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Resumen

RESUMEN

La microalga verde Chlamydomonas reinhardtii es considerada una plataforma atractiva
para la produccién de proteinas recombinantes, debido a su cultivo facil, econémico y su
gran capacidad para acumular biomasa. Recientemente se ha despertado el interés en la
utilidad de promotores inducibles para conducir la expresiéon de genes recombinantes en
el nucleo de esta miroalga. También se han identificado genes homélogos a glicerol-3-
fosfato deshidrogenasa (GPDH) en C. reinhardtii, y se observé que la expresién de
CrGPDH3 fue inducida en respuesta a estrés osmoético por 200 mM de NaCl por dos
horas. Por lo tanto, resulta atractivo determinar el potencial del promotor del gen
CrGPDHS3 para conducir la expresién de un gen reportero de manera inducible.

La expresion del gen CrGPDH3 se evalué por RT-PCR bajo 5, 50, 100 y 200 mM de NaCl
a diferentes tiempos (5, 30, 60 y 120 minutos) y se encontré que la expresién de este gen
se induce bajo todas estas concentraciones a partir de los 5 minutos de exposicion
alcanzando el punto de expresién de la PCR a partir de una hora.

Por otra parte, se elaboraron tres construcciones de expresidon que contenian tres
fragmentos de diferente longitud correspondientes a la regién del promotor mas la regién
5’ no traducible (5" UTR) del gen CrGPDH3 (promA, promB y promC) que incluyen al gen
reportero uidA, y una secuencia terminadora det gen RBCS2 de C. reinhardtii, y con ellas
se transformé a C. reinhardtii mediante biobalistica. Se evalué la expresion del gen uidA
en tres clonas individuales de C. reinhardtii transformadas con la construccion que
contenia promA, y se encontré que esta secuencia fue capaz de conducir la expresién de
este gen tanto en las muestras tratadas como no tratadas con 50 mM de NaCl.
Posteriormente, se evalu6 la expresiéon del gen widA en un “pool’ de nueve clonas
transformadas con las construcciones que contenian ya sea promA, promB é promC, y se
observo que las tres secuencias de CrGPDH3 fueron capaces para dirigir la expresion de
este gen tanto en las muestras tratadas como no tratadas con 100 mM de NaCl. Por tanto,
una secuencia de 938 pb que incluye el 5° UTR de CrGPDH3 fue suficiente para conducir
la expresion del gen reportero widA. Sin embargo, sera necesario continuar la
investigacion del promotor de CrGPDH3, para determinar si existe alguna secuencia rio
arriba que esté relacionada con la inducibilidad en presencia de NaCl, asi como para

incrementar los niveles de expresion obtenidos.
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Abstract

ABSTRACT

The green microalga Chlamydomonas reinhardltii is considered an attractive platform for
the production of recombinant proteins, due to its easy and economical cuiture and its high
capacity to accumulate biomass. The use of inducible promoters to drive expression of
recombinant genes in the nucleus of C. reinhardtii has been of interest. Recently, three
glycerol-3-phosphate dehydrogenase (GPDH) homologous genes were identified in C.
reinhardtii, and it was observed that the expression of CrGPDH3 gene was induced in
response to osmotic stress at 200 mM NaCl for two hours. Therefore, it is interesting to
determine the potential of CrGPDH3 promoter to drive expression of a reporter gene in an
inducible manner.

The expression of CrGPDH3 was evalued using RT-PCR in 5, 50,100 and 200 mM NaCl
at different times (5, 30, 60 and 120 minutes), and revealed that the expression of this
gene was induced under all these concentrations, starting from since 5 minutes of
exposure reaching the highest expression after one hour.

Moreover, three expression vectors were elaborated containing three fragments of
different lengths corresponding to the promoter and the 5 'untranslated region (5' UTR ) of
the CrGPDH3 gene (promA , promB and promC) including the uidA reporter gene, a
terminator sequence of the C. reinhardtii RBCS2 gene. Then, these constructs were used
to transform C. reinhardtii by biobalistics. The expression of the uidA gene was evaluated
in the three individual C. reinhardtii transformed clones with the construct containing
promA, and found that this sequence was able to drive the expression of this gene in both
treated and untreated samples with 50 mM NaCl. Subsequently, the expression of uidA in
a "pool" of nine clones transformed with constructs containing either promA, promB or
promC. Was evaluated three sequences from CrGPDH3 were capable of driving the
expression of this gene both, in treated and untreated samples with 100 mM NaCl.
Therefore, a 938 bp sequence which includes the 5 'UTR CrGPDH3 was sufficient to drive
expression of the uidA reporter gene. However, it will be necessary to continue research of
the CrGPDH3 promoter, to determine whether any upstream sequence is related to
inducibility in the presence of NaCl, as well as to increase the levels of expression
obtained.
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Introduccion

INTRODUCCION

La microalga verde eucariota Chlamydomonas reinhardtii ha sido reconocida por su
potencial tanto como plataforma para la expresién de proteinas recombinantes, como para
la obtencién de lipidos y otros metabolitos de interés comercial, debido a su cultivo facil y
economico, su tasa de crecimiento rapido y la factibilidad de su manipulacién por
ingenieria genética (Potvin y Zhang, 2010). Sin embargo, para esta aplicacion es
necesario contar con una alta expresiéon génica, y en este aspecto un factor muy

importante es la regulacion génica mediada por el promotor.

En C. reinhardtii solo se han caracterizado cinco promotores para la producciéon de
proteinas recombinantes en el nucleo, entre los cuales el mas estudiado para este fin es
el promotor de tipo constitutivo HSP70A/RBCSS2 con un rendimiento de hasta 0.5%de
proteina total soluble (Neupert et al. 2008; Quinn et al. 1999).

El uso de promotores inducibles para conducir la expresion de genes de interés
biotecnoldgico en el nicleo de C. reinhardtii ha despertado la atencién, ya que se podria
tener un control temporal sobre el gen recombinante que se desee expresar mediante
factores externos. Esta induccion podria ser realizada después de alcanzar una alta

densidad de celulas sin interferir con el metabolismo celular (Lumbreras et al. 1998).

En un reciente estudio de nuestro grupo de investigacién (Herrera-Valencia et al. 2012),
se identificaron in silico tres genes homélogos a GPDH en el genoma nuclear de C.
reinhardtii:. CrGPDH1, CrGPDH2 y CrGPDH3. Un andlisis indicé que la expresion de los
genes CrGPDH2 y CrGPDH3 es muy baja en condiciones normales de cultivo, mientras
que CrGPDH3 se expresa poco, pero que la expresion de ambos genes es inducida bajo
estrés osmético por dos horas a 200 mM de NaCl. Debido a lo anterior se hace atractivo
el estudio de los promotores de estos genes, en particular del CrGPDH3, asi como su
potencial para conducir la expresion inducible de genes recombinantes de interés
biotecnolodgico. En este sentido, es importante conocer la concentracién minima de NaCl a
la cual se induce el gen nativo y el tiempo al cual ocurre esta induccién.




Introduccion

Por lo tanto, como primera parte de este trabajo se utilizé RT-PCR para evaluar la
expresiéon del gen CrGDPH3 y su sensibilidad para inducirse en respuesta a tratamientos
de 5, 50, 100 y 200 mM de NaCl por tiempos de exposicién de 5, 30, 60 y 120 min.
Ademas, por medio de la base de datos PLACE se realizd una buasqueda en la regién
putativa del promotor CrGPDH3 de secuencias que hayan sido caracterizadas
previamente como elementos de respuesta en cis en plantas, con el fin de identificar
elementos que pudieran estar regulando la inducibilidad de este gen con estrés osmético
por NaCl, estrés por sequia o estrés osmético causado por otro tipo de sal.

Como segunda parte de este trabajo se realizé la clonacién de tres fragmentos de la
regién que debe contener al promotor del gen CrGPDH3 mas su regién §' no traducible
(5'UTR) para su caracterizacion, con el fin de determinar su capacidad de dirigir la
expresion del gen reportero uidA de manera inducible en C. reinhardtii.
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CAPITULOI
ANTECEDENTES

1.1 Generalidades de Chlamydomonas reinhardtii.

1.1.1 Caracteristicas morfélogicas.

Chlamydomonas reinhardtii es un organismo eucariota unicelular fotosintético considerado
un sistema modelo para el estudio de procesos eucariéticos a nivel molecular (Harris,
2001). Asi mismo, C. reinhardtii es facilmente cultivable cuyas, ya que sus células crecen
rapidamente. Tiene un ciclo bioldgico haplo-diploide, presenta una estructura polar y
forma elipsoide, es de tamafo aproximado de 10 ym de diametro dependiendo en el
medio donde se encuentre. Su pared celular estd compuesta de hidroxiprolina y es rica en
glicoproteinas que se asemejan a la pared de las plantas. También, esta microalga
contiene dos vacuolas contractiles localizadas en la parte anterior de la célula, tiene
multiples mitocondrias dispersas en el citosol, y dos flagelos de 10 a 12 ym de longitud
que le confieren movilidad (Harris, 2001).

Por otra parte C. reinhardtii cuenta con un Uunico cloroplasto con forma de copa que
ocupa aproximadamente el 40% del volumen celular (Rochaix, 1995) donde se localiza su
aparato fotosintético (Figura 1.1).

Al igual la microalga cuenta con un nucleo, un nucléolo, membrana nuclear continua
hasta el reticulo endoplasmico y cerca de esté se encuentran de 1 a 4 aparatos de Golgi.
Otra estructura de importancia es la mancha ocular, rica en carotenos y que se cree que
esta encargada de percibir y dirigir la luz hacia el fotorreceptor verdadero de la microalga
(Harris, 2001).

En condiciones de oscuridad y heterotrofia C. reinhardti es capaz de ensamblar
correctamente sus complejos fotosintéticos y crecer empleando acetato como fuente
alternativa de carbono, el cual es asimilado por la ruta del glioxilato (Harris, 2001). Por
tanto puede crecerse fotoautotréfica, mixotréfica o heterotréficamente, 1o que ha permitido

el estudio de numerosos mutantes fotosintéticos (Nickelsen y Kuck, 2000).
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1988) y también el primer eucariota fotosintético en el que se transformé el genoma
mitocondrial (Randolph-Anderson et al. 1993). La transformacién nuclear estable fue
realizada con la técnica de bombardeo de microproyectiles de tugsteno (Mayfield y Kindle,
1990).

Por otro lado, el proyecto del genoma de Chlamydomonas presenté fa secuencia
completa del genoma del cloroplasto, el cual mide aproximadamente 204 Kb (Maul et al.
2002), y recientemente la totalidad de su genoma nuclear (Merchant et al. 2007). Los
genomas se encuentran disponibles para cualquier busqueda o requisitos de clonacién, lo
que nos brinda la posibilidad de analizar los genomas en busca de genes que sean de
nuestro interés. El tamarfio del genoma nuclear se estima en aproximadamente 121 MB
(Merchant et al. 2007). Es rico en guaninas y citocininas (aproximadamente 62%) este
contenido alto de GC puede producir dificultades en la clonacién de genes (Harris, 2001).
Las herramientas genéticas para la microalga C. reinhardtii aun se estan desarrollando.
Sin embargo, este organismo unicelular fotosintético ha demostrado una promesa
significativa como plataforma para la expresiéon de proteinas recombinantes. En los
ultimos afios, las técnicas moleculares han permitido desarrollar la expresién sélida de
genes en el genoma nuclear y en plastidos. Con estos avances, muchos grupos de
investigacion han examinado la flexibilidad de esta microalga como reactores biolégicos

capaces de producir proteinas de alto valor comercial (Specht ef al. 2010).

1.1.3 C. reinhardtii y la respuesta al estrés osmético.

Una condicion de estrés osmético se define como una disminucion en el potencial hidrico
del ambiente en el cual se esta desarroliando un organismo. La respuesta inmediata, que
se da en segundos, es una salida del agua intracelular seguida de un proceso adaptativo
mas largo para tratar de llevar a cabo un ajuste osmético. Debido al movimiento de agua,
las concentraciones intracelulares de iones y biomoléculas se incrementan dando como
resultado una disminucién en la actividad celular; una vez que el organismo se adaptd, se

retoma el crecimiento (Watanabe ef al. 2008).
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En esta fase de aclimatacién de las células ante estrés osmoético se inducen mecanismos
involucrados en la resistencia al estrés, como son el aumento en la concentracion
intracelular de glicerol y la exclusién de iones toxicos (Folch-Mallol et al. 2004).

Microalgas como C. reinhardtii responden ante el estrés osmético sintetizando glicerol
como un metabolito osmorregulador, esta respuesta le permite ser capaz de soportar
ciertas concentraciones salinas (heé | 200 mM de NaCl) (Leén y Galvan 1994; Avron,
1986). Por ofro lado, ha sido der trado que el estrés osmético por NaCl aumenta la
acumulacion de lipidos en C. reinhardtii despues de la exposicién a 100 mM de NaCl por
48 h, muy posiblemente porque el estrés osmético causa un aumento en la produccién de
glicerol en esta microalga para mantener el balance osmético intra y extra celular. Como
los lipidos estan compuestos de glicerol, probablemente parte de este glicerol que se
produce se utiliza para la sintesis de lipidos, causando un aumento en la produccién de
éstos (Herrera-Valencia et al. 2011; Siaut et al. 2011).

1.1.4 C. reinhadtii como biorreactor para la producciéon de proteinas
recombinantes.

Entre los organismos modificados que actian como ‘reactores biolégicos” capaces de
sintetizar proteinas recombinantes se encuentran las bacterias, las levaduras, los
insectos, 1s plantas y los mami asi como lineas celulares derivadas de los tres
altimos. Cada sistema de produccién posee diferentes caracteristicas en términos de
rendimiento proteico, facilidad de manipulacién y costos de produccién, por lo que cada
uno tiene diferentes ventajas y desventajas (Specht et al. 2010).

Recientemente, C. reinhardtii ha sur,._o como una alternativa nueva y atractiva para la
produccion de proteinas recombinantes, debido principalmente a su cultivo facil y
econémico, su gran capacidad para acumular biomasa y ser inocua para el ser humano
(Potvin y Zhang, 2010). En la siguiente tabla se hace una comparaciéon de las
caracteristicas que presentan los organismos empleados comunmente como
biorreactores para la produccion de proteinas recombinantes incluyendo las microalgas
como una nueva alternativa para este fin.

10
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Tabla 1. 1 Comparacion de las caracteristicas de los sistemas de produccion de proteinas
recombinantes tradicionales con las de las microalgas.

Caracteristica Bacterias Levaduras Cultivo de | Animales Plantas Microalgas
] células de trans- trans-
mamifero énicos | génicas
Tiempo de Corto Mediano Largo Largo Largo Corto
produccién
Costo de Mediano Mediano Alto Alto Bajo Muy bajo
produccién
Costo de Alto Alto Alto Alto Bajo Muy bajo
escalamiento |
Costo de Econdémico Econémico Costoso, Costoso | Econémico, | Econdémico
almacén -20°C -20°C NL TA L TA
Propagacién Facii Facil Dificil Factible Facil Muy facil
Tamafio de Desconocido Desconocido Limitado Limitado | No limitado | No limitado
genes
Glucosilacié Ausente Incorrecto “Correcto” | “Correcto” | “Correcto” | “Correcto”
n
Ensamble de No No No Si Si Si
proteina

NL = Nitrégeno liquido; TA = Temperatura Ambiente (Rivera et al. 2011).

Por otro lado, los transgenes insertados en C. reinhardtii pueden ser expresados en
cualguiera de los tres genomas ya secuenciados (nucleo, cloroplasto o mitocondria)
(Rochaix, 2002), Siendo el cloroplasto el mas estudiado para produccién de proteinas
recombinantes debido a las propiedades que posee, como la insercion de genes por
medio de recombinacion homéloga (Franklin y Mayfield, 2005). Sin embargo, varias
proteinas terapéuticas necesitan un correcto procesamiento post-traduccional para ser
funcionalmente activas y este proceso no siempre ocurre en los plastidos (Eichler-
Stahiberg et al. 2009). En este caso, la expresion del transgen dentro del genoma nuclear
de C. reinhardtii ofrece la posibilidad de dirigir las proteinas recombinantes a los
organelos que contienen todas las enzimas responsables para realizar todo este proceso.
Ademas se ofrece la posibilidad de la secrecion de la proteina recombinante hacia el
medio de cultivo mediante una sefial de secrecion, lo cual permitiria que la purificacién de
la proteina sea del sobrenadante del cultivo y no de un extracto total de células, lo que
simplificaria el proceso de obtencién y bajaria el costo de produccién (Lauersen et al.
2012).

11
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Con respecto a lo anterior actualmente se ha elucidado informacién acerca de como
regular la expresion de transgenes nu :ares en C. reinhardtii, tales como la optimizacién
del codén para que coincida con el 62% contenido de GC con el genoma nuclear de esta
microalga, asi como el mejoramiel... de la expresién génica mediante la caracterizacién
de promotores y la identificacién de elementos regulatorios especificas, como la inserciéon
de intrones de genes nativos (Eichler- Stahiberg et al. 2009; Lumbreras ef al. 1998).

1.2 Uso de promotores para la produccién de proteinas recombinantes en el
nucleo de Chlamydomonas reinhardtii.

Como se menciond anteriormente se ha propuesto producir proteinas recombinantes el
nucleo de C. reinhardtii debido a sus diversas ventajas, sin embargo para que este
procedimiento sea llevado a cabo de manera exitosa se necesitan ciertos requisitos,
siendo uno de los méas importantes la utilizacion de un promotor adecuado, puesto que se
ha observado que tanto la acumulacién de transcrito, como la acumulacion de proteina
varian dependiendo de la secuencia regulatoria que se utilice, debido a que estos estan
involucrados con la eficiencia de transcripcion, estabilidad del transcrito y eficiencia en la
traduccion. Es por ello que actualmente se han realizado varios estudios utilizando
diferentes promotores con el fin de dirigir e incrementar la expresién de genes de interés
en C. reinhardtii (Stahlberg et al. 2009; Neupert et al. 2009).

1.2.1 Promotores constitutivos para la produccion de proteinas recombinantes en
el nacleo C. reinhardtii.

Dentro de los promotores, los de tipo constitutivo son aquellos que permiten la expresion
del gen en forma continua durante todo el desarrollo celular. Los promotores pueden ser
modificados artificialmente (in vitro) con « fin de aumentar, disminuir o evitar 1a expresion
del gen que regulan. Ademas, es pocible adicionar un intrén o unir secuencias de distintos
promotores.

Entre los promotores nucleares que se han caracterizado se pueden mencionar el
promotor de tipo constitutivo de gen RBCS2 (Rochaix y Purton, 1996) el cual fue
fusionado a la regién codificante del gen ble de Streptoalloteichus hindustanus que

12
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confiere resistencia a fleomicina, zeocina y neomicina. Este trabajo fue una de las
primeras evidencias de una transformacion y expresion estable de un transgen en C.
reinhardtii, obteniendo como resultado un marcador de seleccién para el genoma nuclear
de esta microalga.

Posteriormente se comenzé a investigar cémo mejorar la expresiéon de transgenes por
medio de la colocacién de intrones nativos de C. reinhardtii. Este estudio fue realizado por
Lumbreras et al. 1998, donde utilizé al promotor mas el intrén del gen RBCS2 fusionado al
marcador de seleccion ble. Sus evidencias reportaron un mejoramiento en el aumento de
ARNm y la acumulacién de proteinas independientemente de la posicién del intrén.
Aunado a esto, en un estudio mas reciente realizado por Eichler-Stahlberg et al. 2009 y
siguiendo las estrategias de los autores anteriores, este realizé una fusién de secuencias
promotoras de los genes RBCS2 y Hps70A creando asi un promotor binario para conducir
la expresién del gen reportero CrLuc. A esta construccion génica se le colocaron los
intrones del RBCS2 en ubicaciones diferentes creando varios constructos. En los
resultados de este trabajo se pudo observar hasta un 449% de actividad del gen reportero
Crluc, comparado con el 100% de actividad de su constructo control.

En la siguiente tabla se muestra las proteina recombinantes producidas en el nucleo de C.
reinhardti.

13
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y se encuentren disponibles para estudios posteriores o bien para su futura
comercializacion en masa.

1.2.3 El gen GPDH que codifica para la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
en Chlamydomonas reinhardtii.

En un estudio reciente realizado en nuestro grupo del laboratorio (Herrera-Valencia et al.
2012), se identificaron y caracterizaron genes que codifican para la enzima glicerol-3-
fosfato deshidrogenasa (GPDH) en C. reinhardtii. Esta enzima esta involucrada en la
sintesis de glicerol y el metabolismo de los lipidos. La enzima GPDH cataliza la
conversion de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y NADH (Dinucleétido de nicotinamida y
adenina en su forma reducida) a glicerol-3-fosfato (G-3-P), y NAD+ (Dinucleétido de
nicotinamida y adenina en su forma oxidada). A su vez, el glicerol-3-fosfato es utilizado
como substrato para obtener glicerol, o ser usado como precursor para desencadenar la
ruta de los triacilglicéridos (He et al. 2007). Herrera-Valencia et al. (2012) identificaron in
silico tres genes nucleares homoélogos a GPDH: CrGPDH1, CrGPDH2y CrGPDH3. Todas
estas secuencias mostraron un significativa similitud con los genes GPDH de la microalga
Dunaliella salinay Dunaliella viridis.

Por otro lado, en este estudio de acuerdo a un programa de prediccién de péptidos sefial,
se encontré que Unicamente CrGPDH2 y CrGPDH3 contienen en su extremo N-terminal
un péptido sefial de transito al cloroplasto, por lo que muy posiblemente correspondan a
GPDHs con localizacién en este organelo.

El CrGPDH1 no presentd péptido sefial y se sugiere que esta GPDH tenga localizacion
citosdlica como se ha observado en la microalga Dunaliella tertiolecta.

16
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1.4 Justificacion

Estudios previos han demo 1ido la utilidad del uso de promotores inducibles para
conducir la expresion de genes recombinantes de interés en el nicleo de la microalga
verde C. reinhardtii. Los promotores inducibles permiten tener un controi temporal sobre la
expresion del gen recombinante mediante factores externos. Sin embargo, un obstaculo
importante para C. reinhardtii es la pobre expresién de transgenes en su genoma nuclear,
siendo una de las razones de los pocos estudios que existen acerca de la caracterizacion
de promotores adecuados, los cuales hasta la fecha no han tenido resultados
significativos para conducir la expresion de genes de interés, presentando niveles por
debajo del 1% de acumulacién de proteina total soluble (PTS), siendo al menos 1% de
PTS lo necesario para que se considere comercialmente rentable. Por lo tanto, es
necesario evaluar otros promotores inducibles que puedan conducir la expresién de genes
de interés biotecnoldgico en el nacleo de C. reinhardtii, por lo que en este trabajo se
propone la caracterizacion del promotor del gen CrGPDH3 de la microalga verde C.
reinhardtii y la evaluacién de su potencial para conducir la expresién de un gen reportero
de manera inducible.

1.5 Hipdétesis.
El promotor del gen CrGPDH3 de la microalga verde Chlamydomonas reinhardtii es capaz

de conducir la expresién de un gen reportero de manera inducible.

1.6 Objetivos.

1.6.1 Objetivo general.
Caracterizar al promotor del gen CrGPDH3 de la microalga verde Chlamydomonas
reinhardtii y evaluar su potencial para conducir la expresién de un gen reportero de

manera inducible.
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1.6.2 Objetivos especificos.

1.  Analizar la expresion del gen CrGPDH3 en respuesta a diferentes tiempos de
exposicién y concentraciones de NaCl.

2. Evaluar la capacidad del promotor del gen CrGPDH3 para conducir la expresién del
gen reportero uidA de manera inducible.

21
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1.7 Estrategia experimental.
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Figura 1. 4 Estrategia experimental para caracterizar al promotor del gen CrGPDH3 en la
microalga verde Chlamydomonas reinhardtii.
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CAPITULO Il
ANALISIS DE LA EXPRESION DEL GEN CrGPDH3 EN RESPUESTA A
DIFERENTES TIEMPOS DE EXPOSICION Y CONCENTRACIONES DE NaCl.

2.1 Introduccion.

Algunas especies de microalgas verdes sobreviven en ambientes salinos acumulando
metabolitos intracelularmente que le permiten obtener un balance osmético. El glicerol es
el soluto osmorregulador mas importante en los géneros de microalgas verdes
halotolerantes como Dunaliella, Symbiodinium, Asteromonas y en algunas especies no
halotolerantes del género Chlamydomonas (Ben-Amotz y Avron, 1983). De acuerdo con
He et al. (2007), los genes GPDH que codifican para la enzima glicerol-3-fosfato-
deshidrogenasa, son los responsables de la sintesis de glicerol durante la
osmorregulacién en microalgas similar a como sucede en las levaduras, en la cuales se
ha observado la acumulacion de este osmolito en respuesta a estrés osmotico por NaCl.
Chlamydomonas reinhardtii, una microalga verde de agua dulce no halotolerante, ha sido
reportada como capaz de soportar estrés salino de hasta 200 mM de NaCl, por encima de
este valor no hay crecimiento, sino degradacién del cultivo. La primera reaccion de C.
reinhardtii ante el estrés salino es la acumulacién de glicerol como soluto osmorregulador
para mantener el balance osmético intra y extra celular y esta acumulacion incrementa
conforme mayor es la salinidad en el medio (Ledn y Galvan, 1994). Ademas, cabe sefialar
que reciente se ha reportade en C. reinhardtii que el estrés por 20 a 100 mM de NaCl
puede inducir la acumulacién de triacilglicéridos (Siaut et al. 2011).

En un reciente estudio de nuestro grupo de investigacion (Herrera-Valencia et al. 2012),
se identificaron in silico tres genes homélogos a GPDH en el genoma nuclear de C.
reinhardtii. CrGPDH1, CrGPDH2 y CrGPDH3. El analisis de expresion indicé que la
expresién de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 es muy baja, tanto que para el CrGPDH3
es dificil de detectarse en un gel de agarosa, pero que la expresién de ambos genes es
inducida bajo estrés salino por dos horas a 200 mM de NaCl. Debido a lo anterior se
sugiri¢ la posibilidad de que estos genes estén involucrados en osmorregulaciéon y que
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jueguen un papel importante para la supervivencia de la célula bajo condiciones de estrés
osmético. Por otra parte, también seria interesante estudiar los promotores de estos
genes, en particular del CrGPDH3, asi como su potencial para conducir la expresion
inducible de genes recombinantes de interés biotecnolégico. En este sentido, es
importante conocer la concentracién minima de NaCl a la cual se induce el gen nativo y el
tiempo al cual ocurre esta induccién.

Por lo tanto, en este capitulo se utilizé RT-PCR para evaluar la expresiéon del gen
CrGDPH3 y su sensibilidad para inducirse en respuesta a tratamientos de 200, 100, 50 y
5 mM NaCl por tiempos de exposicién de 5, 30, 60 y 120 min. Ademas por medio de la
base de datos PLACE se realiz6 una busqueda de secuencias hayan sido caracterizadas
previamente como elementos responsivos en cis en la regién putativa del promotor
CrGPDHS3, con el fin de identificar elementos que pudieran estar regulando la inducibilidad
de este gen con estrés osmoético por NaC o estrés por sequia o estrés osmbtico
ocasionada por otro tipo de sal.

2.2 Materiales y Métodos.

2.2.1 Cepay cultivo de Chlamydomonas reinhardtii.

Se utilizé6 la cepa silvestre 137c (mt+) de C. reinhardtii proveniente del Centro de
Chlamydomonas (www.chlamy.org) y actualmente depositada en el laboratorio de
microalgas y cultivos tropicales de la Unidad de Biotecnologia del CICY.

El cultivo liquido de C. reinhardtii para mantenimiento y experimentos se llevé a cabo en
50 mL de medio TAP (Tris-Acetato-Fosfato) (Anexo 1) (Harris, 1989), en matraces de 250
mL, en un cuarto con fotoperiodo (16 horas de luz/8 horas de oscuridad), a una
temperatura de 25 + 2 °C y con agitacion constante a 140 rpm en un orbitador marca
Thermo Scientific modelo MAXQ 4450. La intensidad luminica fue de 22.6 umol.m-2seg-1.

2.2.2 Experimentos de estrés por NaCl.
Se realizé un pre-cultivo que se inicié inoculando una colonia de C. reinhardtii en 50 mL
de volumen de medio TAP. Las células en fase exponencial fueron inoculadas en
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matraces de Erlenmeyer con 50 mL de medio TAP a una concentracion de 10,000
células/mL y fueron cultivadas por 7 dias.

El tratamiento de estrés por NaCl correspondiente fue aplicado a los 7 dias de cultivo.
Para evaluar los efectos de estrés osmético en la expresioén del CrGPDH3 se utilizaron los
siguientes tratamientos: se adicioné a cada cultivo una solucién de NaCl para una
concentracion final ya sea de 200, 100, 50 6 5 mM a diferentes tiempos de exposicién de
5, 30, 60 y 120 minutos. Como controles se colocaron cultivos de C. reinhardtii a los que
se les adiciond Unicamente agua destilada estéril. Posteriormente, se recuperé la biomasa
resultante por centrifugacién y se almacené a -80°C.

2.2.2.1 Extraccién de ARN.

La extraccion del ARN total de las células de C. reinhardtii se realizé de acuerdo al
protocolo del reactivo del TRIZOL (Invitrogen) incluyendo un tratamiento con DNAsa
(PROMEGA) (Anexo 3). ElI ARN total se resuspendié en 40 pyL de agua ultrapura y se
almacendé a -80°C hasta su uso.

2.2.2.2 Electroforesis en gel de agarosa.

La integridad del ARN total se valoré cualitativamente en un gel de agarosa (1.2%) -TAE
1X (Tris-acetato-EDTA) tefido con 0.5 pyL de bromuro de etidio (10 mg/mL). La
electroforesis se realizd utilizando amortiguador TAE 1X a un voltaje constante de 85V
durante 30 minutos. Posteriormente el gel de electroforesis se visualizé en un

transiluminador de luz ultravioleta.

2.2.2.3 Sintesis de ADN compilementario (ADNc).

El ADNc fue sintetizado con la enzima Superscript Ill siguiendo las especificaciones del
fabricante (Invitrogen). Se utilizaron 8 ug de ARN total y 1 uL de oligo dT (50 uM). Esta
mezcla se incubd a 75°C por 5 minutos e inmediatamente se enfrié en hielo por 3 minutos.
Posteriormente, la muestra se dividié en dos tubos, que se etiquetaron como RT+ y al otro
RT-, éste ultimo es un control negativo que no llevé transcriptasa reversa y permitié

determinar si habia 0 no contaminacién con ADN genémico. La reaccién de sintesis de
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ADNc en cada tubo (RT+y RT-) consistié de 2 yL de DTT 0.1M (0.01 M), 2 uL de dNTP’s
10mM (1mM), 1 pL de Inhibidor de RNasa 40 U/uL (Invitrogen), 1 uL de Superscript lli
200U/uL (Invitrogen), 1 pL de agua ultrapura, 4 uL del amortiguador 5X first strand (1x) en
un volumen final de 20 uL. Se incubé a 55°C por 90 minutos, posteriormente se inactivo la
reaccion aumentando la temperatura a 75 °C por 15 minutos. Después se agregé 4 uL de
ARNasa A (1 mg/mL) (0.041 pg) y se incubd a 37 °C por 30 minutos. Seguidamente se
realizé una dilucién 1:5 con agua ultrapura y los tubos se almacenaron a -20°C hasta su
uso.

Con el objetivo de evaluar la correcta sintesis de ADNc a partir del ARN total y descartar
contaminacién por ADNg en el ADNc, se realizé6 una RT-PCR amplificando un fragmento
de un gen cuya expresion es de tipo constitutiva, en este caso se utilizé6 el gen de la
Actina de C. reinhardtii, para el cual se utilizaron los oligonucleétidos: 5- AACATCGTG
CTGTCGGGAGG -3’ (sentido, 20 pb, Tm= 69.7°C) y 5'- ACTCGTCGTACTCGGACTTG -
3’ (antisentido, 20 pb, Tm= 61.9 °C). Estos oligos flanquean un intrén y por tanto en ADNc
el amplicén esperado sera de 209 pb mientras que en ADNg seria de 409 pb. El programa
que se utilizé para la reaccién de PCR1 un ciclo de 95°C por 3 min, 40 ciclos de 95°C
por 30 s, 55°C por 30 sy 72°C ¢ 1 min y un ciclo de 72°C por 10 min. Como control
negativo empleamos los mismos oligonucleétidos pero en la muestra RT-, que nos
indicaria por medio de presencia o0 ausencia si nuestra muestra sufrié contaminacion.

2.2.2.4 Analisis de expresion del gen CrGPDH3 mediante RT-PCR.

Se realiz6 el analisis de expresion del gen CrGPDH3 por medio de una RT-PCR para la
cual se utilizaron los oligonucle« los: 5 — ATCGGCTCTGGCGAGCAGCAC-3’ (Sentido,
23 pb, Tm=80.6°C) y 5-ACTGCTCCTGCTCATCGGTGAC-3' (Antisentido, 22 pb,
Tm=70.1 °C) los cuales generan un amplicon en ADNc de 280 pb. Las reacciones de
PCR se lievaron a cabo utilizando 5 uL del ADNc previamente sintetizado, el resto de la
mezcla de reaccion incluyé 1 uL de cada oligonucledtido 10mM (sentido y antisentido)
(0.2uM), 1 uL de dNTP's 10mM (0.2mM), 0.2 uL de Taq polimerasa (1U), 1.5 pL. de MgCI2
50mM (1.5 mM), 5 uL de buffer de reaccion 10X (1X) y agua ultrapura en un volumen final
de 50 uL. El programa que se utilizé para la reaccién de PCR fue un ciclo de 95°C por 3
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Figura 2. 3 ARN total de los cultivos sujetos al tratamiento de 100 mM de NaCl a tiempos de
exposicion de 5, 30, 60 y 120 min.

Como se observa en el resultado de la RT- PCR de la figura 2.4, la expresion de
CrGPDH3 puede observarse con un amplicon esperado de 298 pb a partir de los 5
minutos de exposicidon con 100 mM de NaCl llegando al punto maximo de expresién a los
60 minutos En el caso de las muestras sin tratamiento (0 mM) no se observé banda
alguna, es decir la expresién del gen debid ser tan baja que no pudo detectarse en el gel
de agarosa. En la figura 2.4 se observa también el gen CrActina utilizado como control
con un tamafio de 209 pb  todas la muestras tratadas y no tratadas con NaCl, indicando
el uso de cantidades similares de ARN para la sintesis de ADNc¢c comprobando la
ausencia de contaminacién por ADN gendémico, ya que el amplicon de CrActina mas su
intrén (409 pb en total) no fue detectado.
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2.4 Discusioén.

En el analisis de expresion de CrGPDH3 por medio de RT-PCR para el tratamiento con
200 mM de NaCl se observé la presencia del transcrito de este gen Unicamente en la
mu  tra expuesta a NaCi tanto por 30 min como por dos horas de exposicién, aunque a
los 30 min la banda fue de mucho menor intensidad. Con este experimento se corroboré
lo observado por Herrera-Valencia et al. (2012) donde se observé que la expresién de
este gen fue inducida en respuesta a estrés osmético con 200 mM de NaCl por dos horas.
Ademas, este trabajo es el primer reporte de la deteccion de transcrito de CrGPDH3 bajo
esta concentracién de NaCl para el tratamiento con 200 mM de NaCl por solo 30 min.

C. reinhardtii ha sido reportada como capaz de soportar estrés salino de hasta 200 mM de
NaCl, por encima de este valor no hay crecimiento, sino degradacién del cultivo. La
primera reaccion de C. reinhardtii ante el estrés salino es una disminucion de la velocidad
del crecimiento, siendo mayor conforme incrementa la salinidad del medio y cuando se
llega a condiciones de hiper-estrés  nético de NaCl (por ejemplo 300 mM de NaCl) la
fotosintesis es afectada por la de dratacién de la cavidad lumenal, obstruyendo
fisicamente a la plastocianina y la ....vilidad del citocromo 6 evitando la transferencia de
electrones al fotosistema | (Le6n y Galvan, 1994; Cruz et. al. 2001). También se ha
reportado que en esta microalga expuesta a una concentracién de 300 mM de NaCl por
11 horas, la enzima Rubisco es oxidada y degradada (Navarro et al. 2006).

Reciente se ha reportado en C. reinhardtii que el estrés por NaCl de 20 a 100 mM (siendo
20 mM de NaCl la concentracién mas baja que se ha probado para esta microalga) con
una exposicién de 48 horas induce acumulacién de triacilglicéridos y el incremento de
esta osmolaridad en el medio incrementa la produccion de glicerol en esta microalga
(Siaut et al. 2011). En este trabajo se realiz6 el analisis de expresion del gen CrGPDH3
por medio de RT-PCR bajo estrés salino por 100 mM, 50 mM y 5 mM de NaCl a diferentes
tiempos, y se detectd presencia de transcrito Unicamente bajo las condiciones de estrés
tan pronto como a partir de los 5 minutos de exposicién, llegando todos al punto maximo
de expresién a partir de los 60 minutos, siendo esta la primera evidencia de la tendencia
de expresion del gen CrGPDH3 ante concentraciones diferentes a 200 mM de NaCl por
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La capacidad para soportar estrés salino en C. reinhardtii se debe a la acumulaciéon de
glicerol como soluto osmorregulador para mantener el balance osmético intra y extra
celular, como se ha sugerido por Vigeolas et al. (2007) y Takagi et al. (2007). Dado que la
enzima GPDH esta involucrada en la sintesis de glicerol como sucede en D. salina, D.
viridis y en levaduras como Saccharomyces cerevisiae (Folch-Mallol et al. 2004)), era de
esperarse que al someter por estrés osl itico de NaCl a C. reinhardtii se indujera la
expresién del gen CrGPDH3, como se demostrd en el presente estudio.

La acumulacién de glicerol como soll  compatible en respuesta ante estrés osmético
también se ha observado en levaduras, permitiendo una regulacién adecuada de un
gradiente osmético a través de la membrar  siendo la producciéon de este compuesto
regulada por la enzima GPDH. En los estudios de Tome et al. (1999) se reportd que los
genes DhGPD de Debaryomyces hansenii se indujeron en presencia de 1.5 M de NaCl
detectando presencia de transcrito median PCR en tiempo real a partir de los 15
minutos de exposicion, llegando a una fase estacionaria a los 45 minutos. Por otra parte
Eriksson et al. (1995) observé que en el gen GPD1 en S. cerevisiae se indujo ante la
presencia de 1.4 M de NaCl detectando presencia de transcrito a partir de los 30 minutos
de exposicion, llegando al punto maximo de expresion a los 120 minutos. Por otra parte
Peng et al. (2010) observaron que el gen PfGPD en Pichia farinosa se indujo a 2 M de
NaCl detectando la presencia de transcrito a partir de los 25 minutos de exposicion,
llegando al punto maximo de expresién a los 120 minutos. Comparado con nuestros
resultados la induccién del CrGPDH3 se detect6 a partir de los 5 minutos de exposicion
indiferentemente de la concentracion de NaCl que se probé en este estudio (100, 50 y 6
mM de NaCl) lo que sugiere que el promotor del gen CrGPDH3 en C. reinhardtii es muy
sensible a la induccién por estrés osmoético y es muy probable que para poder
contrarrestar los efectos de este estrés se esté sintetizando glicerol de forma muy rapida
dandole ventaja a esta especie para sobrevivir en fluctuaciones de ambientes osméticos,
similar a como sucede en levaduras (Tome et al. 1999; Folch-Mallol et al. 2004; Eriksson
et al. 2000; Watanabe et al. 2009; Lee et al. 2008).
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después de alcanzar una alta densidad celular, permitiendo una mayor acumulacién de
proteina recombinante.

Recientemente, el CrGPDH3 se ha reportado como un gen de tipo inducible ante un
tratamiento de 200 mM de NaCl por dos horas donde en condiciones sin este inductor su
expresién basal no puede ser detec ia un gel de agarosa (Herrera-Valencia et al.
2012). Por lo que este gen se prese...1 como candidato para caracterizar a su promotor y
evaluar el potencial de éste para conducir la expresién de proteinas recombinantes en C.
reinhardlii.

Partiendo de esto, en este capitulo de investigacién se realizé la clonaciéon de tres
fragmentos de la region que supuestame  debe contener al promotor del gen CrGPDH3
mas su regién 5’ no traducible (5° R) para su caracterizacion, con el fin de determinar
su capacidad de conducir la expresién del gen reportero uidA de manera inducible.

3.2  Material y Métodos.

3.2.1 Cepa y cultivo de C. reinhardtii.

Se utilizé la cepa silvestre 137c (mt+) de C. reinhardtii. Su cultivo para mantenimiento y
experimentos se describe en el apartado 2.2.1 de materiales y métodos del capitulo 2 de
esta tesis.

3.2.2 Extraccion de ADN gendémico (ADNg).

Para la extracciéon de ADN se utilizé el protocolo comercial de lllustra Nucleon Phytopure
Genomic DNA Extraction Kit (GE Healthcare), siguiendo las indicaciones del proveedor, a
partir de una concentracion de 40 millones de células.
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PromGPDHs(120 | 5-ATAGAATTCCL,  CCGCCTGAGACGTGAACTC-3' 745
0)Fw

PromGruH3(678 | 5'-AGUCGAATTCGTL 1 IGCGGGCGTCCATACTAC-3' 79.4
JFw

La clonacion de tres diferentes fragmentos de la regién §° que posiblemente correspondan
al promotor del gen CrGPDH? .. :luyendo al 5’'UTR se realizé de la siguiente forma:

A) PromGPDH3Fw y PromGPDH3Rv amplifican una regién de 1979 pb que inciuye:
1694 pb correspondientes la regién putativa del promotor mas 285 pb
correspondientes a la regién 5'UTR. Esta regién fue lamada promA.

B) PromGPDH3(1200)Fw y PromGPDH3Rv amplifican una regién de 1466 bp que
incluye: 1181 de la region putativa del promotor mas 285 pb del 5UTR. Esta
regién fue llamada promB.

C) PromGPDH3(678)Fw y PromGPDH3Rv amplifican una regién de 938 bp que
corresponden a: 653 pb de la regién putativa del promotor + 285 pb. Esta region
fue llamada promC.

Cabe mencionar que la longitud de los fragmentos que fueron amplificados del promotor
del CrGPDH3 fueron disefiados de manera arbitraria, teniendo en cuenta de que la
diferencia entre cada fragmento fuese equitativo (aproximadamente 500 pb). La regién
PromA que es el fragmento de mayor tamario fue disefiado con la longitud ya antes
mencionada debido a que se observé en la literatura que aproximadamente 2000 pb es
suficiente para caracterizar a un promotor de interés y de esta manera se evita no clonar
algun elemento en cis crucial para la dirigir la expresién de algun gen.

En la figura 3.1 se muestra la forma representativa de la clonacién de los fragmentos
promA, promB y promC.
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3.2.3.2 Reaccioén en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccién de PCR se realiz6 usando dos tipos de enzima polimerasa, la Taq-polimerasa
(Invitrogen) y la Expand Long Templete PCR System (Roche).

Las reacciones con la Tag-polimerasa estuvieron constituidas en un volumen final de 50
HL, conteniendo 500 ng de ADN gendmico, 1 uL de cada oligonucleétido (10uM), 1 UL de
dNTPs (0.2 pM), 1.5 uL de MgCl, (1.5 pM), 1U de enzimaTag-polimerasa y se le adicioné
a la mezcla de reaccién 10 uL de 5X CES, el cual contiene: 6.7 mM de DTT, 6.7% de
DMSO, 55 pug/mL de BSAy 2.7 M de betaina (Bachmann et al. 2009).

Para el programa de PCR fue necesario realizar ensayos preliminares evaluando
diferentes temperaturas de alineamiento, tiempos de desnaturalizacién y alineamiento, asi
como el namero de ciclos.

Las reacciones con la Expand Long Templete PCR System estuvieron constituidas en un
volumen final de 50 uL, conteniendo 500 ng de ADN plasmidico, 1 uL de cada
oligonucteétido (10uM), 1 uL de dd s (0.2 uM), 1.5 L de amortiguador 3 (1.5 uM), 1 U
de enzima Expand Long Templete PCR System.

El programa que se utilizé fue el siguiente: un ciclo de desnaturalizacion de 95° C por 3
min, 39 ciclos de 95° C por 30 seg, 55° C por 30 seg, 68° C por 1 min, y un ciclo final de
68° C por 10 min.

La integridad de los productos de PCR se visualizé6 mediante electroforesis en un gel de
agarosa como se describe en materiales y métodos del capitulo 2 de esta tesis.

3.2.3.3 Clonacién de los amplicones en pGEM-T-Easy.

La purificaciéon del producto de PCR se realizé por medio del protocolo de uno de los
estuch  comerciales siguientes: para purificar en gel de agarosa se utilizé “QlAquick Gel
Extraction” (QIAGEN, C.A) y para purificar en liquido se uitlizé “Purification Kit High Pure
PCR Product” (ROCHE), siguiendc ._.;ir  :aciones del proveedor.

Los productos purificados se ligaron al vector de clonacién pGEM-T- Easy utilizando el
estuche comercial pGEM-T- Easy Vector Systems (PROMEGA).
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serie de pasos que consistieron en digestiones por medio de enzimas de restriccion y
ligaciones, como se describe a continuacién.

3.2.4.1 Construccion génica CrGPDHGus A.

A) Subclonacién del gen reportero uidA al plasmido pSP124S (pA1).
El vector que se utiliz6 fue el pSP124S que se obtuvo del centro de Chlamydomonas
(http://www.chlamy.org/). Este plasmido se basa en el vector pBluescript SK donde en su
regién policlonal (entre los sitios de restriccién Xhol y Hindlll) tiene integrado al gen ble
que confiere resistencia al antibiético de Zeocina y fleomicina con un tamario de 1.2 Kb,
teniendo un tamafio total del plasmido de 4132 pb.

nid 2

v

Figura 3. 2 Esquema del vector pSP124S con sus diferentes caracteristicas asi como la region
policlonal del pBluescript SK.

El gen reportero uidA se encontraba clonado en pGEM-T-easy (pG), por lo que para su
subclonacion en pSP124S se realizé una doble digestion con las enzimas de restriccion
BamHl y Notl, en una reaccion de digestion que se llevé a cabo en un volumen final de 20
WL con los siguientes componentes: 1.5 ug del plasmido, 2 pL de amortiguador 3 de
BamHI a 10X, 10 U de la enzima BamHI| (20 U/uL), 10 Ude la enzima Notl, 0.2 uL de
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100X BSA y 14.8 uL de agua ultrapura. En paralelo se realizé la misma reaccién de
digestién con las enzimas de restriccion antes mencionadas al plasmido pSP124S para
dejarlo en forma lineal y dejar libres los extremos para ligar al gen reportero uidA. Ambas
reacciones se dejaron digiriendo por dos horas a 37°C. Posteriormente se realizé una
electroforesis en un gel de agarosa al 1.2% con las dos reacciones de digestion con el fin
de visualizar las bandas esperadas. Las bandas se escindieron del gel con ayuda de un
escalpelo, inmediatamente se transfiri6 cada una a un tubo de microcentrifuga y se
purificaron con el estuche comercial “QlAquick Gel Extraction Kit” (QIAGEN) siguiendo las
especificaciones del proveedor.

Los productos purificados se visualizaron en un gel de agarosa con el fin de poder
visualizar la intesidad de las dos bandas y asi poder calcular la tasa de reaccién de
ligacion entre el plasmido pS124S vy el gen reportero uidA. Esta reaccién se efectué con 4
UL del plasmido pS124S linearizado, 4 uL del uidA, 10X de amortiguador de T4 DNA
Ligasa y 3U de T4 DNA ligasa (NEB), en un volumen final de 10 pL respectivamente. La
mezcla de ligacion se incubé por 16 horas a 4°C.

Posteriormente, con la reaccion de la ligacidén se realizd una transformaciéon de células
competentes de E. coli para obtener al plasmido que resultaria de esta ligacion el cual se
denomind pA1, para luego extraerlo y purificarlo de acuerdo al protocolo de extraccién de
ADN plasmidico como se indica en el anexo 5.

Para verificar que el gen reportero uidA habia sido integrado dentro del plasmido
pSP124S se realizé una doble digestion al pA1 con las enzimas de restriccion BamH| y
Notl de acuerdo como se mencioné al principio de esta seccién. Los fragmentos que se
esperaban eran: 2053 pb pertenecientes al uidA y 4132 pb pertenecientes al plasmido
pS124S. Las reacciones de digestion fueron visualizadas en un gel de agarosa al 1.2%. El
esquema representativo de la estrategia de subclonacién del gen reportero uidA al
plasmido pSP124S se muestra en la figura 3.3.
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Figura 3. 3 Esquema de la estrategia que se utilizé para subclonar al gen reportero uidA en el
vector pSP1248S.

B) Subclonacién del 3'v i} de  3CS2 en el pA1.

La regién 3' no traducible correspondiente al gen RBCS2 (el cual codifica para la
subunidad pequefia de ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa en C. reinhardtii) se
encontraba disponible en el labor....rio clonado en el vector pSP124S con un tamafio de
485 pb.

Se llevé a cabo una digestién con las enzimas de restriccién Sacl y Notl, tanto para el
pA1 obtenido en el apartado anterior como para el plasmido que contenia al 3' UTR del
RBCS2. La primera digestion se efectué con 1.5 pg de cada plasmido correspondiente, 2
pL de amortiguador de Sacl 10X, 10U de la enzima Sacl (20 U/uL), 0.1 pL de 100X BSA,
en un volumen final de 10 pL. La reaccién se incub6é por dos horas a 37°C.
Posteriormente se purificé la reaccion de digestion con el estuche comercial “High Pure
PCR Product Purification Kit" (ROCHE) siguiendo las especificaciones del proveedor y se
obtuvieron 30 pL de elucién. Se procedié con la segunda digestion para lo cual se usaron
10U de la enzima Notl, 3 uL de amortiguador 3 de Notl 10X, 0.3 pL de 100X BSA 'y 30 L
de elucién en un volumen final de 35 pL. La reaccién se incubé por dos horas a 37°C.
Finalmente las reacciones de digestién fueron visualizadas en un gel de agarosa al 1.2%.
La banda linear del pA1, asi como el 3’'UTR del RBCS2, fueron aisladas y purificadas del
gel como se mencion6 anteriorme . Los productos purificados y visualizados en un gel
de electroforesis al 1.2% para poder calcular la tasa de ligacion. La ligaciéon se efectud
usando 4 plL del pA1 linearizado, 4 pL del 3'UTR del RBCS2, 10X de buffer de T4 DNA
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electroforesis al 1.2% para poder calcular la tasa de ligacién. La ligacién se efectud
usando 4 L del pA2 linearizado, 4} de promA, 10X de amortiguador de T4 DNA Ligasa
y 3 U de T4 DNA ligasa (NEB), en un volumen final de 10 pL. La mezcla de ligaciéon se
incubé por 16 horas a 4°C. Como resultado se esperaba al plasmido denominado
pCrGPDHGus A el cual fue usado para transformar E. coli y purificado como se mencioné
anteriormente. Para comprobar la integridad de! pCrGPDHGus A, se realizdé una doble
digestioén con las enzimas EcoRI/BamHI de igual manera como se describié al principio de
esta seccion. Los fragmentos esperados fueron: 1979 pb pertenecientes a promA y 6670
pb pertenecientes al resto del plasmido. Las reacciones de digestion fueron visualizadas
en una electroforesis en un gel de agarosa al 1.2%. El esquema de esta subclonacion se

muestra en la figura 3.5.

Figura 3. 5 Esquema de la estrategia para subclonar el promotor del CrGPDH3 en el plasmido pA2
y obtener como resultado el pCrGPDHGus A.

3.2.4.2 Construcciones génicas CrGPDHGusB y CrGPDHGusC.

Para obtener las construcciones  5PDHGus B CrGPDHGus C se subclonaron por
separado promB y promC en el pA2 previamente obtenido en la seccion 3.2.5.4. Las
subclonaciones se realizaron por medio de una doble digestiéon simultanea que se realizé
al pB (plasmido donde se encontraba clonado promB con 1466 pb en pGEM-T-Easy), pC
(plasmido donde se encontraba clonado promA con 938 pb en p-GEM-T-Easy) y el pA2
con las enzimas de restriccion Ecol y BamHlI, siguiendo los mismos pasos de la seccién
3.2.5.5. La estrategia que se sigui6 para las subclonaciones se muestra en la figura 3.6. A
las construcciones génicas obtenidas se les denominé pCrGPDHGus B y pCrGPDHGus C
respectivamente.
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control) de acuerdo al protocolo del anexo 10. Las cajas transformadas y los controles se
dejaron a luz indirecta por 24 horas aproximadamente.

Pasadas 24 h se recuperaron las células transformadas lavando cada caja con 750 pl de
medio TAP liquido, recuperando la mayor cantidad de células posibles para
posteriormente ser plaqueadas con asa de siembra esparciendo todas la células, en cajas
con medio TAP semisélido mas el antibitico de seleccion Zeoci~~ ‘Emg/L). Las cajas se
dejaron en el cuarto de cultivo a condiciones de fotoperiodo (16 | 12/8 oscuridad) luz
continua para esperar a que e..__rgieran colonias de células de C. reinhardltii posiblemente
transformadas.

3.2.6 Extraccion de ADN genc....co (ADNg).
El ADN gendmico fue extraido por medio del protocolo de lllug lucleon Phytopure
Genomic DNA Extraction Kit (GE Healthcare, Invitrogen), como se describe en el anexo 2.

3.2.7 Analisis de las colonias putativamente transformadas mediante PCR.

Como primer escrutinio a las colonias putativamente transformadas se les realizé una
PCR para amplificar una regién del :n ble que confiere resistencia a zeocina con un
tamario de 456 pb.

Las clonas a las cuales se les detectd la presencia del gen ble pasaron a un segundo
analisis por PCR para detectar si co nian al gen reportero uidA amplificando una region
de 159 pb.

Para ambos casos la reaccion en cadena de la polimerasa se llevd a cabo de la siguiente
manera: 10X de amortiguador de ZR, 1.5 U de la enzima Taq polimerasa, 0.6 uM de
cada oligonucleétido, 50 mM de MgCl2, 200uM de dNTP’'s (Roche) y 100 ng de ADN
genémico (ADN molde), agua ultr ura (Invitrogen) en un volumen final de 50 pL. Se
utilizé el siguiente programa: un ciclo de desnaturalizacion de 95°C por 3min, 35 ciclos
de 95°C por 30 seg, 55°C p 30 seg, y un ciclo final de 72°C por 1min.
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Tm=80.6°C) y 5-ACTGCTCCTGCTCATCGGTGAC-3' (antisentido, 22 pb, Tm=70.1 °C)
los cuales generan un amplicén de 280 pb tanto en ADNg como en ADNc

Las reacciéon en cadena de la polimere se llevé a cabo utilizando 5 puL del ADNc
previamente sintetizado, el resto de la mezcla de reacciéon incluyé 1 pL de cada
oligonucleétido 10mM (sentido y antisentido) (0.2uM), 1 uL de dNTP's 10mM (0.2mM), 1
U de Taq polimerasa, 1.5 yL de Mg . 50mM (1.5 mM), 5 uL de amortiguador de reaccion
10X (1X) y agua ultrapura en un volumen final de 50 pL. El programa que se utilizé fue de
un ciclo a 95°C por 3 min, 40 ciclos a 95°C por 30 s, 55°C por 30 sy 72°C por 30 s y un
ciclo de 72°C por 10 min. Como control negativo se emplearon los mismos
oligonucleétidos con H.O ultrapura. Los resultados fueron observados mediante
electroforesis enun gel de agarosa al 1.2%.

3.2.8.3 Evaluacién de la expresion del gen reportero uidA bajo el control de promA,
promB 6 promC mediante una estrategia de “pool” de clonas transgénicas.

Se realizé la transformacion por biobalistica como se indicé en el apartado 3.2.5 de este
capitulo con la diferencia realizada de que se  izar6n por separado cada uno de los tres
plasmidos pCrGPDHGus A, By C, por lo que al final del evento se obtuvieron cinco cajas
de Petri por cada uno de éstos plasmidos, cinco cajas correspondientes al pSP1248S, tres
cajas como control positivo de cultivo de la linea de C. reinhardltii silvestre y tres mas que
fueron utilizadas como control del antibiético (zeocina). La estrategia para llevar a cabo
este experimento se representaenla jura 3.7.
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Figura 3. 8 Estrategia experimental del “pool recombinante” para analizar la expresion del gen
reportero uidA.

Como se indica en la figura 3.8 se recuperaron 9 colonias putativamente transformadas
por cada construccién génica, las cuales fueron cultivadas por separado en tubos de
ensaye durante 7 dias en 3 mL de medio TAP y posteriormente 2mL de cada tubo fue
depositado en un matraz de 250 r  para obtener un volumen total de 18 mL los cuales

fueron mezclados gentilmente. Posteriormente el cultivo del “pool” recombinante fue
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Figura 3. 10 Electroforesis de la extraccion de ADN gendémico de C. reinhadtii. ADNg1 y ADNg2
corresponden a dos muestras diferentes de esta extraccién y M corresponde al marcador de peso
molecular de 1Kb.

3.3.2 Clonacion de tres diferentes fragmentos del promotor mas la region 5UTR
del CrGPDH3 (promA, promB y prom C).

Como se muestra en la figura 3.11, se realizé la amplificacién de la regién promA del
CrGPDH3. Se recordara que esta es una region de 1979 pb que incluye 1694 pb
correspondientes la regién putativa del promotor de CrGPDH3 mas 285 pb
correspondientes a su region 5UTR. Por medio de electroforesis se verificé el tamario del
amplicén de 1,979 pb (carril 1). Como control positivo se utilizé la misma muestra de
ADNg vy los oligos especificos para amplificar el gen de la actina con un tamafio
correspondiente a 409 pb (carril 2). Como control negativo se preparé una mezcla de
reaccion con todos los elementos de la muestra experimental (oligos para amplificar al
promotor y 5'UTR del CrGPDH3), pero con H,O ultrapura en lugar del ADN molde (carril
3).
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Se clond el promA en el vector pGEM-T- Easy (Promega). De las colonias obtenidas se
analizaron cuatro. En la Figura 3.12, se muestra el resultado de la digestién con la enzima
EcoRI (NEB) de los plasmidos purificados, observandose las bandas esperadas de 3 Kb
correspondiente al plasmido pGEM  Easy linealizado y una de 2 Kb que corresponde al
promA. Como se puede apreciar en la jura, de las cuatro muestras digeridas dos
presentaron el inserto de interés. E  is muestras fueron secuenciadas y en la figura 3.13
se sefialan con un asterisco . , .as muestras que fueron seleccionadas para este proceso.

Figura 3. 13 Electroforesis del analisis de restriccién para el promA de CrGPDH3 en pGEM-T Easy
con la enzima EcoRl. Los carriles marcados con * fueron las que se mandaron secuenciar. M=
Marcador de 1 Kb.

Los crogratogramas resultantes fueron analizados con el programa SeqMan del paquete
bioinformatico Lasergene V 2.0, medi_._e el cual se obtuvo el alineamiento de la
secuencia de nucleétidos y se compard con la secuencia reportada de la base de datos
del Phytozome. En el alineamiento obtc...lo se observé que esta secuencia fue igual a la
predicha. El alineamiento se muestra en el anexo 6.

A partir del plasmido recombinante con la secuencia integra de 1979 pb del promA, se
amplificaron por PCR dos agmentos de menor longitud: una regién de 1466 bp que
incluye 1181 de la region putativa del promotor y 285 pb del 5’UTR (promB) y otra region
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El amplicon de uidA purificado se clond en el vector p-GEM-T-Easy. De las clonas
obtenidas se analizaron seis. la Figura 3.18, se muestra el resultado de la digestion
con la enzima EcoRI (NEB) donde todas la clonas analizadas presentaron el tamafio de
2053 pb correspondientes al GUSplus y 3Kb correspondientes al vector p-GEM-T-Easy.
Tambien en esta figura se presenta con un asterisco (*) las muestras que fueron

secuenciadas.

Kb

w

Figura 3. 18 Electroforesis del analisis de restriccion con la enzima EcoR/ para los plasmidos
recombinantes con el gen reportero uidA con un tamafo de 2053 pb y el vector pGEM-T-Easy con
3Kb. M=marcador de peso molecular de 1Kb.

La secuencia de las dos clonas que fue analizadas resultaron integras de acuerdo con
la secuencia reportada en la base de datos del GenBank y se decidi6é tomar la clona 5
para continuar con la elaboracién de las construcciones. El alineamiento de la secuencia

integra del gen reportero puede ser consultada en el anexo 9.
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Figura 3. 23 Electroforesis de promA y el pA2 linearizado. M=marcador de peso molecular de 1Kb.
V= pA2 de 6670 pb. |= PromA de 1979 pb.

Posteriormente promA fue clonada en pA2 y colonias de E. coli fueron analizadas con
las enzimas EcoRly BamHI. Los fragmentos de 1979 pb correspondiente a promA 'y 6670
pb perteneciente al pA2 pudieron ser identificados en las clonas 3 y 4. A este plasmido se
le denomind pCrGPDHGus A.

Figura 3. 24 Electroforesis del analisis de re ccién con las enzimas EcoRl y BamHI para los
plasmidos recombinantes pCrGPDHGus A. La clonas 3 y 4 presentaron las bandas del peso
esperado de 6670 pb correspondiente al pA2 y 1979 pb correspondiente al promA.
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En la figura 3.29 se puede observar la amplificacion del gen ble con un tamafo de 456 pb
realizado a las clonas putativamente transformadas de C. reinhardtii. Las cinco clonas que
fueron analizadas (A1-A5) presentaron al gen ble. »mo se esperaba, la clona SP
presento el amplicon esperado puesto que fue transformada con el pSP124S el cual
contiene al gen ble que col...2re resistencia a zeocina. La cepa silvestre no presenté
amplificacién como se esperaba. Como control positivo se colocé al ADN plasmidico de
pCrGPDHGus Ay como ~ observa ¢ |a figura presenta el amplicén esperado de 406 pb.
Como control negativo de PCR se usé ag!  ultrapura.

Figura 3. 29 Electroforesis de la PCR para d . __ctar la presencia del gen ble. Las muestras de la A1
a A5 muestran el amplicén esperado de 456 pb al igual qu= 'a muestra SP. Como se esperaba la
muestra WT no presenté amplificacién. C+= control positivo .. ADN plasmidico de las construccion
CrGPDHGusA y C-= control negativo con agua ultrapura.

Posteriormente se realiz6 el andlisis por PCR para detectar al gen reportero uidA. Como
se puede observar en la figura 3.30 las clonas A1, A2 y A3 contenian al gen uidA mientras
que las clonas A4 y A5 que no lo contenian fueron descartadas. Como se esperaba, la
muestra SP el no presenté amplificaciéon puesto que fue transformada con el pSP124S
vacio, es decir sin la construccién que contiene al uidA. Tampoco se observé amplicon en
la cepa silvestre (WT) como era esperarse. Como control positivo se colocoé al ADN
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expresion de CrGPDH1 tanto en condiciones normales de cultivo como ante un
tratamiento de 200 mM de NaCl por 2 horas, y se sugiri6 que este gen podria estar
implicado en la sintesis de lipidos de membrana y otros lipidos necesarios para el
crecimiento celular y multiplicacién en C. reinhardtii. Por otro lado, o se observé expresion
de CrGPDH2 y CrGPDH3 en condiciones normales de cultivo, pero esta expresion fue
inducida en respuesta a estrés osmoético con 200 mM de NaCl por dos horas, por lo que
se sugiri6 que estos genes pudieran estar implicados en osmorregulacién en esta
microalga (Herrera-Valencia et al. 2012). Lo anterior también despertdé el interés de
estudiar el promotor de estos genes en busca de un promotor inducible que pudiera
conducir la expresién de proteinas recombinantes de interés biotecnolégico en C.
reinhardtii.

Actualmente C. reinhardtii es considerada una plataforma atractiva para la produccién de
proteinas recombinantes, debido a su cultivo facil y econémico, su tasa de crecimiento
rapido y la factibilidad de su manipulacién genética (Manuel et al. 2008).

El contar con un promotor inducible en C. reinhardtii permitiria el control de la expresion
de manera temporal de un transgen mediante la presencia de un inductor después de
alcanzar una alta densidad celular, permitiendo una mayor acumulacién de proteina
recombinante, ademas de presentar ventajas industriales puesto que se podria expresar
alguna proteina que pudiera ser toéxica para la célula (Ferrante et al. 2008).

Una primera estrategia para el estudio del promotor de CrGPDH3 consistié en evaluar la
expresion del gen reportero uidA bajo la regulacién de una secuencia denominada promA
de 1979 pb, que comprendia 285 pb del 5’'UTR del CrGPDH3 y 1694 pb rio arriba a partir
de esta secuencia dentro de la regién que podria contener al promotor de este gen. Los
resultados de este estudio demostraron que la secuencia promA de CrGPDH3 fue capaz
de conducir la expresién del gen reportero uidA, siendo éste el primer reporte del uso de
una secuencia promotora de un gen CrGPDH en C. reinhardtii para conducir la expresion
de un gen recombinante. Sin embargo, la expresiéon pudo detectarse tanto en las
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muestras tratadas como en las no tratadas con 50 mM de NaCl, por lo que promA no se
comporté como un promotor inducible en 5 clonas celulares analizadas. Ademas, se
presentd una mayor acumulacién de transcrito de uidA en una de las clonas (A3) a
comparacion de las otras dos lineas recombinantes obtenidas (A1 y A2). Aunado a esto, a
las transformantes que se generarén, no se les analizé en nimero de copias de la
construccion génica CrGPDHGus A transferidas genéticamente a C. reinhardtii , por lo
que surge la posibilidad de que estos efectos pudieron deberse al método de
transformacion utilizado, puesto que existen reportes en donde se menciona que cuando
se utiliza biobalistica para la transformacioén genética se puede generar multiples insertos
con copias del transgen de inter a las células blanco, aumentando los efectos del
silenciamiento génico (Angaji et al. 2010). Por otra parte, se ha reportado que los niveles
de expresion de genes foraneos en microalgas como C. reinhardtii, ademas de ser
generalmente bajos, son inconsistentes y dificiles de predecir, siendo una parte
importante de esta variacién debida al numero de copias y los multiples patrones de
integracion del transgen en el genoma, ya sea de forma invertida o con repeticiones en
tandem (Potvin et al. 2010; Muskens et al. 2000; Baulcombe, 2004).

Cabe senalar que el gen reportero uidA fue escogido con base en el estudio realizado por
Kumar et al. (2004), quienes determinaron que este gen podria ser utilizado como
reportero en C. reinhardtii. Estos autores utilizaron al promotor constitutivo del gen CAMV
35S para conducir la expresion de este gen reportero. Ademas, cabe sefalar que se
utilizd este reportero puesto que se habia observado que en otras microalgas ha sido
utilizado para evaluar promotores endégenos, debido a su sensibilidad y estabilidad,
como es el caso del estudio realizado por Li et al. (2009) quienes evaluaron la capacidad
del promotor del gen que codifica para la anhidrasa carbénica de Dunaliella salina para
ser inducido ante concentraciones de estrés osmético por NaCl. En otro estudio realizado
por Uji et al. (2012) la expresion del uidA ayudd a caracterizar al promotor del gen
pyKPA1, gen que codifica para bombas de sodio en la macroalga roja Porphyra
yezoensis. A su' , es necesario sefialar que en este trabajo no se le realizé ninguna
modificacion del uso del codén al reportero uidA para el nucleo de C. reinhartii puesto que
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en los estudios anteriormente mencionados no fue necesario realizar esta modificacion
para poder cumplir de manera exitosa con los objetivos de sus respectivos trabajos tanto
para C. reinahrtii como para las otras microalgas. Por lo cual, no se considera que este
factor haya influido en la acumulacion de transcritos obtenidos en las clonas A1y A2.

Para poder observar si promA podia dirigir la expresion del gen reportero uidA se
analizaron 10 colonias potencialmente transformadas de C. reinahrdtii, las cuales,
conforme pasaron los diferentes escrutinios para verificar si estaban transformadas con la
construccion genica CrGPDHGus A fueron disminuyendo a 5, hasta que solo a 3 clonas
(A1, A2 y A3) se les pudo detectar acumulacién de transcritos de uidA. Esta estrategia
requirié bastante tiempo desde la transformacioén genética hasta observar una tendencia
de expresion producida por promA. Ademas, se considerd que para evaluar la expresion
del gen reporterd uidA las tres clonas obtenidas no eran suficientes para concluir con un
patron de expresion fidedigno. Por lo que, se observé en la literatura que en ocasiones
para evaluar la capacidad la expresién génica de algun promotor de interés en microalgas
se hace uso de todo un cultivo de células potencialmente transformado y en el caso de
plantas se realiza el analisis con cultivos de suspensiones celulares y de esta manera se
puede llegar a un resultado en menor tiempo (Jarvis et al. 1990; Gan et al. 2003; Wang et
al. 2007, Hirakawa et al. 2008).

A partir de estas estrategias mencionadas anteriormente y considerando sus ventajas se
disefio una segunda estrategia para el estudio del promotor de CrGPDH3 que consistié en
evaluar la expresion del gen reportero uidA usando “pools” de clonas bombardeadas por
biobalistica, de nuevo bajo la regulacién de la secuencia promA antes descrita, asi como
de dos versiones mas cortas de esta secuencia: promB y promC. promB de 1466,
comprendia 285 pb del 5'UTR del CrGPDH3 y 1181 pb rio arriba a partir de esta
secuencia dentro de la region que podria contener al promotor de este gen. promC de 938
pb, comprendia 285 pb del 5UTR del CrGPDH3 y 653 pb rio arriba a partir de esta
secuencia dentro de la regién que podria contener al promotor de este gen. En esta
estrategia se evalud la expresién del uidA a partir de un “pool” de nueve colonias
recuperadas del bombardeo de C. reinhardti con cada uno de los plasmidos
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pCrGPDHGus A, pCrGPDHGus B y pCrGPDHGus C que contenian al gen uidA bajo el
control de las secuencias promA, promB y promC respectivamente. En esta ocasion el
tratamiento consistié de 100 mM de NaCl por dos horas, debido a que se ha reportado
que ante esta concentracién de salinidad hubo un incremento en la acumulacién de
triacilglicéridos y que esta acumulacién pudiera estar relacionada con una respuesta ante
estrés osmotico Siaut et al. (2011). Dado que el GP3 que es un precursor tanto de glicerol
como de triacilglicéridos (TAGs), es posible que el CrGPDH3 esté involucrado tanto en la
sintesis de glicerol como de TAGs en C. reinhardtii. Los resultados de este estudio
demostraron que las tres secuencias promA, promB y promC fueron capaces de conducir
la expresion del gen uidA. Para caracterizar promotores en C. reinhardtii, generalmente
se toma una longitud aproximada de 2 Kb con el fin de abarcar todos los elementos en cis
necesarios para que algun gen de interés pueda expresarse (Kiein et al. 1992). En C.
reinhardtii los promotores constitutivos del cloroplasto que se han caracterizado van en un
rango de longitud aproximada de 100 a 300 pb (Klein et al. 1992; Klein et al. 1994, Sturm
et al. 1994, Barnes et al. 2005). Por su parte, los promotores nucleares constitutivos que
se han caracterizado en esta micoralga oscilan entre una longitud de 200 a 400 pb
(Stevens et al. 1996; Schroda et al. 2000; Fisher et al. 2001). Por otra parte, los
promotores de tipo inducible para el nucleo que se han caracterizado en C. reinhardtii
tienen una longitud aproximada de 1000 pb (Ohresser et al. 1997; Villand et al. 1997;
Ferrante et al. 2008). Cabe sefalar que hasta la fecha no se ha reportado la identificacion
de algun promotor inducible para el cloroplasto.

En este estudio se encontré que 653 pb de la secuencia donde debe estar el promotor
mas las 285 pb del 5 UTR de CrGPDH3 (promC) fueron suficientes para conducir la
expresion de un gen recombinante (uidA). Queda por investigar si se podria usar una
secuencia aun mas corta como promotor, es decir, determinar el promotor minimo, asi
como los sitios en cis involucrados en esta funcién.

Por otra parte, dado que se ha demostrado que la expresion del gen CrGPDH silvestre es
inducible en respuesta a diferentes concentraciones de NaCl, se propuso que el promotor
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PromA y 1000 pb rio arriba de ésta secuencia en busca de la secuencia consenso AGGG
involucrada con estrés osmético en levaduras, sin embargo estos elementos tampoco
fueron encontrados, por lo que al parecer s elementos involucrados con la inducibilidad
por NaCl del CrGPDH3 no han sido identificados p...iamente para otro organismo y
tendran que ser identificados de manera experimental, es decir por medio de delecion de
nucleétidos como los estudios realiz:. s por Quinn et al. (1999).

Con todo lo presentado se sugiere que los promotores de _,_ o inducibles tanto en C.
reinhardti como en otras microalgas se presentan con un tamafio considerablemente
mayor a los constitutivos, debido quizd a que su regulacion es mas compleja en
comparaciéon con estos Ultimos. Tal es el caso del promotor del gen RBCS2 de C.
reinhardtii, para el cual se determiné que 229 pb son necesarias para dirigir l1a expresion
del gen reportero de la luciferasa (Lumbreras et al. 1998).

Con los resultados que se obtuvieron en te trabajo se pudo observar que el promotor
del gen CrGPDH3 fue capaz de conducir la expresion del uidA, sin embargo
cualitativamente no se observé la misma intensidad de banda como la que presenta el
gen nativo en condiciones de estrés osmotico por NaCl. Esto puede deberse a que, como
se menciona en la literatura, diversos promotores de organismos eucariotas estan
regulados por elementos en cis llamados potenciadores o “enhancers” que se encuentran
en sitios distales de los promotores, y se ha observado que pueden incrementar los
niveles de transcripcién de los genes, por  que surge la posibilidad de que la causa de
que no se estuvieran detectando los mismos niveles de transcrito que en nuestro
fragmento clonado del promotor, a comparacién del gen nativo, estén ausentes estos
elementos en cis (Blackwood et al. 1998; Gaston et al. 2003; Wells et al. 1998,
Komarnyntsky et al. 2003; Rangarajan et al. 1989; Yang 1998).

Por otro lado, existe la posibilidad de que inducibilidad del gen CrGPDH3 esté regulada
de forma negativa, es decir que exista la presencia de un represor que esta unido a la
secuencia de ADN a un sitio distal de la regién promotora, tal como sucede en la levadura
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el caso del promotor inducible del CYC6 (Ferrante et al. 2008), y el caso del promotor
binario de tipo constitutivo HP70A/RBCS2 (Eichler-Stahlberg et al. 2009).
Las evidencias presentadas 1 este estudio serviran de base para estudios posteriores

que permitiran evaluar si el promotor del CrGPDH3 pudiera ser utilizado para dirigir la

expresion de genes de interés biotecnolégico de manera inducible en la microalga verde

C. reinhardtii.

3.5 Conclusiones.

1.

3.6

Las secuencias promA, promB y promC de CrGPDH3 estudiadas en este trabajo
fueron capaces de dir  la expresién del gen reportero uidA, siendo 938 pb que
incluyen al 5'UTR omt sufi._tes para dirigir la expresién de este gen
reportero.

Las secuencias promA, promB y promC dirigieron la expresién del uidA tanto en
condiciones normales de cultivo como en respuesta al tratamiento de estrés
osmoético por NaCl, pero su expresién aumentd en respuesta al tratamiento.

Sera necesario continuar con el estudio del promotor de CrGPDH3 para definir las
secuencias necesarias para que dirigir  na alta expresion de un gen recombinante

de manera inducible.
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para detectar presencia de transcrito y 60 minutos para llegar al punto maximo de
expresion. Con estos resultados surge la primera evidencia de la tendencia de expresion
del gen CrGPDH3 ante concentraciones diferentes a 200 mM de NaCl por tiempos
inferiores a las 2 horas reportadas por Herrera-Valencia et al. (2012).

Se sabe que C. reinhardtii es capaz de soportar hasta ciertas concentraciones de estrés
salino (200 mM) (Herrera-Valencia et al. 2012) y esto se debe a la acumulacién de
glicerol como soluto osmorregulador como método de supervivencia en condiciones de
estrés osmético. Por lo que, con los resultados que se obtuvieron se sugiere que el
promotor del gen CrGPDH3 en C. reinhardtii es muy sensible a la induccidén por estrés
osmético y es muy probable que para pc r contrarrestar los efectos de este estrés se
esté sintetizando glicerol de forma r y rapida como sucede en otros microorganismos
(Hohmann, 2002).

Como ultima parte de este trabajo y como parte de la caracterizacién del promotor del
CrGPDH3 se clonaron tres fragmentos de  regiéon que supuestamente debe contener al
promotor del CrGPDH3 mas su regiéon 5°'UTR y se evalué si alguna de estas regiones era
capaz de dirigir la expresién inducible de  gen reportero, en este caso el uidA.

Los resultaron mostraron que los tres fragmentos promA, promB y promC fueron capaces
de dirigir la expresién del gen reportero uidA, siendo promC el fragmento de menor
longitud, suficiente para dirigir esta expresion.

La expresion del CrGPDH3 se 1 reportado como inducible (Herrera-Valencia et al. 2012)
por lo que se esperaba que algun fragmento del promotor estudiado (promA, promB y
promC) pudiera dirigir la expresion del uidA de forma inducible con NaCl. Sin embargo, el
analisis mostré que la expresién del reportero pudo detectarse tanto en las muestras
tratadas como en las no tratadas ¢ = NaCl indiferentemente de la concentracion de sal a
las que fueron tratadas las céli.  recombinantes de C. reinhardtii. Esta evidencia sugiere
que quiza la regién promotora del CrGPDH3 tenga una longitud mayor a la clonada y que
en ella existan elementos en cis que este asociados a la indubilidad de este promotor de
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4 Las secuencias promA, promB y promC de CrGPDH3 estudiadas en este trabajo
pudieron conducir la expresion del gen reportero uidA, siendo 938 pb que incluyen
al 5UTR (promC) suficientes para dirigir la expresion de este gen reportero.

5 Las secuencias promA, promB y promC condujeron la expresion del uidA tanto en
condiciones normales de cultivo como en respuesta al tratamiento de estrés

osmoético por NaCl, pero su expresion aumenté en respuesta a tratamiento.

6 Sera necesario continuar con el estudio del promotor de CrGPDH3 para definir la o
las secuencias necesarias para que conduzca una alta expresion de un gen
recombinante de maneraind  ble.

4.3 PERSPECTIVAS.

En este estudio se evalué la expresién del gen CrGDPH3 mediante RT-PCR y se
encontré que este gen se indujo en respuesta a tratamientos de 5, 50, 100 y 200 mM
NaCl por tiempos de exposicion de 5, 30, 60 y 120 minutos, alcanzando el punto de
saturaciéon de la PCR a partir de una hora. Sera interesante investigar cual seria la
concentracién minima de NaCl que necesita este gen para expresarse y si existe una
correlacién con el tiempo de exposicién, es decir, si a una concentracion minima se
requieren mas de 120 min para lle _,_ - al punto de saturacién. De igual forma, se podria
realizar la cuantificacion de la acumulacién de transcritos mediante PCR en tiempo real
por cada tratamiento evaluado.

Por otro lado, estos resultados podran servir de base para caracterizar al promotor del
gen CrGPDH2, cuya expresion también « ha reportado como inducible en respuesta a
estrés osmoético con 200 mM de NaCl por dos horas.

Por otra parte, las tres secuencias de region promotora de CrGPDH3 evaluadas
(promA, promB, promC) fueron capaces de conducir la expresién del gen uidA de manera
constitutiva. Se observé que la regi  promC con 938 pb, fue suficiente para conducir la
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48 ml de cloroformo

2 mt alcohol isoamilico

En campana de extraccién se ._.naron 48 ml de cloroformo y se le afiadieron 2 mi
de alcohol isoamilico para obtenert  solucién con 50 ml de volumen final.

E) Etanol al 70%

Para preparar 100 mi de una solucién de etanol (grado bi )gia molecular) al 70%
se tomaron 70 ml etanol y se afadié 30 mi de H,O uitra pura, se mezclé y se guardé a
temperatura ambiente.

F) Preparaciéon de Agarosa 1.2 %

Para la preparacion de la agarosa al 2%, solo es necesario pesar 1.2 g de agarosa
(Invitrogen) por cada 100 mL  : TAE 1X, y adicionando 5 pL de Bromuro de etidio por
cada 30 mL agarosa disuelta.

G) Buffer de extraccion de proteinas
50 mM Na2HPO4 PH 7
10 mM p-mercaptoetanol
10 mM EDTA
2 mM PMSF
H) Buffer de ensayo
50 mM Na2HPO4 PH 7
10 mM B-mercaptoetanol
10 mM EDTA
2mM PMSF
1 mM MUG
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eppendorf estéril, se adicion6 1 pL de RNasa A (10 pg/mL, Sigma) y se incub6 durante 30
minutos a 37°C. Finalmente el ADN extraido se almacené a -20°C.

La integridad del ADN se verificé por electroforesis en un gel de agarosa al 1.2% en buffer
TAE y bromuro de etidio (10 pg/uL), visua  ndose en un transiluminador de UV.

Anexo 3 Extraccion de ARN por el método de TRIZOL

Para tener la concentracién deseada se recolecté 1 mL de un cultivo de C. reinhardtii de 7
dias (saliendo de su fase logaritmica) para hacer el conteo celular y los 49 mL restantes
se centrifugaron a 3220 g durante 5 minutos a 4°C, el sobrenadante se deseché y se re
suspendi6é la pastilla en un volumen de medio TAP suficiente como para tener la
concentracion deseada de células por mililitro.

Del cultivo re-suspendido se tomé 1 mL en un tubo eppendorf y se centrifugé a 3000 rpm
por 5 minutos, desechando el sobrenadante y obteniendo una pastilla de
aproximadamente 0.1 mL; congelando la pastila mediatamente en nitrégeno liquido,
para posteriormente empezar el proceso de extracciéon o almacenarlas a -80°C hasta su
uso.

Las muestras se tomaron directamente del nitrégeno liquido para la extraccién, en dado
caso que se encuentren almace 3Jas a -80°C, se transportan en N; liquido y se
mantienen en él hasta el momento de empezar el proceso de extraccién.

Tomando las muestras del Nitrégenc juido y se le adicion6é a cada muestra 1000 pL del
reactivo TRIZOL (invitrogen) mezclando por pipeteo hasta desprender completamente el
pellet de células y que se obtenga una mezcla homogénea, colocandolas posteriormente
en hielo mientras se terminan 1 uspender las demas muestras o se le da el siguiente
tratamiento. Posteriormente se le dio a cada muestra los diferentes tratamientos antes
mencionados. Se centrifugaron las muestras a 10,700 rpm por 10 minutos, una vez que
se terminaron de centrifugar las muestras, se recuperé el sobrenadante evitando tocar el
pellet formado en el fondo del tubo, cubando posteriormente a 20°C por 5 minutos, una
vez terminada la incubacién se le adicion6 a cada muestra 200 UL de cloroformo/ alcohol
isoamilico (24:1), mezclando las muestras por medio de vortex por aproximadamente 30
segundos seguido de una incubacién a 20°C ¢ 3 minutos.
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medio LB (Luria-Bertani) liquido y ampicilina (100 pg/uL), y se incubaron a 37 °C en
agitacién a 220 rpm durante 16 horas.

Anexo 5 Extraccion de ADN pla idico.

La extraccion y purificacion del ADN plasmidico se llevdé a cabo mediante el protocolo
comercial de “High Pure Plasmid Purification Kit" (ROCHE) de acuerdo a las
especificaciones del provee

Se concentré en un tubo eppendorf 4 mL del cultivo bacteriano, cultivado por 16 horas en
medio LB liquido + ampicilina, centrifugando a 13,500 rpm por 1 minuto. Una vez
concentrado el cultivo se resuspendié la past | con 250 L de la solucién fria del Buffer
ARNsa, posteriormente se le adiciond 250 uL del buffer de lisis homogenizando por
inmersién (6 veces) incubando a temperatura ambiente por 5 minutos, una vez terminada
la incubacién se le adicioné 360 uL de Binding buffer homogenizando por inmersion (6
veces) e incubando posteriormente en hielo por 5 minutos. Pasada la incubacién se
centrifugaron las mues s a 13500 rpm por 10 minutos mientras se adicioné a cada
columna 200 pL de Binding buffer, una vez terminada la centrifugacién se tomé el
sobrenadante y se coloco en las columnas las cuales se centrifugaron a 13500 rpm por un
minuto, se desechd el sobrenadante y se adicioné 500 pL del Washing buffer | a cada
columna centrifugando posteriormente a 13500 rpm por 1 minuto, para lavar la columna
se adicioné 700 uL del Washing Buffer Il a la columna y se centrifugd por 1 minuto a
13500 rpm (2 veces), para secar ¢ 1pletamente la columna se centrifugo en seco a
13500 rpm por 30 segundos. Una vez seca la columna se colocé esta en un tubo
eppendorf estérilde 1.5 mLy selea iond 40 uL de Tris HCI 10 mM pH 7.5 para eluir la
muestra, incubandose a temperatura an :nte por 5 minutos, una vez terminada la
incubaciéon se centrifugaron las muestras a 13500 rpm por un minuto, para evitar la
posible contaminacién por fibras de la columna, se centrifugd nuevamente a 13500 rpm
por un minuto y tomando el sobrenadante y colocandolo en un tubo eppendorf de 1.5

nuevo el cual es almacenando a -20°C.
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