 mM. M= marcador de peso molecular 2 Log (New
England Biolabs). WT=Cepa silvestre. SP= Vector vacio pSP124S (Beltran-Aguilar et al., 2019).
Segun los resultados obtenidos, la expresion del GUSPIus cuando fue conducida por
RIA2/PromC y RIA4/PromC fue levemente inducible al tratamiento de 100 mM de NaCl
y presentd una expresion menor que el gen nativo CrGPDH3, evaluada de manera
cualitativa. Sin embargo, la expresiéon del GUSPlus cuando fue conducida por
RIAL1/PromC o RIA3/PromC, presentd una respuesta inducible similar al resultado de
expresion del gen nativo CrGPDH3, evaluada de forma cualitativa. Lo anterior, puede
estar asociado a la presencia de elementos regulatorios en cis de la transcripcion de
genes en la region RIA3, los cuales podrian ser responsivos a sales como NaCl y KCl,
como indicé Beltran-Aguilar et al. (2019) al comparar dos tratamientos de 5 mM de NacCl
y 100 mM de KCI en cepas transformadas con el promotor RIA3/PromC, conduciendo
en ambos casos la expresion del gen reportero GUSPlus de manera inducible. Sin
embargo, pese a los avances en el conocimiento del promotor hibrido RIA3/PromC y su
respuesta a tratamientos de sales y estrés osmatico, poco se conoce sobre la regiéon de
inducibilidad RIA3 en cuanto a los mecanismos de activacion, los elementos

reguladoresen cis, genes involucrados o la respuesta que pueda desempefiar si se
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fusiona con otros promotores, como por ejemplo el promotor constitutivo comercial
HSP70A/RBCS2 (Schroda et al., 2000).

1.8 Justificacion

A pesar de las ventajas que ofrecen los promotores inducibles previamente estudiados
en C. reinhardtii, alin no se cuenta con un promotor nuclear inducible fuerte que pueda
ser utilizado en investigacion y/o de forma comercial para la produccion de proteinas
recombinantes. En este sentido, el promotor hibrido RIA3/PromC del gen nuclear
CrGPDH3 ha demostrado un gran potencial para la expresion de proteinas
recombinantes ya que es capaz de conducir la expresion génica de manera inducible
con NaCl y KCI como inductores. Ademas, la region RIA3 que le confiere inducibilidad al
promotor puede ser empleada en la caracterizacion de otros promotores, mediante su
fusion a promotores como por ejemplo el promotor comercial HSP70A/RBCS2. El contar
con un promotor hibrido que incluya RIA3/ HSP70A/RBCS2 permitira realizar
investigacion dirigida a responder la pregunta de si la regién RIA3 del promotor
CrGPDH3 es capaz de conferir inducibilidad a otros promotores.

1.9 Hipotesis
Es posible obtener un promotor hibrido RIA3/HSP70A/RBCS2 para la transformacion

génica de Chlamydomonas reinhardtii.

1.10 Objetivos
1.10.1 Obijetivo general

Obtener un promotor hibrido RIA3/HSP70A/RBCS2 de la fusién entre RIA3 del promotor
CrGPDH3 y el promotor constitutivo hibrido HSP70A/RBCS2 para la transformacion de

la microalga verde Chlamydomonas reinhardtii.
1.10.2 Objetivos especificos

Generar un promotor hibrido que conste de la region RIA3 del promotor CrGPDH3
fusionado al promotor constitutivo HSP70A/RBCS2.

Generar clonas bombardeadas de C. reinhardtii con una construccién de expresion que
contenga al promotor hibrido RIA3/HSP70A/RBCS2.
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1.11 Estrategia experimental

Generacion de construcciones I
EcoRV EcoRlI BamHI Notl EcoRV BamHI Notl
RIA3  "PromC GUSPlus - 3UTR CrGPDH3
pRIA3/PromC pHR:GPDH3
. » Digestién BamHI/Notl pHR:GPDH3
Amplificacién RIA3 y subclonacién Ligacién del gen reportero GUSPIus
en pGEM-TEasy. Secuenciacién y
— prediccion de elementos cis-acting GUSPIlus
RIA3:pGEM®-TEasy J pHR:GUSPlus
Swal EcoRV BamHI Notl

Ligacién RIA3 porel
protocolo In-Fusion
HD Cloning

Digestiéon Swal/EcoRV
. GUSP]US = il PHR:GUSPlus

pRHR:GUSPIlus

Oligonucleétidos: \ ‘ pSP124s ZymoPURE Plasmid 11
ﬁfbﬁxsm\m \:_/'ﬂ:_,, pHR: GUSPlus Midiprep Kit
GUSPlusAnyFw-GUSPlusAnyRv )
3UTRbFw-3UTRbRv : T .. .
Comprobacién PCR Obtencién Midipreps
| Transformacion de C. reinhardtii por Biobalistica |

Control Medio Control pSP124s PHR:GUSPlus  pRHR: GUSPlus
2X antibiético 3X 5X 5X
2x

) — QY UUY veeed

q

Seleccién de 5 colonias putati 1ite transforr X caja de construccién y
siembra en tubos Falcon con 3mL de medio TAP + antibiético Zeocina 5mg/L

l

A los 7 dias de cultivo se toman 50 pL de cada cultivo y se plaquea en cajas de
TAP sélido + zeocina 5mg/L como resguardo para posterior analisis
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS

2.1 Obtencion de la construccién pRHR: GUSPIus

2.1.1 Obtencion de la construccion pHR:GUSPIlus

De una alicuota original de Casais-Molina y colaboradores (2016), (plasmido pHR:
GPDH3) se tomaron muestras para la cuantificacion, digestién y deteccién de las
secuencias HSP70A/RBCS2 (promotor constitutivo) y el 3'UTR de RBCS2 (terminador).
De acuerdo con esto se disefiaron nuevos oligonucledtidos para la deteccion por PCR y
secuenciacion de las muestras. Los oligonucleétidos disefiados se denominaron HRbFw
5-ACGGTGACCTCCACTTTCAG-3’ (sentido, 20 pb, Tm=64.2°C) y HRbRv 5'-
CGGATAAGGGTTGCAAGTGCTC-3 (antisentido, 22 pb, Tm=68.6°C) para un amplicén
esperado de 183 pb del promotor constitutivo y los oligonucleétidos 3UTRbFw 5'-
CGGTGGATGGAAGATACTGC-3' (sentido, 20 pb, Tm=64.4°C) y 3UTRbRv 5'-
ATGGAGAAAGAGGCCAAAATC-3’ (antisentido, 21 pb, Tm=63.1°C) para un amplicon
esperado de 153 pb del terminador. Adicionalmente se evalué otra alicuota de Beltran-
Aguilar y colaboradores (2019) que contenia el plasmido pRIA3/PromC. Las muestras
procedentes de esta alicuota se emplearon para la deteccién del gen reportero GUSPIlus
con los oligonucleétidos GUSPlusAnyFw y GUSPIlusAnyRv que generan un amplicén de
159 pb. Todos los oligonucledtidos empleados para la obtencion de las construcciones

se muestran en el Anexo 1.

Una vez identificadas las secuencias se procedié en la construccion del plasmido
pHR:GUSPIus. Primero, se realiz6 la digestion enzimatica de los plasmidos pHR:
GPDH3 y pRIA3/PromC con 600 ng de cada muestra, 1 pL (20 000 U/mL) de la enzima
BamHI (NEB), 1 pL (20 000 U/mL) de la enzima Notl (NEB), 2 uL de buffer NEB 3.1y
H.O ultrapura a completar 20 pL de reaccién en tubo Eppendorf de 1.5 mL. La reaccién
se colocé en el Eppendorf™ Thermoblock a temperatura 6ptima de 37 °C durante 2 horas
(una hora por cada enzima). Al finalizar las muestras se evaluaron en gel de agarosa al
1.2 %. Las bandas obtenidas se cortaron con ayuda de un escalpelo, se aislaron y
purificaron por el protocolo comercial QIAquick Gel Extraction Kit Protocol (QIAGEN).

Los fragmentos purificados se cuantificaron para posterior ligacion.
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La ligacién del gen reportero GUSPIlus de pRIA3/PromC y el vector linealizado
procedente de pHR: GPDH3 se realizé en la relacion 1:3 vector-inserto, con 9.52 pL de
vector linealizado (77.4 ng), 7.81 pL de inserto (75.8 ng), 0.67 pL (3 U/uL) de la enzima
T4 DNA Ligasa (PROMEGA) y 2 uL de buffer 10X (PROMEGA) a volumen final de 20
uL. El tiempo de incubacién fue de 16 horas a temperatura de 4 °C. Al dia siguiente de
la reaccion de ligacibn se tomd 50 ng de ADN para la transformacion de células
competentes E. coli DH10B. Luego del proceso de transformacion las células se
estriaron con asa codada en platos de Petri que contenian medio LB sélido con
ampicilina (100 pg/mL). Los platos se dejaron en incubacion durante toda la noche a
temperatura de 37 °C (Anexo 2). Y al dia siguiente de las colonias posiblemente
transformadas se seleccionaron 5 clonas y se cultivaron en 4 mL de medio liquido LB
con ampicilina (100 mg/L). El cultivo se dejé en incubacion durante toda la noche a
temperatura de 37 °C para para posterior extraccion de ADN plasmidico (ADNp). El
procedimiento de extraccion de ADNp se realizé por el protocolo comercial High Pure
Plasmid Purification Kit (ROCHE). Al finalizar se cuantificaron las muestras y evaluaron
por digestion enzimatica. Estas se visualizaron en gel de agarosa al 1.2 % y las clonas

positivas se mandaron a secuenciar.
2.1.2 Subclonacién de la secuencia RIA3 en pGEM-T Easy

De los oligonucledtidos previamente disefiados por Beltran-Aguilar y colaboradores
(2019), RIA3Fw 5-TAAGATATCTGTCGCAATTCACACATCCAC-3 (sentido, 30 pb,
Tm=68°C) y RIA3Rv 5-CTAGAATTCTATGCCTAACGCCCATGCTCGG-3’ (antisentido,
31 pb, Tm=76°C) que amplifican la secuencia conocida RIA3 (577 pb) del gen nuclear
CrGPDH3 se madificaron los sitios de restriccién, dando lugar a los oligonucleétidos
RIA3SFw 5-TAAATTTAAATTGTCGCAATTCACACATCCAC-3' (sentido, 32 pb,
Tm=71.0°C) y RIA3VRv 5-CTAGATATCTATGCCTAACGCCCATGCTCGG-3
(antisentido, 31 pb, Tm=74.7 °C), los cuales presentan sitios de restriccion para las
enzimas Swal y EcoRV (Anexo 1). Los oligonucletdtidos modificados RIA3SFw y
RIA3VRv se evaluaron con las herramientas bioinformaticas Primer3Plus

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi), OligoAnalyzer Tool

(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) y el programa SerialCloner (versiéon

2.6.1). Para la amplificacion del fragmento RIA3 se utiliz6 como plantilla el plasmido
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pRIA3/PromC. Inicialmente se realizé una PCR de identificacion con un programa de un
ciclo de 95 °C por 3 min, 34 ciclos de 95 °C por 30 s, 55 °C por 30 sy 72 °C por 1 miny
un ciclo final de 72 °C por 10 min. La reaccion se llevo a cabo en el Thermociclador (BIO-

RAD, USA) y la enzima empleada fue Tag DNA polimerasa de Thermo Scientific.

Una vez confirmada la presencia de RIA3 (amplicon de 577 pb) en la plantilla
pPRIA3/PromC, se procedié con la amplicacién de RIA3 por PCR usando la enzima
Expand Long Template PCR (ROCHE). El programa de PCR consistié en un ciclo de 95
°C por 3 min, 20 ciclos de 95 °C por 30 s, 55 °C por 30 sy 68 °C por 1 min y un ciclo de
68 °C por 10 min. El amplicon esperado de 577 pb se visualizé mediante electroforesis
en gel de agarosa 1.2 % y con ayuda de un escalpelo se procedi6 a aislar la banda para
purificar por el protocolo comercial QIAquick Gel Extraction Kit Protocol (QIAGEN)
http://www.indiana.edu/~Ichenlab/protocol files/agarose gel extraction.pdf. Luego el

fragmento purificado fue ligado al vector comercial pGEM-T Easy (PROMEGA) en la
relacion 1:5 vector-inserto con 1 pL de vector linealizado (50 ng), 16 pL de inserto (33.6
ng), 1 pL (20 000 U/mL) de enzima T4 DNA ligasa y 2 pL buffer 10X de New England
Biolabs (NEB). La reaccion transcurrié durante toda la noche a incubacién de 16 °C. Al
dia siguiente se realiz6 la transformacion de células competentes E. coli DH10B con 1
uL de la reaccion de ligacion. El procedimiento se realizé como describe el Anexo 2
empleando medio de selecciébn con antibiético. De las colonias transformadas se
seleccionaron 5 clonas y se colocaron en medio liquido LB con ampicilina (100 mg/L). El
cultivo se dej6 en incubacién a 37 °C toda la noche para posterior extraccion de ADN
plasmidico (ADNp) por el protocolo comercial High Pure Plasmid Purification Kit
(ROCHE). Al finalizar se cuantificaron las muestras y evaluaron en gel de agarosa al 1.2
%.

La comprobacion de las muestras con el plasmido purificado pPGEM-TEasy/RIA3 se
realizé por digestion enzimdtica. La reaccion se llevd a cabo a partir de 200 ng de
muestra, 0.5 pL (20 000 U/mL) de la enzima Swal (NEB), 0.5 pL (20 000 U/mL) de la
enzima EcoRV (NEB), 1 uL de buffer NEB 3.1 y H,O ultrapura a completar 10 yL de
reaccion en el tubo eppendorf de 1.5 mL. La reaccién se coloc6 en el EppendorfTM
Thermoblock primero a temperatura éptima de la enzima Swal (25 °C durante 1 hora) y

luego a temperatura 6ptima de la enzima EcoRYV (37 °C durante 1 hora). Al finalizar las
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muestras se evaluaron en gel de agarosa al 1.2 % y las clonas positivas se mandaron a

secuenciar.

2.1.3 Clonacion de RIA3 mediante el protocolo comercial In-Fusion HD Cloning
Kits

Con el objetivo de insertar la secuencia RIA3 corriente arriba del promotor constitutivo
de pHR: GUSPIus se empled el protocolo comercial de In-Fusion HD Cloning Kits
(Takara Bio USA, Inc.). El kit de clonacién In-Fusion HD esta disefiado para la clonacién
rapida y direccional de uno o mas fragmentos de ADN en cualquier vector. El método se
basa en el uso de una enzima recombinasa que fusiona fragmentos de ADN (como
insertos generados por PCR y vectores linealizados) de manera eficiente y precisa al
reconocer solapamientos de 15 pb en sus extremos. Las superposiciones de 15 pb se
pueden obtener disefiando cebadores para la amplificacion de las secuencias deseadas.
El protocolo de In-Fusion HD Cloning Kits se puede encontrar en el siguiente link:
https://www.takarabio.com/assets/documents/User%20Manual/In-
Fusion%20HD%20Cloning%20Kit%20User%20Manual 121416.pdf.

A partir de los oligonucleétidos RIA3SFw y RIA3VRv previamente modificados para
amplificar RIA3 se adicionaron 15 pb sentido y antisentido que se corresponden con los
extremos de la secuencia del vector linealizado. Los nuevos oligonucleétidos
RIA3SFwPIlus 5-CTCCTTCTGGCATTTAAATTGTCGCAATTCACACATCCAC-3
(sentido, 40pb, Tm=80.7 °C) y RIA3ERevPlus 5-CAGCGAGGTACCGATATCTATG
CCTAACGCCCATGCTCGG-3' (antisentido, 40pb, Tm=84.7 °C) se emplearon para
obtener el amplicén de RIA3 (577pb) con los correspondiente 15 pb sentido y antisentido
adicionales. La reaccion de PCR se realiz6 con un programa de 95 °C por 3 min, 25
ciclos de 95 °C por 30 s, 55 °C por 30 sy 68 °C por 1 min y un ciclo de 68 °C por 10 min.
La reaccioén se realizé con 0.33 pL (50 ng) de la plantilla RIA3: pGEM-T clona #1 (conc.:
152.6 ng/pL y Azsors0 1.94), 1 uL de cada oligonucle6tido, 1 pL de dNTPs, 5 pL de buffer
PCR 10X, 0.3 yL de la enzima Expand Long Template y H-O ultrapura (Invitrogen) a
completar 50 pL de reaccion. Al finalizar, el producto de PCR se purificd por el protocolo
comercial de High Pure PCR Product Purification Kit (ROCHE), se cuantificé y visualizo

en gel de agarosa 1.2 %.
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La digestién de pHR: GUSPIus se realizé a partir de 500 ng de muestra, 1 yuL (20 000
U/mL) de la enzima Swal (NEB), 1 pyL (20 000 U/mL) de la enzima EcoRV (NEB), 2 uL
de buffer NEB 3.1 y H,O ultrapura a completar 20 uL de reaccién en el tubo eppendorf
de 1.5 mL. La reaccioén se colocé en el Eppendorf™ Thermoblock primero a temperatura
Optima de la enzima Swal (25 °C durante 1 hora) y luego a temperatura éptima de la
enzima EcoRV (37 °C durante 1 hora). Al finalizar, el producto de la digestion enziméatica
se purificd por el protocolo comercial de High Pure PCR Product Purification Kit

(ROCHE), se cuantifico y visualizé en gel de agarosa 1.2 %.

La enzima In Fusion recombinasa 5X Premix se reconstituy6 con 10 puL de reaccion que
contenian la relacion vector-inserto 1:2 con, 7 pL (70 ng) de vector linealizado, 1 pL (15
ng) del inserto (dil 1:10) y 2 uL de H>O de ultrapura (Invitrogen). El control positivo de la
reaccion se preparé de acuerdo al protocolo comercial y el tiempo de incubacion fue 15
minutos a 37 °C y luego 15 minutos a 50 °C. Transcurrido el periodo de incubacion se
procedié a la transformacion de células competentes E.coli DH10B con 2.5 pL de
muestra control y muestra de analisis (Anexo 2). Luego de las colonias transformadas
se seleccionaron 5 clonas y se colocaron en 4 mL de medio liquido LB con ampicilina
(100 mg/L). El cultivo se dej6 en incubacion de 37 °C toda la noche para posterior
extraccion de ADN plasmidico (ADNp) por el protocolo comercial High Pure Plasmid
Purification Kit (ROCHE). Al finalizar se cuantificaron las muestras, evaluaron en gel de

agarosa al 1.2 %y las clonas positivas se mandaron a secuenciar.

La verificacion de las muestras con la construccion pRHR: GUSPIus se realizé por
digestién enzimatica, PCR y secuenciacion de los fragmentos correspondientes. En la

figura 2.1 se muestra el esquema de obtencién de pRHR: GUSplus.
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RIA3 GUSPlus 3'UTR
| pRIA3/PromC

Secuenciacion
RIA3:pGEM®-TEasy J

RIA3 HR GUSPlus TIUTR
pRHR:GUSPIlus

4

GUSPlus

3'UTR

pHR:GPDH3

HR

TTHR GUSPlus =
pHR:GUSPlus

Figura 2.1: Esquema de obtencién de pRHR:GUSPIus

2.1.4 Secuenciacién de los productos de PCR

Una vez comprobadas las construcciones de interés se procedio con la secuenciacion.
Para ello de cada construccién se tomo una alicuota con una concentracion final de 500
ng de ADNp y 2.5 pL de oligonucleétido 10 uM (5 picomoles/uL) en un volumen final de
10 pL para secuenciar. Las muestras fueron enviadas a la compafiia Macrogen, Inc.
Corea del Sur para su secuenciacion. Los cromatogramas resultantes de cada secuencia
estudio fueron ensamblados, editados y alineados usando los programas SegMan,
EditSeq y MegAlign, respectivamente, en el paquete de software Lasergene version 7.2
(DNASTAR, EE. UU.). Para el analisis de secuencias se ensambl6 una plantilla in silico
de pRHR: GUSPIus con el programa bioninformatico SerialCloner version 2.6.1.

2.1.5 Electroforesis en gel de agarosa

El andlisis de muestras para la obtencién de pHR: GUSPIus y pRHR: GUSPIus se realiz6
por el ensayo cualitativo de electroforesis con gel de agarosa (1.2 %), buffer TAE 1X
(Tris-acetato-EDTA) y 1 pL de GelRed 50X (Biotium). La electroforesis se realiz6 a un
voltaje constante de 85V durante 30 minutos y para la lectura se empled el

transiluminador de luz ultravioleta Bio-Rad Gel Doc™.
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2.2 Cepas y condiciones de cultivo

La cepa a emplear de C. reinhardti CC-125 (mt+) proviene del Centro de
Chlamydomonas (www.chlamy.org) y actualmente se encuentra depositada en el
laboratorio de microalgas y cultivos tropicales de la unidad de Biotecnologia del CICY.
En los ensayos experimentales del laboratorio se emplearon cepas de C. reinhardtii
cultivada en medio liquido Tris- Acetato-Fosfato (TAP por sus siglas en inglés) a 25°C +
2 bajo un ciclo del6:8 horas (luz/oscuridad). La intensidad luminosa que se aplico fue de

90 umol m2s?y la agitacion rotatoria de 140 rpm.
2.3 Transformacién de C. reinhardtii por el método de Biobalistica

El método de transformacion por biobalistica se desarroll6 a partir de una colonia de la
cepa silvestre de C. reinhardtii. La colonia se inocul6 en un matraz de 250 mL con 50 mL
de medio TAP liquido. A los 7 dias de cultivo se tom6 una muestra para conteo celular
en camara de Neubauer y una vez conocida la concentracion celular se procedi6 con la
centrifugacion del cultivo a 4 °C, 3,200 RCF por 5 minutos. Con el valor estimado de
concentracion celular, se resuspendid la biomasa en medio liquido TAP de manera tal
que quedaran 40 x 10° de células totales por placa de Petri. Los platos de Petri que
contenian medio TAP semisélido se estriaron con el volumen equivalente a 40 x 10° de
células totales, se dejaron secar durante una hora y luego se guardaron 24 horas en

oscuridad.

Para el bombardeo se utilizé una solucién con particulas de oro de 0.6 um de diametro
y se prepararon midiprep con las construcciones correspondientes a una concentracion
deseada de 1 ug/uL. La obtencion de midipreps se logré a partir de un volumen de trabajo
de 50 mL del cultivo de E. coli DH10B empleando el kit ZymoPURE Plasmid Il Midiprep
Kit (Zymo Research); al finalizar las muestras obtenidas se cuantificaron en el
espectrofotometro y almacenaron a -20 °C para su posterior uso. El recubrimiento de las
particulas de oro (Au) y preparacion de macroacarreadores se realizo el dia del evento
de transformacion, asi también como la preparacién de los platos de cultivo. El ensayo
se realiz6 de acuerdo al protocolo del Anexo 3 y como control se empleé el plasmido
experimental pSP124S. Los platos que contenian células transformadas y los controles

se dejaron en el cuarto de cultivo por 24 horas aproximadamente en exposicion de luz
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indirecta. Transcurridas las 24 horas se recuperaron las células transformadas mediante
el lavado de cada una de los platos con 2.1 mL de medio TAP liquido, recuperando la
mayor cantidad de células posibles para posterior plague6 en platos de Petri con medio
TAP semisoélido y el antibiético de seleccion zeocina 5 mg/L. El plaqueo se realizé con el
asa de siembra, esparciendo todas las células por la superficie de los platos de Petri.
Luego los platos se dejaron en incubacién en el cuarto de cultivo a condiciones de
fotoperiodo 16 horas luz/ 8 horas oscuridad hasta la aparicion de colonias posiblemente
transformadas. De cada plato de transformacion se picaron 5 colonias y se pusieron a
crecer en medio de seleccién con antibidtico. Las colonias putativas transformadas se

resembraron en nuevos platos y se almacenaron a 16 °C para posterior analisis.
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RESULTADOS

3.1 Prediccion de elementos regulatorios en cis de laregion RIA3 en relacién con
la respuesta a sales

Poco se conoce de los elementos regulatorios en cis que contiene la region de
inducibilidad RIA3. En una prediccion anterior del promotor CrGPDH3, Aguilar et al.,
2013 identificaron elementos regulatorios encontrados previamente en promotores de
plantas como la caja TATA y CAAT, pero ningun elemento en cis relacionado con la
respuesta a sales fue identificado. En un nuevo andlisis de la region RIA3 se empled la
plataforma bioinformatica New PLACE (version 30.0) para la busqueda de elementos
regulatorios en cis. New PLACE es una herramienta disponible en linea permite la
comparacion de secuencias contra una base de datos de elementos cis-acting
identificados en plantas. Debido a la estrecha relacién filogenética entre la microalga
verde C. reinhardti y las plantas superiores (Merchant al et., 2007), muchas de las
secuencias conservadas de plantas se han identificado como secuencias homoélogas en
C. reinhardtii. El analisis comparativo entre la region de inducibilidad RIA3 (577 pb) y la
base de datos de New PLACE indicé la presencia de elementos regulatorios cis-acting
como el motivo CAATBOX1(CAAT) secuencia comunmente localizada en la regién
promotora de genes que es reconocida por proteinas tipo CBF generando el complejo
CBF-CAAT esencial para una optima actividad transcripcional (Laloum et al., 2013); el
motivo WRKY710S (TGAC) al cual se unen proteinas WRKY que parecen estar
involucrados en la regulacién de varios procesos fisiol6gicos en respuesta a patégenos
o diferentes tipos de estrés como sequia y salinidad en plantas (Eulgem et al., 2000). Y
por ultimo se identific6 el motivo DRE2COREZMRAB17 (ACCGAC) el cual se ha
comprobado que participa en el control de respuesta de genes inducibles por estrés
como sequia, bajas temperaturas y alta salinidad en plantas (Dubouzet et al., 2003). En

la tabla 3.1 se muestran los resultados.
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Tabla 3.1 Resultados de la bausqueda de elementos regulatorios en cis predichos por el programa
New PLACE en la regién de inducibilidad RIA3 en relacién con la respuesta a sales.

Nombre del elemento | Secuencia del Ndmero de . L, .
. . Localizacién Referencia
cis elemento cis elementos
Secuencia comun I(31Lgsgk7<)a.t al.,
CAATBOX1 CAAT 4 encontrada en Lal ' |
promotores de plantas aloum et al,,
(2013)
Secuencia encontrada Eulgem et al
WRKY710S TGAC 3 en promotores de (2080) v
plantas
Secuencia encontrada Dubouzet et
DRE2COREZMRAB17 ACCGAC 1 en promotores de L (2003
plantas al., ( )

A= Adenina, C= Citocina, G= Guanina, T= Timina

Los motivos CAATBOX1 en color azul y WRKY710S en color rojo, se localizaron en la
secuencia de RIA3, incluso en la ubicacion de 389 pb estos elementos se encuentran
proximos entre si como se muestra en la figura 3.1, mientras que el motivo
DRE2COREZMRABL17 en color verde, se localiz6 una sola vez en la posicion de 89 pb
de la secuencia de RIA3 de 577 pb.

TGTCGCAATTCACACATCCACATGTCGCAACCTGACCATGTCAAATAACT < 50

TGCAAGCTGCTATATGTAGCCTGTGCGTGCCGGTGCATACCGACCAAGTG < 100
AGAGTGTTGCGTTTGCGTGTATGCGTTTTTGTCTCACCGCAGTCATGAAC < 150
TGCCCAACCCTTTCCAAGAATGTATGTTCTAATGCCAAGGCGTTGTTATG < 200
CGCCAACTTCTATGCTTGCTTGAGGCCGGGTGCGTTCCTGGAACAAGCTG < 250
TTTGAGAGCTTCAACAATTGCGCACTGGCAGCAGGTCTTAGACCAGCGTA < 300
CAGTAGAATCACGAGTGGGTGACGGGCTGATGCCGGATGATGCTCAAGGC < 350
TTGCACAGTGGGGTAGGTGCACATTTTTGAAACACTAATGACAATGATTG < 400
CACACAAAACGCTTGCTGCATGTTGTCAAATGGAAATTCAATCATGGAGC < 450
AACGGGGCTTGGGTGAGGTGGGACTGGTGGAAGGGTGTGCGTGTTCTTTG < 500
ATCAAATCGTTTCCTCTTTCTGCAGCGGCTGGGGGTGTGCCGGGGTTTGG < 550
GGTTTCCGAGCATGGGCGTTAGGCATA < 577

Figura 3.1: Localizacion de los elementos regulatorios en cis identificados en RIA3 en relacién
con larespuesta a sales. Los motivos CAATBOX1 (CAAT) se muestran en color azul, WRKY710S
(TGAC) en color rojo y DRE2COREZMRAB17 (ACCGAC) en color verde.
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3.2 Generacion de los plasmidos pHR:GUSPlus y pRHR:GUSPIus

3.2.1 Generacion del pHR:GUSPIlus

Para la obtencion del pHR:GUSPIus, es decir, el pldsmido que contiene al promotor
hibrido HSP70A/RBCS2 unido al gen GusPlus, se tom6 una alicuota de una muestra
original del pHR:GPDH3 de Casais-Molina y colaboradores (2016) que contenia una
construccién de expresion que incluye al promotor hibrido HSP70A/RBCS2 y al gen
CrGPDH3 (HR:GPDH3), asi como una alicuota de una muestra original del
pRIA3/PromC de Beltran-Aguilar y colaboradores (2019) que contiene una construccion
gue incluye al promotor RIA3/PromC unido al gen reportero GUSPIus. A ambas muestras
se les realizaron ensayos de comprobacién para la identificacion de las secuencias de
interés. La muestra correspondiente a pHR:GPDH3 se evalué mediante ensayos por
enzimas de restriccion, mientras que la muestra de pRIA3/PromC se evalu6 mediante
ensayos de PCR. El resultado de concentracion del plasmido pHR:GPDH3 indicé un
valor de 427 ng/uL y Azsorso 1.89, mientras que el plasmido pRIA3/PromC present6 una
concentracion de 221.2 ng/uL y Azsorzso 1.8. En la figura 3.2 se muestran los resultados
del analisis de restriccion con las enzimas Swal, EcoRV, BamHI y Notl. Por otro lado, en
la figura 3.3 se muestran los resultados del ensayo de PCR con los oligonucle6tidos
GUSPIlusAnyFw y GUSPIusAnyRv para la deteccion del amplicon de 159 pb
correspondiente al gen reportero GUSPIus de pRIA3/PromC.

6°
&Sa“

NE W
R 2o
2

S‘Na\ eco?“\\ 6; “o\.\

GPDH3 3Kb

HSP70A/RBCS2
500 pb

Figura 3.2: Electroforesis del analisis de restriccion de pHR:GPDH3 con las enzimas Swal,
EcoRV, BamHI y Notl. M= marcador de peso molecular 2 Log (New England Biolabs). Los carriles
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con una enzima de restriccidn muestran el vector linealizado y los carriles con dos enzimas de
restriccién muestran los fragmentos liberados de HSP70A/RBCS2 y CrGPDH3.

GUSPIlus
AnyFw/Rv

C-

Figura 3.3: Electroforesis del producto de PCR para la deteccion del gen reportero GUSPIus
(amplicon de 159 pb) a partir de pRIA3/PromC con los oligonucleétidos GUSPIlusAnyFw y
GUSPIlusAnyRv. M= marcador de peso molecular 2 Log (New England Biolabs).C- = control
negativo con H20 ultrapura. En el carril del control negativo (C-) se observa una banda muy abajo
que corresponde a la formacion de dimeros por los oligonucleétidos utilizados.

Una vez verificados los pHR:GPDH3 y pRIA3/PromC, se procedié con la construccién
de pHR:GUSPIus a partir de estos plasmidos. Para ello se realizé una doble digestién
del pHR: GPDH3 con las enzimas BamHI y Notl con el fin de liberar el gen CrGPDGH3
y obtener el vector linealizado de 5.1 Kb. Igualmente se emplearon BamHI y Notl para
digerir el plasmido pRIA3/PromC y obtener el gen reportero GUSPIlus de 2.0 Kb (2,053
pb). Posteriormente los fragmentos de interés, vector linearizado que contiene al
promotor HSP70A/RBCS2 de 5.1 Kb, y gen reportero GUSPIus de 2 Kb, se purificaron,
cuantificaron y se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa (figura 3.4).

Estas muestras se utilizaron para su posterior ligacion.

5.1Kb
2.0Kb
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Figura 3.4: Electroforesis de los fragmentos purificados, vector linearizado que contiene al
promotor HSP70A/RBCS2, y gen reportero GUSPIlus. M= marcador de peso molecular 2 Log
(New England Biolabs). V= vector linealizado (5.1 Kb). I= inserto gen reportero GUSPIus (2.0 Kb).
La ligacion se realizé con la relacion 1:3 vector-inserto con ayuda del soporte en linea

NEBioCalculator™ (https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation) a partir de los datos de

concentracion del vector linealizado 8.1 ng/uL y el inserto 9.7 ng/uL. Posteriormente, la
transformacién de células competentes E. coli DH10B se realiz6 con 6.5 pL de ligacion
como describe el capitulo de materiales y métodos. De las colonias transformadas se
picaron 5 colonias, a partir de las cuales se realiz6 extraccion y cuantificacion del ADNp.
La concentracion promedio de plasmido purificado fue de 266.4 ng/uL y Azsorso de 1.87.
En la figura 3.5 se muestran los resultados del analisis de restriccion con las enzimas
BamHI y Notl con el que se comprobd la presencia del vector y el gen reportero GUSPIlus
en todas las muestras evaluadas. Con lo anterior se comprob6 que ya contaba con el
pHR:GUSPIus.

2.0Kb

Figura 3.5: Electroforesis del analisis de restriccion de cinco muestras del pHR:GUSPIus con las
enzimas BamHI y Notl. En todas las muestras se puede ver la banda de 5.1 Kb correspondiente
al vector que contiene al promotor HSP70A/RBCS2, asi como la banda de 2.0 Kb correspondiente
al gen reportero GUSPIlus. M= marcador de peso molecular 2 Log (New England Biolabs).

3.2.2 Subclonacion de RIA3 en pGEM-T Easy

Para la obtencion de la secuencia RIA3 del gen nuclear de CrGPDH3 primero se verificd

su presencia en dos plasmidos que se suponia contenian el fragmento deseado:

37


https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation

CAPITULO IlI

pRIA3/PromC y pRIAL, disponibles en el laboratorio (Beltran-Aguilar et al., 2019). Los
oligonucleédtidos RIA3SFw y RIA3VRv se emplearon para amplificar el fragmento de
RIA3 (577 pb) a partir de pRIA3/PromC y pRIAL, mientras que los oligonucleétidos
GUSPIlusAnyFw y GUSPIusAnyRv se emplearon para detectar el amplicon de 159 pb
correspondiente al gen reportero GUSPIlus, como control positivo del plasmido
pRIA3/PromC (alicuota control). En la figura 3.6 se muestra la electroforesis de la
amplificacion del fragmento RIA3 y del amplicon de 159 pb correspondiente al gen

reportero GUSPIlus (control positivo).

pRIA3/

" PromC

C+ PpRIA1 C-

1.5Kb

0.5Kb 577pb

Figura 3.6: Electroforesis de la amplificacion del fragmento RIA3 del gen nuclear CrGPDH3 a
partir de pRIA3/PromC y pRIAL1. M= marcador de peso molecular 2 Log (New England Biolabs).
C+= control positivo del gen reportero GUSPIlus (amplicon 159 pb) en pRIA3/PromC. C-= control
negativo con H20 ultrapura.

Una vez identificado el fragmento RIA3 se procedié a su amplificacion por PCR usando
como plantilla a pRIA3/PromC. El producto de PCR se purificé y se visualiz6 en gel
agarosa, en el que se observo el amplicon esperado de 577 pb, como se muestra en la

figura 3.7.
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1.5Kb

0.5Kb

Figura 3.7: Electroforesis del producto de PCR RIA3 purificado. M= marcador de peso molecular
2 Log (New England Biolabs). RIA3= amplicn de 577 pb.

Posteriormente, se continué con la clonacion del fragmento de RIA3 en el vector
comercial pPGEM-T Easy. La reaccion de ligacion se efectud con una relacion 1:5 vector-
inserto en un volumen de 20 pL. De las colonias E. coli DH10B putativamente
transformadas con la reaccion de ligacion, se seleccionaron 5 clonas al azar para la
extraccion y evaluacion de ADN plasmidico. Las muestras de plasmido purificado
resultantes se evaluaron por andlisis con enzimas de restriccion y por secuenciacion. En
la figura 3.8 se muestra el resultado del analisis de restriccién con las enzimas Swal y
EcoRV, en la que se observa la presencia del inserto esperado. Los resultados de la
secuenciacién se muestran en el Anexo 4, en el que se encontr6 gue las muestras 1, 2

y 4 tuvieron su secuencia idéntica a la esperada.

1.5Kb

0.5Kb S577pb

Figura 3.8: Electroforesis del andlisis de restriccion de las muestras de plasmido purificado,
pPGEM-T Easy/RIA3 con las enzimas Swal y EcoRV. M= marcador de peso molecular 2 Log
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(New England Biolabs). Los carriles marcados con asterisco indica las muestras cuya secuencia
fue idéntica a la secuencia reportada por Beltran-Aguilar (2018).

3.2.3 Obtencion de pRHR: GUSPIus

La clonacion del fragmento RIA3 corriente arriba del promotor constitutivo
HSP70A/RBCS2 en la construccion pHR:GUSPIus se realiz6 utilizando el protocolo
comercial In-Fusion HD Cloning Kits. Primero se llevé a cabo la reaccién de PCR para
amplificar RIA3 con los oligonucledtidos RIA3SFwPIus y RIA3VRVPIus. ElI amplicén
esperado de 577 pb se purific6 con el kit comercial de High Pure PCR Product
Purification Kit y se visualizé en el gel de agarosa. Este producto de PCR presentd una
concentracién de 170.9 ng/uL y Azesozso de 1.86. Luego se procedié con la digestion de
pHR:GUSPIus empleando las enzimas Swal y EcoRV. El vector linealizado de 7.1 Kb se
purificd con el kit comercial de High Pure PCR Product Purification Kit y se visualizd en
el gel de agarosa. La concentracion final del vector linealizado fue de 6.5 ng/uL y Azeorzso
de 1.73. En la figura 3.9 se muestran los resultados de los productos purificados del
vector linealizado y el fragmento RIA3.

7.1Kb

577pb

Figura 3.9: Electroforesis de los fragmentos purificados del andlisis de restriccion (vector
linealizado pHR:GUSPIus) y del PCR (inserto RIA3). M= marcador de peso molecular 2 Log (New
England Biolabs). V= vector linealizado pHR: GUSPIus (7.1 Kb). I= inserto RIA3 (577 pb).

La reaccion de recombinacién de los fragmentos se realiz6 de acuerdo al protocolo de
In-Fusion HD Cloning Kits en la relacion 1:2 vector-inserto. De las colonias
transformadas se analizaron 5 clonas, las cuales se evaluaron por digestion enzimatica

con las enzimas Swal y EcCORV para comprobar la presencia del fragmento RIA3. En la
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figura 3.10 se muestran los resultados del andlisis de restriccion de las clonas evaluadas.
La concentracion promedio de las muestras de los plasmidos fue de 610.8 ng/uL y Azsor2so
de 1.80.

5Kb

1.5Kb

0.3kb - — S77pb

Figura 3.10: Electroforesis del andlisis de restriccion de la clonas transformadas RHR: GUSPIlus
con las enzimas Swal y EcoRV. M= marcador de peso molecular 2 Log (New England Biolabs).
De las clonas evaluadas solo las clonas 1, 2 y 3 presentaron la banda de 577 pb correspondiente
al fragmento RIA3.

De los plasmidos que presentaron el fragmento RIA3 se tomé la muestra 1 para una
evaluacion por PCR de las secuencias de interés. En la figura 3.11 se muestran los

resultados de los productos de PCR para pRHR: GUSPIus. Los oligonucleétidos

empleados para la deteccién de las secuencias de interés se muestran en el Anexo 1.

M RIA3 GUSP HR 3’UTR C+ C-

s
159pb 183pb 153pb

Figura 3.11: Electroforesis de las distintas partes que conforman al pRHR: GUSPIlus (muestra 1)
amplificadas por PCR. M= marcador de peso molecular 2 Log (New England Biolabs). HR =
promotor constitutivo HSP70A/RBCS2. GUSP = gen reportero GUSPIlus. 3'UTR = regién no
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traducible 3’ del RBCS. C+ = control positivo del fragmento RIA3 (amplicon 577 pb). C- = control
negativo con H20 ultrapura.

Los resultados de secuenciacion de pHR:GUSPIus y pRHR: GUSPIus fueron validados
con la herramienta bioinformatica SerialCloner version 2.6.1, mediante el ensamblado in
silico de las secuencias de interés (Anexo 5). Una vez confirmadas las plantillas de
pHR:GUSPIus y pRHR: GUSPIus se procedié con el evento de transformacion por
biobalistica de C. reinhardtii.

3.3 Obtencion de clonas de C. reinhardtii bombardeadas por biobalistica

El bombardeo por biobalistica de C. reinhardtii se realizé empleando los plasmidos
obtenidos en la seccién anterior. Se obtuvo la concentracion apropiada para cada
plasmido, como se presenta en la tabla 3.3.

Tabla 3.3: Resultado de cuantificacién de midipreps

Midiprep Conc. (ug/uL) A260/280

pSP124S 1.19 1.98
pHR: GUSplus 1.03 1.99
pRHR: GUSplus 1.16 1.83

Por su parte, el cultivo de la cepa silvestre de C. reinhardtii se realizé como se describe
en materiales y métodos, en un volumen de trabajo de 300 mL medio TAP en un matraz
de 1 L. Alos 7 dias del cultivo se tom6 una muestra para conteo celular, y se determiné
una concentracion de 5.4 x10° cel/mL. En total se prepararon 20 platos de Petri, cada
una con in6culo de 40 x 10° células totales. Para esto se requirié un volumen de 148 mL,
correspondiente a 800 x 10° de células totales. El niUmero de réplicas por cada plasmido
consistié de 5 platos para pRHR:GUSplus, 5 platos para pHR:GUSplus y 3 platos para
pSP124S (vector vacio) como control positivo. Adicionalmente, se colocaron dos
controles de la cepa silvestre sin transformar, para el control positivo del cultivo se
prepararon dos platos con medio TAP sin antibiotico, y para el control negativo se
prepararon dos platos con medio TAP + zeocina 5 mg/L. Los platos restantes se
conservaron hasta culminado el evento de transformacion y luego se descartaron.
Después del bombardeo los platos se guardaron en oscuridad durante 24 horas. Al

siguiente dia se sacaron de la oscuridad y se lavaron con 2.1 mL de medio TAP liquido.

42



CAPITULO IlI

Las células recuperadas del bombardeo se colocaron en nuevos platos de Petri con
medio TAP + zeocina 5 mg/L y se guardaron en el cuarto de cultivo a 25 + 2 °C, bajo un
ciclo de 16:8 horas (luz/oscuridad) y una intensidad luminosa de 90 pmol m2s?. Las
primeras colonias se detectaron a los 6 dias después del evento de transformacién y se
aislaron para su posterior andlisis. En la figura 3.12 se muestran los resultados del

evento de transformacion a los 6 dias de cultivo.

WT-TAP WT-TAP pSP124S pHR: pRHR:
(C+) +Zeocina (C-) (C+H) GUSPIlus GUSPIlus
2Xx 2X 3x 5x 5x

Figura 3.12: Resultados del evento de transformacion por biobalistica de C. reinhardtii (réplica
representativa por plato). WT= Cepa silvestre (en inglés: white type). C+ = control positivo. C- =
control negativo.

Por cada plato transformado se picaron 5 colonias y colocaron en un tubo tipo Falcon
con 3 mL de medio TAP liquido con 5 mg/L de zeocina (medio de seleccion). A los 7 dias
de cultivo las colonias que presentaron crecimiento se resembraron en nuevos platos de
Petri con medio TAP sélido mas zeocina (5 mg/L) y se almacenaron a 16° C para su
posterior analisis. De cada plato de Petri bombardeado se logr6 obtener de 1 a 3 colonias
putativamente transformadas, que represent6 un total de 22 clonas: 9 clonas de la linea
SP124S (vector vacio), 7 clonas de la linea HR:GUSPIus y 6 clonas de la linea RHR:
GUSPIus. Los resultados obtenidos por cada plato de bombardeo se muestran a

continuacion en la tabla 3.4.
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Tabla3.4: Resultados de clonas putativamente transformadas por plato de transformacion.

Linea Plato - Clona
V1-1 V6-1 V5-1
SP124S (V) V1-2 V6-2 V5-1
V1-3 V6-3 V5-3
C5-5 C6-5 C8-4
HR: GUSPIus (C) C5-8
C5-10 C7-3 Co-1
16-2 19-1 110-1
RHR: GUSPIus (I) [10-2
18-3 110-4

V (vacio), C (constitutivo) | (inducible)
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CAPITULO IV
DISCUSION GENERAL

Recientemente se demostré que una regién denominada RIA3 en el promotor del gen
CrGPDH3, era la responsable de la inducibilidad de la expresion de este gen como
respuesta a la exposicion a sales como NaCl y KCI (Beltran-Aguilar et al., 2019). Debido
a lo anterior, se sugirié que RIA3 debia contener al menos un elemento de respuesta en
cis a estas sales, sin embargo, hasta la fecha no se ha identificado alguna secuencia de
este tipo. En este trabajo, se realizd la basqueda in silico de posibles elementos
reguladores en cis en la region RIA3 mediante la plataforma bioinformética New PLACE,
con la que se observo la presencia de motivos que podrian estar relacionados con esta
actividad, como por ejemplo los motivos CAATBOX1l, WRKY710S vy
DRE2COREZMRABL17. La secuencia consenso CAATBOX1 se localiz6 en cuatro
repeticiones a partir de los 6 pb, 265 pb, 392 pb y 439 pb, respectivamente. La
localizacién del motivo CAAT en la secuencia del promotor no solo se ha asociado con
la transcripcién de genes sino también con la fortaleza del promotor (Lodha et al., 2008).
En plantas superiores la secuencia conservada CAAT se encuentra aproximadamente
en el 30% de las secuencias promotoras de genes, ubicada a 60 ~100 pb corriente arriba
del sitio de inicio de transcripcion o en regiones distales que actian como potenciadores
(‘enhancer’) (Romier et al., 2003). La caja CAAT al igual que la caja TATA es esencial
para la transcripcion de genes, algunos reportes reconocen a la caja CAAT como el
principal determinante en la eficiencia del promotor debido a su susceptibilidad a
mutaciones, como se menciona en el estudio de genes Cab en Petunia que presentaron
una disminucién en el acumulado de transcritos a causa de una mutacion en la secuencia
conservada CCACCAATT (Gidoni et al., 1989). Los experimentos de mutaciones en el
motivo CAAT producen una pérdida de unién a elementos trans-acting (proteinas de
union a la caja CAAT o CBF) y como consecuencia disminuyen la actividad
transcripcional en estos promotores, lo que sugiere que los complejos CBF-CAAT son
esenciales para una actividad transcripcional 6ptima (Kusnetsov et al., 1999). Otro
elemento trans-acting que interactla con la caja CAAT son las proteinas potenciadoras
tipo C/EBP (proteinas de unién a regiones enhancer). Estas proteinas interactian con

otros factores de transcripcion que favorecen la unibn a la caja CAAT vy
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consecuentemente la actividad reguladora de la transcripcién, como la formacion de

dimeros de la proteina ATHB5 en Arabidopsis thaliana (Johannesson et al., 2001).

En la regidon RIA3 también se identificaron tres repeticiones del motivo WRKY710S
(TGAC) ubicados a 33 pb, 320 pb y 389 pb. El elemento cis-acting TGAC frecuentemente
se localiza en promotores y regiones no codificantes de genes y es reconocido por
proteinas WRKY que modulan la respuesta transcripcional en plantas. Los genes WRKY
codifican para un gran namero de factores de transcripcion (FTs), que en su mayoria
han sido estudiados en Arabidopsis (Arabidopsis thaliana; Dong et al., 2003) y arroz
(Oryza sativa; Zhang et al., 2004). Los FTs WRKY desempefian una variedad de
funciones fisiolégicas en las plantas, participando en diferentes vias de sefializacion y
mecanismos de defensa contra patdgenos, estrés oxidativo, repuestas a diferentes tipos
de estrés como congelacion, sequia, calor y salinidad (Xie et al., 2005). En microalgas
poco se ha estudiado de los genes WRKY, aunque en C. reinhardtii se logré identificar
una familia de genes WRKY gracias a un analisis comparativo BLAST entre genomas de
microalgas, cianobacterias y plantas (Thiriet-Rupert et al., 2016). Una observacion
importante de la prediccion de elementos cis en RIA3 es la proximidad que existe entre
los elemenos cis-acting TGAC y CAAT, similar a la proximidad que se identifico en
Arabidopsis thaliana entre un motivo de la caja CAAT y el motivo AAAAT de un segmento
del promotor AtpC donde la formacién del complejo FT-ADN es controlado por el
impedimento estérico que se produce entre las proteinas de unién y elementos cis-acting
(Bezhani et al., 2001).

Ademas de la prediccion de motivos CAATBOX1 y WRKY710S, se identifico el motivo
DRE2COREZMRAB17 (ACCGAC) en la posicion de 89 pb de RIA3. La secuencia
consenso ACCGAC es un elemento cis-acting sensible a deshidratacién que interactla
con factores de transcripcion tipo DREB (proteinas de unidén a elementos responsivos a
deshidratacion) regulando la respuesta de muchos genes inducibles a estrés en
Arabidopsis y maiz (Busk et al., 1997). En un estudio de Dubouzet y colaboradores
(2003) se identificaron cinco genes homologos de DREB en arroz: OsDREBI1A,
OsDREB1B, OsDREB1C, OsDREB1D y OsDREB2A. La expresion de OsDREB1A y
OsDREBI1B fue inducida por frio, mientras que la expresion de OsDREB2A fue inducida

por deshidratacion y estrés por alto contenido de sal. Las proteinas de OsDREB1Ay
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OsDREB2A se unieron especificamente a DRE y activaron la transcripcién del gen
indicador GUS impulsado por DRE en protoplastos de arroz. La sobreexpresion de
OsDREB1A en Arabidopsis transgénica condujo al aumento en la expresién de genes
inducibles por estrés, y dio como resultado plantas con mayor tolerancia al estrés por
sequia, alto contenido de sal y congelacién, indicando una similitud funcional entre genes
OsDREB1A de arroz y genes DREB1A de Arabidopsis (Dubouzet et al., 2003). Sin
embargo, en microalgas poco se conoce de las vias de sefializacion entre FTs DREB y
mecanismos de regulacion de genes diana. En este sentido, algunas predicciones in
silico y avances en genomica comparativa han sido el camino inicial para identificar
familias de factores de transcripcion en microalgas y la posible interaccion en las vias de
sefializacién y genes de respuesta (Thiriet-Rupert et al.,, 2016). Es posible que la
presencia de los motivos CAATBOX1, WRKY710S y DRE2COREZMRABL17 junto a
otras secuencias aun desconocidas participen en la respuesta reguladora de genes

inducibles en presencia de sales y variacion osmotica.

En gran medida, la comprension y prediccion de elementos cis-acting y trans-acting en
los mecanismos de regulacion transcripcional contribuyen a la expresion transgénica
estable y eficiente en C. reinhardtii, especialmente en el nlcleo, donde ha sido
notoriamente dificil; y aunque el cloroplasto puede acumular efectivamente altos niveles
de proteina recombinante, se requiere tecnologia de transformacién nuclear para
manipular completamente las algas (Neupert et al. 2009). La expresién nuclear permite
el direccionamiento entre organulos, la secrecién de proteinas y las modificaciones
postraduccionales de proteinas mas complejas, como la glicosilacion. En particular, se
requiere una adecuada localizacion de proteinas para la ingenieria del metabolismo,
basada en la compartamentalizacién para algunos pasos de sintesis. Los bajos niveles
de acumulacion de proteinas como resultado de la transformacion nuclear se deben en
parte a la diferencia del uso de codoén (Heitzer et al., 2007), el silenciamiento epigenético
de transgenes (Cerutti et al. 1997), efectos posicionales, estructura de la cromatina
(Specht et al., 2015), procesamiento aberrante y potencialmente otros mecanismos
actualmente desconocidos (Mussgnug, 2015). Sin embargo, una expresion transgénica
eficiente se ha logrado en algunos casos, en gran medida por el uso de elementos
regulatorios en cis como intrones, promotores y terminadores (3’ y 5° UTR) (Schroda,

2019). La combinacion de varias secuencias regulatorias en cis para la construccién un
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sistema de transcripcién nuclear sintético controlable es necesario para desarrollar todo

el potencial biotecnoldgico de C. reinhardtii.

En este sentido, el uso de promotores hibidos inducibles representa una herramienta
potencial para lograr la expresion eficaz y controlada en nucleo, ademas previenen los
efectos negativos de la sobreexpresion constitutiva en el metabolismo celular de las
algas. Hasta la fecha, el mejor promotor hibrido de C. reinhardtii es el promotor hibrido
constitutivo HSP70A/RBCS2 (Sproles et al., 2021; Vavitsas et al., 2019). Sin embargo,
la expresion de proteinas recombinantes conducida por el promotor de HSP70A/RBCS2
no ha podido superar el 1% de PST (Rasala et al., 2012). Por otra parte, no existen
precedentes para un promotor hibrido de tres fragmentos diferentes y fundamentalmente
de caréacter inducible. Por lo que en la presente tesis de maestria se planteé la
generacion de un nuevo promotor hibrido como alternativa para la expresion de
transgenes en C. reinhardtii. EI nuevo promotor hibrido RIA3/HSP70A/RBCS2 en
pRHR:GUSPIus se genero a partir de los plasmidos pRIA3/PromC (Beltran-Aguilar et al.,
2019) y pHR:GPDH3 (Casais-Molina et al., 2016). La fusion entre la region de
inducibilidad RIA3 y el promotor comercial HSP70A/RBCS2 no solo podria aportar el
caracter inducible sino también fortaleza al nuevo promotor, tal como ocurrié al fusionar
la region RIA3 corriente arriba del promotor minimo inducible PromC (RIA3/PromC),
logrando un acumulado de proteinas superior en comparacidn con PromC en
tratamientos de NaCl (Beltran-Aguilar et al., 2019). Igualmente seria interesante elucidar
el efecto de distanciamiento entre secuencias y como esto podria favorecer la
transcripcién de genes producto de los cambios conformacionales que transcurren en la
interaccion de elementos cis-acting y trans-acting, como el efecto de distanciamiento
producido entre HSP70A y RBCS2 (Schroda et al., 2002).

Para poder entender el comportamiento de este nuevo promotor RIA3/HSP70A/RBCS2
con respecto a otros promotores ya existentes se procedio al bombardeo por biobalistica
de C. reinhardtii. Las clonas putativamente transformadas se mantienen en medio TAP
con zeocina hasta su posterior analisis. En el presente trabajo de tesis de maestria fue
posible la construccion del promotor hibrido RIA3/HSP70A/RBCS2 y la generacion de

clonas putativamente transformadas, sin embargo, ain queda pendiente por responder
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si RIAS/HSP70A/RBCS2 es de fuerte expresion al igual o mas que el promotor
HSP70A/RBCS2, y si es inducible por sales al igual o0 mas fuerte que RIA3/PromC.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 Conclusiones

En la prediccién de elementos regulatorios en cis de la region RIA3 del promotor de
CrGPDHa3 se identifican los motivos CAATBOX1, WRKY710S y DRE2COREZMRAB17,
y se sugiere que podrian estar relacionados con el caracter fuerte e inducible en

presencia de sales de este promotor y por tanto del RIA3/PromC.

El motivo CAATBOX1 (CAAT) se localiza en cuatro repeticiones de la secuencia RIA3
(posicién 6 pb, 265 pb, 392 pb y 439 pb respectivamente) y su presencia sugiere una

asociacion potencial con la eficiencia y fortaleza del promotor.

El motivo WRKY710S (TGAC) se localiza en tres repeticiones (posicion 33 pb, 320 pby
389 pb) y su presencia sugiere una asociacion potencial con la respuesta inducible a
sales. Ademas, se observo una proximidad entre uno de los motivos WRKY710S y la
caja CAAT, lo que podria estar asociado con una actividad reguladora entre elementos
cis-acting y trans-acting.

El motivo DRE2COREZMRAB17 (ACCGAC) se localiza en la posicion 89 pb de RIA3 y
Su presencia se sugiere que podria estar asociada con el caracter inducible en presencia

de sales del promotor.

Es posible amplificar la region de inducibilidad RIA3 de pRIA3/PromC y clonarla corriente
arriba del promotor comercial HSP70A/RBCS2, generando los plasmidos
pRHR:GUSPIlus y pHR:GUSPIus.

Se cuentan con clonas putativamente transformadas de C. reinhardtii después del
bombardeo por biobalistica con los plasmidos pRHR:GUSPIus, pHR:GUSPIlus y
pSP124S.
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5.2 Perspectivas

Con este estudio se establecen las bases para la caracterizacién del promotor hibrido
RIA3/HSP70A/RBCS2. El promotor de CrGPDHS3 y el promotor hibrido RIA3/PromC ha
sido descritos anteriormente como promotores con gran potencial para conducir una
respuesta fuerte e inducible. En el presente estudio sugerimos que los elementos
responsivos predichos CAATBOX1, WRKY710S Y DRE2COREZMRAB17 tiene alguna
relacion con las caracteristicas de fortaleza e inducibilidad de este promotor. La
continuacién de este estudio permitird la completa caracterizacion y validacion de las
lineas transgénicas por ensayos de Southern blot, para determinar el nUmero de copias
del transgén, la comprobacion del caracter inducible por andlisis de RT-PCR y la
cuantificacion de proteinas por el ensayo de actividad enzimatica de GUSPIlus de las
clonas putativamente transformadas con el promotor hibrido RIA3/HSP70A/RBCS2 asi
como la comparacion de su desempefio con los promotores promotor hibrido
HSP70A/RBCS2 y RIA3/PromC.

Ademas, este trabajo sienta las bases para la comprension de los mecanismos de
regulacién y abre paso a la identificacion de nuevos elementos cis-acting y trans-acting
asociados con la respuesta inducible, asi como la posibilidad de identificar otros agentes

inductores que activen la respuesta transcripcional en C. reinhardtii.

También una vez que RIA3/HSP70A/RBCS2 esté completamente caracterizado se
puede combinar con otras secuencias 0 elementos responsivos para evaluar su

respuesta en la expresion de genes heterdlogos.
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ANEXOS

Anexo 1: Oligonuclettidos empleados en la obtencién de construcciones pHR: GUSPIus y
pRHR: GUSPIlus

Oligo nombre Secuencia (5’-3’) Tm (°C) An‘;zl;):on
RIA3SFw TAAATTTAAATTGTCGCAATTCACACATCCAC 71
RIA3VRv CTAGATATCTATGCCTAACGCCCATGCTCGG 74.7 RIA3
RIA3SFwPlus CTCCTTCTGGCATTTAAATTGTCGCAATTCACACATCCAC 80.7 (577pb)
RIA3ERevPlus | CAGCGAGGTACCGATATCTATGCCTAACGCCCATGCTCGG 84.7
HRbFw ACGGTGACCTCCACTTTCAG 64.2 HR
HRbRv CGGATAAGGGTTGCAAGTGCTC 68.6 (183pb)
3UTRbFw CGGTGGATGGAAGATACTGC 64.4 3’'UTR
3UTRbRv ATGGAGAAAGAGGCCAAAATC 63.1 (153pb)
GUSPlusAnyFw ACGTGGAGATTCCGAATGTC 63.9 GUSPlus
GUSPlusAnyRv TGTTGATGAGGAACTTGCCG 66.2 (159pb)
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Anexo 2: Transformacion de células competentes E. coli DH10B mediante choque térmico

A.
B.

Para multiplicacion de plasmido de rutina utilizar 1 yL de ADN plasmidico.
Para reacciones de ligacion utilizar 10-50 ng de ADN plasmidico.

Tomar 1 uL del volumen de ADN plasmidico o la reaccién de ligacion y hacer una
mezcla con los 100 uL de células competentes.

Inmediatamente, incubar en hielo durante 30 minutos y terminado el tiempo someter a
un choque térmico de 42°C durante 45 segundos e inmediatamente pasar a hielo por

3 minutos.

Seguidamente, adicionar 900 pyL de medio LB (Luria-Bertani) sin antibiético e incubar
a 37°C por 90 minutos a 150 rpm en el horno orbital del cuarto de campanas.

En el caso de multiplicacién de rutina

Plaquear 100 pL de la mezcla en platos de Petri con medio LB s6lido + 100 mg/L de
ampicilina.

En el caso de ligaciones

Centrifugar a 3,000 rpm por 5 minutos la muestra y descartar el sobrenadante y con los
100 uL restantes resuspender la pastilla y plaquear en platos de Petri con medio LB
s6lido+ 100 mg/L de ampicilina. En caso de tratarse de ligaciones en pGEMT-Easy
emplear platos con medio LB sélido + 0.5mM de isopropil-tio-B-Dgalactosido (IPTG) +
80 mg/L de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D galactosido (X-Gal) + 100 mg/L de ampicilina.

Seguido se debe incubar los platos de Petri a 37°C por 16 horas. Las colonias
transformadas (colonias blancas) se pican con palillos estériles y se cultivan en tubos
de falcon con 4 mL de medio LB + 100 mg/L de ampicilina.

Finalmente incubar las colonias cultivadas en medio LB liquido+ 100 mg/L de ampicilina
a 37 °C en agitacién a 220 rpm durante 16 horas.
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Anexo 3: Transformacion de C. reinhardtii por biobalistica

moowz

>

Obtencién del ADNp para transformar
Preparacion del material estéril

Evento de transformacion

Recuperacion de células

Obtencién de posibles lineas transgénicas

Obtencion de ADNp para transformar

Los plasmidos a emplear en el evento de transformacion deben tener una
concentracion minima de 1 ug/uL. Para alcanzar la concentracion deseada es
necesario extraer ADNp con un kit de MIDIPREP de ZymoPURE Plasmid Il Midiprep
Kit (Zymo Research). Esto se debe realizar después de comprobar la integridad del
ADNp.

Con el ADNp MIDIPREP se procede al recubrimiento de las particulas de oro (Au) el
dia del bombardeo. Los reactivos a emplear son: CaCl 2.5 M, espermidina 0.1 M y
suspension de particulas Au 0.6 pm.

Inicialmente se afiaden 10 pg de ADNp (sin exceder 10 pL), 50 pL de CaCl, 2.5 My 20
UL de espermidina 0.1 M a las particulas de Au 0.6 um y se agita en vortex por 3
minutos.

Se deja reposar las particulas por 1 minuto y posteriormente se da un pequefio spin en
la picofuga para facilitar la sedimentacioén.

Luego se remueve el liquido y se agregan 140 uL de etanol al 70% (grado HPLC). Se
resuspende la pastilla con pequefios golpes y posteriormente se da un spin de 3
segundos en la picofuga y se descarta el sobrenadante.

Luego se adicionan 140 pL de etanol al 100% (grado HPLC) y se resuspende la pastilla
con pequefios golpes, posteriormente se da un spin de 3 segundos en la picofuga y se
descarta el sobrenadante.

Finalmente se agregan 30 pL de etanol al 100% (grado HPLC) y se resuspende la
pastilla con vortex a baja velocidad (5/10) por 3 segundos.

Después de resuspender la muestra se toman 5 pL de la suspension de Au 0.6 um y
se colocan en el centro del macroacarreador con la precaucion de distribuirlo
uniformemente sobre la superficie.

Luego se deja secar en la campana de flujo hasta que el alcohol se haya evaporado
completamente.

Cada preparacion de Au+ADNp (30 pL) es suficiente para bombardear 5 platos y llevar
a cabo una comprobacion del ADNp por electroforesis.
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B.

Preparacion del material estéril

El evento de transformacion es un proceso que requiere una cantidad considerable de
materiales y que debe llevarse a cabo en condiciones de esterilidad, para ello se
emplean los siguientes materiales:

Pinzas metalicas envueltas en aluminio.

Mallas de retencion

Los portamacroaccareadores con los macroacarreadores en posicion

Pafiuelos o sanitas delgadas envuelto en papel aluminio (sobres)

Puntas de 1,000 pL de punta ancha con bordes redondeados vy filtro de algodén
Tubos de microcentrifuga de 2 mL.

Membrana de ruptura esterilizadas en alcohol isopropilico

Adicionalmente se requiere la preparacion de medio sélido TAP y TAP+zeocina, el
medio TAP se prepara con anterioridad, mientras que el medio TAP+zeocina debe ser
fresco, debido a que la zeocina es un antibiotico fotosensible. Ademas, se requiere una
solucion de isopropanol al 70% para la esterilizacion de las membranas de ruptura; y
alcohol 70% y 100% (grado HPLC) para la preparacion del ADNp.

En el caso de C. reinhardtii, se debe inocular una colonia de medio sélido a medio
liquido 7 dias antes del evento de transformacion. Se debe realizar en un volumen
suficiente que garantice la cantidad de células necesarias. Transcurrido los 7 dias se
toma una muestra del cultivo para conteo celular de acuerdo a las practicas del
laboratorio; una vez estimada la concentracion celular, se centrifuga el cultivo a 4 °C,
3,200 RCF por 5 minutos. Con el valor estimado de concentracion celular se
resuspende la biomasa en medio TAP liquido, de tal manera que queden 40,000°'000
de células en 200 L (contenido por plato de Petri). Opcionalmente, se sugiere tomar
una alicuota de la suspension celular y diluirla en medio TAP liquido, para corroborar
la concentracion celular por conteo al microscopio.

El material biol6gico para el bombardeo se prepara en la campana de flujo y se realiza
mediante la adicion de 200 uL (40°000,000 células) de suspension celular en los platos
de Petri. La suspension celular se inocula y se esparce con el asa en la parte central
del plato de Petri (area efectiva del bombardeo) y posteriormente se dejan abiertas
aproximadamente 1 hora para garantizar su secado.

Evento de transformacion

Inicialmente se limpia el interior de la campana de flujo con solucién de hipoclorito al
5% (producto comercial), una vez seca, se procede a una segunda limpieza con etanol
al 70%. Posteriormente se limpia la camara de biobalistica con etanol al 70%,
incluyendo las piezas interiores y se depositan sobre una sanita estéril en la campana
de flujo.

Las condiciones estandarizadas para el bombardeo son una presion de vacio de 29 in
Hg y membranas de ruptura de 1100 psi, con helio (He) como gas acarreador. Al
momento del bombardeo se debe contar con los platos de Petri secas con 40°000,000
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de células, los macroacarreadores secos con las particulas de Au impregnadas con
ADNp y las membranas de ruptura estériles. La forma de proceder es la siguiente:

Primero se enciende la camara de biobalistica y la bomba de vacio, se abre la llave de
paso del tanque de He y se ajusta la valvula reguladora de He hasta que el manémetro
marque aproximadamente 1,300 psi.

Luego se deposita una membrana de ruptura en el cafidn de la camara y se atornilla
en su lugar.

Se desatornilla el objetivo de la camara y se deposita una malla de retencién en el
fondo, y justo sobre ella el portamacroacarreador (incluyendo macroacarreador) boca
abajo y se atornilla nuevamente todo el conjunto y se deposita en la camara bajo el
cafdn a una altura de ¥4 in.

Luego se introduce la bandeja dos niveles por debajo del objetivo y se deposita un plato
de Petri con las microalgas. Se cierra la puerta de la camara de biobalistica y se oprime
el interruptor VAC para empezar a producir vacio. Cuando se llega alcanzar una presion
de vacio de 29 in de Hg se oprime rapidamente el interruptor a la posicion de HOLD.

Luego se deja oprimido el botén de FIRE hasta que se rompa la membrana de ruptura
(1,100 psi), posteriormente se regresa el interruptor a la posicion VENT y se abre la
puerta cuando el manémetro alcance una presién de 0 psi, por Ultimo, se saca el plato
de Petri, se sella y guarda en oscuridad por 24 horas.

Finalmente se retiran el macroacarreador, la membrana de ruptura rota y la malla de
retencién y se repiten los pasos para cada una de los platos a bombardear.

Los platos recién bombardeados se almacenan en una caja oscura por 24 horas, para
evitar los mecanismos de fotorreparacion de la microalga.

. Recuperacion de células

Transcurrido 24 horas se retiran los platos de Petri de la caja oscura, y se inicia el
proceso de recuperacion. En primer lugar, se realiza el lavado de los platos con 2.1 mL
de medio TAP (3 x 700 pL). Este procedimiento se debe realizar gentilmente por medio
de pipeteo con puntas de boca ancha de 1mL. Una vez recuperada las células en medio
TAP, se deposita en un tubo de microcentrifuga de 2 mL y se centrifuga a 3,200 RCF
por 5 minutos. Luego la biomasa obtenida se resuspende gentilmente en 100 uL de
medio TAP y se plaquea en un nuevo plato de Petri con TAP sélido + zeocina (5 pg/mL).
El plaqueo se realiza con ayuda del asa ‘loop’ favoreciendo la dispersion por toda la
superficie del plato. Después del secado de los platos se sellan y transfieren al cuarto
de cultivo. Los platos de Petri se cultivan bajo fotoperiodo a 25 °C con una intensidad
luminosa de 50 pmoles/ms; las posibles transformadas se pueden observar a partir de
los 4-6 dias, dependiendo de la eficiencia del evento de transformacion. Para
conservacion de las posibles transformadas los platos se envuelven en papel aluminio
y se almacenan en la cAmara de 16 °C.
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E. Obtencidon de posibles lineas transgénicas

Cada colonia en los platos de Petri (TAP+zeocina) es una posible linea transgénica,
obviando el hecho de que a causa del procedimiento se pueden generar colonias
diferentes con el mismo origen (misma linea); para descartar que efectivamente son
colonias transformadas y no escapes se procede a picar colonias individuales e
inocularlas en medio liquido TAP+zeocina y monitorear el crecimiento de 7 a 9 dias, si
se observa crecimiento en ese lapso de tiempo se considerara como una potencial
linea transgénica y se procedera a hacer un cultivo axénico en un nuevo plato de Petri
TAP+zeocina para su almacenamiento a corto/mediano plazo.
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clona-3.s2q
clona-4.s2q
clona-2Z.s=q
clona-l.s2q
RIR3.=eq

clona-5.s2q

clona-3.32q
clona-4.s2q
clona-2.32q
clona-1l.s=q
RIA3.=eqg

clona-5.32q

clona-3.s2q
clona-4.s2q
clona-2.s2q
clona-1l.s2q
RIA3.=eqg

clona-5.32q

clona-3.s2q
clona-4.32q
clona-2Z.s=q
clona-1.32q
RIA3.=eqg

clona-5.s2q

clona-3. seq
clona-4.seq
clona-2.seq
clona-1. seq
RIAZ.seq

clona-5.5eq

clona-3.s5eq
clona-4.segq
clona-2.3eq
clona-1.3eq
RIR3.=zeq

clona-5.3eg

clona-3.s5eg
clona-4.s5eq
clona-2.s5egq
clona-1l.seq
RIR3.=zeqg

clona-5.3eq

Anexo 4: Resultados de la secuenciacion de RIA3 en pGEM -T Easy

U R R e T C G A AT TCACACATCCACATGTCGCAACCTGRCCATGTCARATR
————————————— TETCGCALTTCACACATCCACATGTCGCARCCTGACCATGTCAARTA
————————————— TGTCGCARTTCACACATCCACATGTCGCARCCTGACCATGTCARATE
————————————— TETCGCALTTCACACATCCACATGTCGCARCCTGACCATGTCAARTA
————————————— TGTCGCARTTCACACATCCACATGTCGCARCCTGACCATGTCARATEA
————————————— TETCGCAATTCACACATCCACATGTCGCARCCTGACCATGTCAARTA

ACTTGCRAAGCTGCTATATGTAGCCTETGCGTGCCGGTGCATACCGACCAAGTGAGAGTG!
ACTTGCAAGCTGCTATATGTAGCCTGTGCGTGCCGETGCATACCGACCAAGTGAGAGTG!
ACTTGCRAAGCTGCTATATGTAGCCTETGCGTGCCGGTGCATACCGACCAAGTGAGAGTG!
ACTTGCAAGCTGCTATATGTAGCCTETECGTGCCGET GCATACCGACCARMGTGAGAGT G
ACTTGCAAGCTGCTATATGTAGCCTETECGTGCCGET GCATACCGACCARMGTGAGAGT G

121
108
108
108
108
108

1581
1&8
18
1&8
128
128

241
228
228
228
228
228

301
288
288
288
288
288

ACTTGCAAGCTGCTATATGTAGCCTETGCGTGCCGETGCATACCGACCAAGTGAGAGTG!

TGECETTTGCETGTATGCGTT TTTGTCTCACCGCAGTCATGAARCTGOCCARCCCTTTCC AR
TGECETTTGCETGTATGCGTT TTTGTCTCACCGCAGTCATGAARCTGOCCARCCCTTTCC AR
TGECETTTGCETGTATGCGTT TTTGTCTCACCGCAGTCATGAARCTGOCCARCCCTTTCC AR
TGECETTTGCETGTATGCGTT TTTGTCTCACCGCAGTCATGAARCTGOCCARCCCTTTCC AR
TGECETTTGCETGTATGCGTT TTTGTCTCACCGCAGTCATGAARCTGOCCARCCCTTTCC AR
TGCGTTTGCGTGTATGCGTTTTTGTCTCACCGCAGTCATGARCTGCCCARCCCTTTCCAR

GARATGTATGTTCTAATGCCARGGCGTTGTTATGCGCCAACTTCTATGCTTGCTTGAGGCD
GAATGTATGTTCTAATGCCAAGGCETTETTATGCGCCARCTTCTATGCTTGCTTGAGGCC
GAATGTATGTTCTAATGCCAAGGCETTGTTATGCGCCARCTTCTATGCTTGCTTGAGGECC
GAATGTATGTTCTAATGCCAAGGCETTETTATGCGCCARCTTCTATGCTTGCTTGAGGCC
GAATGTATGTTCTAATGCCARGGCGTTGTTATGCGCCALMCTTCTATGCTTGCTTGAGEC
GARATGTATGTTCTAATGCCARGGCGTTGTTATGOGCCAACTTCTATGCTTGCTTGAGEE]

GGGTGCETTCCTGGAACARGCTGT T TGAGACGCT TCAACRATTGCGCACTGGCAGCAGGTC
GGGTGCETTCCTGEAACARGCTGT T TGAGAGCT TCAACAATT GCGCACTGGCAGCAGGTC
GGGTGCGTTCCTGGAACAAGCTGT T TGAGAGCT TCAACAATT GCGCACTGGCAGCAGGTC
GGGTGCGTTCCTGGAACAAGCTGT T TGAGAGCT TCAACAATTGCGCACTGGCAGCAGGTC
GGGTGCGTTCCTGGAACAAGCTGT T TGAGAGCT TCAACAATT GCGCACTGGCAGCAGGTC
GGGTGCCTTCCTGGAACAAGCTGT T TGAGACGCT TCAACAATT GCGCACTGGCAGCAGGTC

TTAGACCAGCGTACAGTAGARTCACGAGTGEET GACGGECTGATGCCGEATGATGCTCA
TTAGACCAGCGTACAGTAGAATCACGAGTGEETGACGGECTGATGCCGEATGATGCTCA
TTAGACCAGCGTACAGTAGALTCACGAGTGEETGACGGECTGATGCCGEATGATGCTCA
TTAGACCAGCGTACAGTAGARTCACGAGTGEETGACGEECTGATGCCGEATGATGCTCA
TTAGACCAGCGTACAGTAGARTCACGAGTGEETGACGGECTGATGCCGEATGATGCTCA
TTAGACCAGCGTACAGTAGARTCACGAGTGEETGACGGECTGATGCCGEATGATGCTCA

GECTTGCACAGT GEEGTAGGTGCACATTTTTGAAACACTAATGACAATGATTGCACACA
GGECTTGCACAGTGEEGTAGGTGCACATTTTTGAAACACTAATGACAATGATTGCACACA
GGCTTGCACAGTGEEGTAGETGCACATTTTTGAAACACTAATGACAATCATTGCACACA

N GCCTTGCACAGTGEEETAGGTGCACATTTTTGAARCACTAATGACAATGATTGCACACA
I GCCTTGCACAGTGEEETAGGTGCACATTTTTGAARCACTAATGACAATGATTGCACACA
i GCCTTGCACAGTGEEETAGGTGCACATTTTTGAARCACTAATGACAATGATTGCACACA
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Anexo 4: Resultados de la secuenciacion de RIA3 en pGEM -T Easy (continuacién)

clona-3.3eq 421 CECTTECTGCATGTTGTCAAATGCRAATTCAATCATGEAGCARCGGEECTTGEETGA
clona-4.3=8q 408 CECTTECTGCATGTTGTCAAATGERAAATTCAATCATGEAGCARCGEEECTTGEETGA
clona-2.s=q 408 CGCTTGCTGCATGTTGTCAAATGGAAATTCAATCATGGAGCARCGEEGCTTGEET GA
clona-1l.s3eq 408 CGCTTGCTGCATGTTGTCARATGGARATTCARATCATGGAGCARCGEEGCTTGEET GA
RIA3.=eg 408 CGCTTGCTGCATGTTGTCAAATGGRARATTCARTCATGGAGCARCGEEECTTGEET GA
clona-5.3eq 408 CGCTTECTGCATGTTGTCAAATGGAAATTCAATCATGEAGCARCGGEECTTGEETGA

aB Ral o O Yo N LN - T GG GACT GETGEAAGGGTETGCGTETTCTTTGATCARATCGTTTCCTCTTTCTGCAGT
BN a1 Ye = T GGG AC T GETGGARGGETETGCCTETTC TTTGATCARATCGTTTCCTCTTTCTGCAGT
(=Bl R Ve = T GGG AC T GETGGALGGETETGCCTETTC TT TGATCARATCGTTTCCTCTTTCTGCAGT

Koyt BTt L - T GGGACTGGT CCARGGETGTGCGTGTTCT T TGATCARATCGTTTCCTCTTTCTGCAGT
RIA3.seq LG T GGGACTGGTGEARGGGTGTGCGTGTTCTT TGATCAAATCGTTTCCT CTTTCTGCAGC:
[ Koy ar= Tl - 1= te A - T GG CACTGET CCARGGGTGTGCGTGTTCTT TGATCARATCGTTTCCTCTTTCTGCAGC

clona-3.seq EERNNCC TGGGEETGTGCCEGGETTTGEGET TTCCGAGCATGGGCGT TAGGCATA
clona-4.seq YAl CTGGGEETGTGCCEGEETTTGEGET TTCCGAGCAT GGGCGT TAGGCATA
clona-2.seq YAl CTGGGEETGTGCCEGEETTTGEGET TTCCGAGCAT GGGCGT TAGGCATA
clona-1.seq YAl CTGEEEETETEGCCEEEETTTGEGET TTCCGAGCAT GGGCGT TAGGCATA
RIA3.seq YAl CTGGEEETETEGCCEEEETTTGEGET TTCCGAGCAT GGGCGT TAGGCATA
clona-5.seq YA CCTCEEEETGTGCCEEEgRTTGEGETTTCCGARY - GTTRGGCATE
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Anexo 5: Analisis de secuencias in silico de pHR: GUSPIlus y pRHR: GUSPIlus
(®) SerialCloner 2.6.1

File Edit Sequence Features Restriction Protein Function Window Help

3 Align Two Sequences ‘?]—EF I—§8—’
Sequence 1 [ anti-parallel Sequence 2 [ anti-parallel Go To Protein Align
Sequence Window #8 ¥ pRHR-GUSPIus.xdna v Local Align
Translation: []Frame1 []Frame2 []Frame3 Translation: [ ]Frame 1 []Frame2 []Frame3

. WordSize 15nt ~
Local Align Sequences  NCBI BLAST 2 Sequences

[JHighlight differences Find next: < ' Build Consensus

Seq 1 390 TTGCTGCATGTTGTCARATGGARATTCAATCATGGAGCAACGGGGCTTGGGIGAGGTIGGG 449
FEEERREEEEEE e e e e e e e e e e e e ety

Seq 2 7021 TIGCTGCATGITGICARATGGAARTTCARTCATGGAGCRACGGGGCTTGGGTGAGETGGE 7080

Seq 1 450 ACTGGTGGAAGGGTGIGCGIGITCTTIGATCAAATCGITICCICTTICTGCAGCGGCIGG 509
FEEEREEEEEEEE R e e e e e e e et e e e e e e e et
Seq 2 7081 ACTGGTGGRAGGGIGIGCGTGTITCTTTGATCARATCGTTICCTCTTICTIGCAGCGGCTGG 7140

Seq 1 510 GGGTGTGCCGGGGITTIGGGGITICCGAGCATGGGCGTTAGGCATAGATATCGGTACCICG 569
PELERREERREEE TR R et e e e e e e e e e e e e e e e eern
Seq 2 7141 GGGIGIGCCGGGGTTTGGGETTTCCGAGCATGGGCGTTAGGCATAGATATCGGTACCICE 7200

Seq 1l 570 CTGAGGCTTGACATGATIGGIGCGTATGTTIGTATGRAGCTACAGGACTGATITGGCGGG 629
FEEERREEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e ety
Seq 2 7201 CIGRAGGCTIGACATGATIGGTGCGTATGITTGTATGARGCTACRGGACTGATTTGECGE 7260

Seq 1 630 CTATGAGGGCGGGGGARGCTCTGGARGGGCCGCGATGEGGCGCGCGECETCCAGRAGRCE 639
FECREETEEREE e e e et e e e e e e bbb e e e e ey
Seq 2 7261 CIATGAGGGGGGGGAAGCTCTGEARGGECCG0GATG65E06060GECGTCCAGAAGETE

Seq 1 690 CCATACGGCCCGCTGGCGGCACCCATCCGGTATAARAGCCCGCGACCCCGAACGGTGACC 749
FEEERREEEEEEEE e e e e b e e e e e e e e e e e el
Seg 2 7321 COATACGRCCCGCTGRCGEIACCCATCCGOTATARRAGCCCGCGACCCCGARCGETGA 7380 2

Character Size

Screen size 12 pts v Print size 11 pts ~ Copy to ClipBoard | PageSetup | | Print

*En el resultado de secuenciacion se aprecian las secuencias de interés considerando que
el plasmido pHR: GUSPIus se emple6 como plantilla en la obtencién de pRHR: GUSPIus.
Las secuencias en colores se corresponden con la plantilla ensamblada in silico y las
secuencias en negro se corresponde con el resultado de la secuenciacion de pRHR:
GUSPIus.
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Anexo 5: Analisis de secuencias in silico de pHR: GUSPIlus y pRHR: GUSPIlus
(Continuacién)

*Mapa grafico de la plantilla ensamblada in silico de pRHR: GUSPIus.
RIAS3 (rojo). HSP70A/RBCS2 (HR) (naranja). GUSPIus (rosa). 3'UTR (violeta). El resto de
las secuencias se corresponde al plasmido pSP124S.

3 Graphic Map of pRHR-GUSPlus xdna e ®

pRHR-GUSPIlus.xdna - 7720 nt o

Show : [/] Features [ ] Unique Sites [_]Double Site [ | Particular sites | Choose site

RIA3 6609. .

pRHR-GUSPIlus.xdna - 7720 nt

T7 5393...5412/
13-fwd 5369...5386
Zalpha 5298..5230]

[Fiori 5219_4779

2067...2564 3UTR RBC

2539...2580 T3|
2637...2617 M1i3-rev

2037...2054 GHis

mp prom 4712.. 4684
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