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Resumen 

RESUMEN 

La microalga verde Chlamydomonas reinhardtii es considerada una plataforma atractiva 

para la producción de proteínas recombinantes, debido a su cultivo fácil , económico y su 

gran capacidad para acumular biomasa. Recientemente se ha despertado el interés en la 

utilidad de promotores inducibles para conducir la expresión de genes recombinantes en 

el núcleo de esta miroalga. También se han identificado genes homólogos a glicerol-3-

fosfato deshidrogenasa (GPDH) en C. reinhardtii, y se observó que la expresión de 

CrGPDH3 fue inducida en respuesta a estrés osmótico por 200 mM de NaCI por dos 

horas. Por lo tanto, resulta atractivo determinar el potencial del promotor del gen 

CrGPDH3 para conducir la expresión de un gen reportero de manera inducible. 

La expresión del gen CrGPDH3 se evaluó por RT-PCR bajo 5, 50, 100 y 200 mM de NaCI 

a diferentes tiempos (5, 30, 60 y 120 minutos) y se encontró que la expresión de este gen 

se induce bajo todas estas concentraciones a partir de los 5 minutos de exposición 

alcanzando el punto de expresión de la PCR a partir de una hora. 

Por otra parte, se elaboraron tres construcciones de expresión que contenían tres 

fragmentos de diferente longitud correspondientes a la región del promotor más la región 

5' no traducible (5' UTR) del gen CrGPDH3 (promA, promB y promC) que incluyen al gen 

reportero uidA, y una secuencia terminadora del gen RBCS2 de C. reinhardtii, y con ellas 

se transformó a C. reinhardtii mediante biobalística. Se evaluó la expresión del gen uidA 

en tres clonas individuales de C. reinhardtii transformadas con la construcción que 

contenía promA, y se encontró que esta secuencia fue capaz de conducir la expresión de 

este gen tanto en las muestras tratadas como no tratadas con 50 mM de NaCI. 

Posteriormente, se evaluó la expresión del gen uidA en un "pool" de nueve clonas 

transformadas con las construcciones que contenían ya sea promA, promB ó promC, y se 

observó que las tres secuencias de CrGPDH3 fueron capaces para dirigir la expresión de 

este gen tanto en las muestras tratadas como no tratadas con 100 mM de NaCI. Por tanto, 

una secuencia de 938 pb que incluye el 5' UTR de CrGPDH3 fue suficiente para conducir 

la expresión del gen reportero uidA. Sin embargo, será necesario continuar la 

investigación del promotor de CrGPDH3, para determinar si existe alguna secuencia río 

arriba que esté relacionada con la inducibilidad en presencia de NaCI , así como para 

incrementar los niveles de expresión obtenidos. 
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Abstract 

ABSTRACT 

The green microalga Chlamydomonas reínhardtíí is considered an attractive platform for 

the production of recombinant proteins, due to its easy and economical culture and its high 

capacity to accumulate biomass. The use of inducible promoters to drive expression of 

recombinant genes in the nucleus of C. reínhardtíí has been of interest. Recently, three 

glycerol-3-phosphate dehydrogenase (GPDH) homologous genes were identified in C. 

reínhardtíí, and it was observed that the expression of CrGPDH3 gene was induced in 

response to osmotic stress at 200 mM NaCI 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 NaCI 

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 uídA reporter gene, a 

terminator sequence of the C. reínhardtíí RBCS2 gene. Then , these constructs were used 

to transform C. reínhardtíí by biobalistics. The expression of the uídA gene was evaluated 

in the three individual C. reínhardtíí 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 NaCI. Subsequently, the expression of uídA 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 NaCI. 

Therefore, a 938 bp sequence which includes the 5 'UTR CrGPDH3 was sufficient to drive 

expression of the uídA 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 NaCI, as well as to increase the levels of expression 

obtained. 
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Introducción 

INTRODUCCIÓN 

La microalga verde eucariota Chlamydomonas reinhardtii ha sido reconocida por su 

potencial tanto como plataforma para la expresión de proteínas recombinantes, como para 

la obtención de lípidos y otros metabolitos de interés comercial , debido a su cultivo fácil y 

económico, su tasa de crecimiento rápido y la factibilidad de su manipulación por 

ingeniería genética (Potvin y Zhang , 201 0). Sin embargo, para esta aplicación es 

necesario contar con una alta expresión génica, y en este aspecto un factor muy 

importante es la regulación génica mediada por el promotor. 

En C. reinhardtii solo se han caracterizado cinco promotores para la producción de 

proteínas recombinantes en el núcleo, entre los cuales el más estudiado para este fin es 

el promotor de tipo constitutivo HSP70A/RBCSS2 con un rendimiento de hasta 0.5%de 

proteína total soluble (Neupert et al. 2008; Quinn et al. 1999). 

El uso de promotores inducibles para conducir la expresión de genes de interés 

biotecnológico en el núcleo de C. reinhardtii ha despertado la atención , ya que se podría 

tener un control temporal sobre el gen recombinante que se desee expresar mediante 

factores externos. Esta inducción podría 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 investigación (Herrera-Valencia et al. 2012) , 

se identificaron in silico tres genes homólogos a GPDH en el genoma nuclear de C. 

reinhardtii: CrGPDH1, CrGPDH2 y CrGPDH3. Un análisis indicó que la expresión de los 

genes CrGPDH2 y CrGPDH3 es muy baja en condiciones normales de cultivo, mientras 

que CrGPDH3 se expresa poco, pero que la expresión de ambos genes es inducida bajo 

estrés osmótico por dos horas a 200 mM de NaCI. Debido a lo anterior se hace atractivo 

el estudio de los promotores de estos genes, en particular del CrGPDH3, así como su 

potencial para conducir la expresión inducible de genes recombinantes de interés 

biotecnológico. En este sentido, es importante conocer la concentración mínima de NaCI a 

la cual se induce el gen nativo y el tiempo al cual ocurre esta inducción. 
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Por lo tanto, como primera parte de este trabajo se utilizó RT-PCR para evaluar la 

expresión del gen CrGDPH3 y su sensibilidad para inducirse en respuesta a tratamientos 

de 5, 50 , 100 y 200 mM de NaCI por tiempos de exposición de 5, 30, 60 y 120 min . 

Además, por medio de la base de datos PLACE se realizó una búsqueda en la región 

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 osmótico 

por NaCI, estrés por sequía o estrés osmótico causado por otro tipo de sal. 

Como segunda parte de este trabajo se realizó la clonación de tres fragmentos de la 

región que debe contener al promotor del gen CrGPDH3 más su región 5' no traducible 

(5'UTR) para su caracterización , con el fin de determinar su capacidad de dirigir la 

expresión del gen reportero uidA de manera inducible en C. reinhardtii. 
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CAPITULO 1 

ANTECEDENTES 

1.1 Generalidades de Chlamydomonas reinhardtii. 

1.1.1 Características moñólogicas. 

Capítulo 1 

Chlamydomonas reinhardtii es un organismo eucariota unicelular fotosintético considerado 

un sistema modelo para el estudio de procesos eucarióticos a nivel molecular (Harris, 

2001 ). Así mismo, C. reinhardtii es fácilmente cultivable cuyas, ya que sus células crecen 

rápidamente. Tiene un ciclo biológico haplo-diploide, presenta una estructura polar y 

forma elipsoide, es de tamaño aproximado de 1 O ¡.Jm de diámetro dependiendo en el 

medio donde se encuentre. Su pared celular está compuesta de hidroxiprolina y es rica en 

glicoproteínas que se asemejan a la pared de las plantas. También , esta microalga 

contiene dos vacuolas contráctiles localizadas en la parte anterior de la célula , tiene 

múltiples mitocondrias dispersas en el citosol , y dos flagelos de 1 O a 12 ¡.Jm de longitud 

que le confieren movilidad (Harris, 2001). 

Por otra parte C. reinhardtii cuenta con un único 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 núcleo, un nucléolo, membrana nuclear continúa 

hasta el retículo endoplásmico 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 

está encargada de percibir y dirigir la luz hacia el fotorreceptor verdadero de la microalga 

(Harris, 2001) . 

En condiciones de oscuridad y heterotrofia C. reinhardtii 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 fotoautotrófica, mixotrófica o heterotróficamente, lo que ha permitido 

el estudio de numerosos mutantes fotosintéticos (Nickelsen y Kuck, 2000). 
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Figura 1. 1 Representación de la estructura celular de la microalga verde Ch/amydomonas 
reinhardtii (Merchant et al. 2007). 

1.1.2 Chlamydomonas reinhardtii como organismo modelo. 

C. reinhardtii es una microalga que puede ser cultivada con faci lidad a un costo 

económico, tiene un crecimiento rápido, se puede producir a gran escala y es fácil de 

transformar y manipular por medio de ingeniería genética. Esta microalga ha sido utilizada 

como organismo experimental para el estudio molecular y genético de procesos celulares, 

tales como la fotosíntesis, el desarrollo del cloroplasto, la formación flagelar y movilidad 

(Grossman, 2005). C. reinhardtii ha demostrado también ser un sistema apropiado para el 

estudio de sobreexpresión de genes (Kumar et al. 2005), así como en estudios de 

producción de proteínas de interés biotecnológico (Schroda et al. 2002). 

Se han desarrollado técnicas de transformación genética para sus tres genomas de C. 

reinhardtii (del núcleo, cloroplasto y mitocondria). De hecho, C. reinhardtii fue el primer 

organismo en el que se logró la transformación del genoma del cloroplasto (Boynton et al. 
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1988) y también el primer eucariota fotosintético en el que se transformó el genoma 

mitocondrial (Randolph-Anderson et al. 1993). La transformación 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 presentó la 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 búsqueda o requisitos de clonación , lo 

que nos brinda la posibilidad de analizar los genomas en busca de genes que sean de 

nuestro interés. El tamaño 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 clonación de genes (Harris, 2001 ). 

Las herramientas genéticas para la microalga C. reinhardtii aún se están desarrollando. 

Sin embargo, este organismo unicelular fotosintético ha demostrado una promesa 

significativa como plataforma para la expresión de proteínas recombinantes. En los 

últimos años, las técnicas moleculares han permitido desarrollar la expresión sólida de 

genes en el genoma nuclear y en plástidos. Con estos avances, muchos grupos de 

investigación han examinado la flexibilidad de esta microalga como reactores biológicos 

capaces de producir proteínas de alto valor comercial (Specht et al. 201 0). 

1.1.3 C. reinhardtii y la respuesta al estrés osmótico. 

Una condición de estrés osmótico se define como una disminución en el potencial hídrico 

del ambiente en el cual se está desarrollando un organismo. La respuesta inmediata, que 

se da en segundos, es una salida del agua intracelular seguida de un proceso adaptativo 

más largo para tratar de llevar a cabo un ajuste osmótico. Debido al movimiento de agua, 

las concentraciones intracelulares de iones y biomoléculas se incrementan dando como 

resultado una disminución en la actividad celular; una vez que el organismo se adaptó, se 

retoma el crecimiento (Watanabe et al. 2008). 
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En esta fase de aclimatación de las células ante estrés osmótico se inducen mecanismos 

involucrados en la resistencia al estrés, como son el aumento en la concentración 

intracelular de glicerol y la exclusión de iones tóxicos (Folch-Mallol et al. 2004). 

Microalgas como C. reinhardtii responden ante el estrés osmótico sintetizando glicerol 

como un metabolito osmorregulador, esta respuesta le permite ser capaz de soportar 

ciertas concentraciones salinas (hasta 200 mM de NaCI) (León y Galván 1994; Avron , 

1986). Por otro lado, ha sido demostrado que el estrés osmótico por NaCI aumenta la 

acumulación de lípidos en C. reinhardtii despúes de la exposición a 100 mM de NaCI por 

48 h, muy posiblemente porque el estrés osmótico causa un aumento en la producción de 

glicerol en esta microalga para mantener el balance osmótico intra y extra celular. Como 

los lípidos están compuestos de glicerol , probablemente parte de este glicerol que se 

produce se utiliza para la síntesis de lípidos, causando un aumento en la producción de 

éstos (Herrera-Valencia et al. 2011 ; Siaut et al. 2011 ). 

1.1.4 C. reinhadtii como biorreactor para la producción de proteínas 

recombinantes. 

Entre los organismos modificados que actúan como "reactores biológicos" capaces de 

sintetizar proteínas recombinantes se encuentran las bacterias, las levaduras, los 

insectos, las plantas y los mamíferos, así como líneas celulares derivadas de los tres 

últimos. Cada sistema de producción posee diferentes características en términos de 

rendimiento proteico, facilidad de manipulación y costos de producción, por lo que cada 

uno tiene diferentes ventajas y desventajas (Specht et al. 201 0). 

Recientemente, C. reinhardtii ha surgido como una alternativa nueva y atractiva para la 

producción de proteínas recombinantes, debido principalmente a su cultivo fácil y 

económico, su gran capacidad para acumular biomasa y ser inocua para el ser humano 

(Potvin y Zhang , 201 O). En la siguiente tabla se hace una comparación de las 

características que presentan los organismos empleados comúnmente como 

biorreactores para la producción de proteínas recombinantes incluyendo las microalgas 

como una nueva alternativa para este fin. 
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Tabla 1. 1 Comparación de las características de los sistemas de producción de proteínas 
recombinantes tradicionales con las de las microalgas. 

Característica Bacterias Levaduras Cultivo de Animales Plantas Microalgas 
S células de trans- trans-

mamífero génicos génicas 
Tiempo de Corto Mediano Largo Largo Largo Corto 
producción 

Costo de Mediano Mediano Alto Alto Bajo Muy bajo 
producción 

Costo de Alto Alto Alto Alto Bajo Muy bajo 
escalamiento 

Costo de Económico Económico Costoso, Costoso Económico , Económico 
almacén -20°C -20°C NL TA , TA 

Propagación Fácil Fácil Difícil Factible Fácil Muy fácil 
Tamaño de Desconocido Desconocido Limitado Limitado No lim itado No limitado 

genes 
Glucosilació Ausente Incorrecto "Correcto" "Correcto" "Correcto" "Correcto" 

n 
Ensamble de No No No Si Si Si 

proteína 
NL- N1trogeno liqUido; TA = Temperatura Ambiente (Rivera et al. 2011 ). 

Por otro lado, los transgenes insertados en C. reinhardtii pueden ser expresados en 

cualquiera de los tres genomas ya secuenciados (núcleo, cloroplasto o mitocondria) 

(Rochaix, 2002), Siendo el cloroplasto el mas estudiado para producción de proteínas 

recombinantes debido a las propiedades que posee, como la inserción de genes por 

medio de recombinación homóloga (Franklin y Mayfield , 2005) . Sin embargo, varias 

proteínas terapéuticas necesitan un correcto procesamiento post-traduccional para ser 

funcionalmente activas y este proceso no siempre ocurre en los plástidos (Eichler

Stahlberg et al. 2009). En este caso, la expresión del transgen dentro del genoma nuclear 

de C. reinhardtii ofrece la posibilidad de dirigir las proteínas recombinantes a los 

organelos que contienen todas las enzimas responsables para realizar todo este proceso. 

Además se ofrece la posibil idad de la secreción de la proteína recombinante hacia el 

medio de cultivo mediante una señal de secreción, lo cual permitiría que la purificación de 

la proteína sea del sobrenadante del cultivo y no de un extracto total de células, lo que 

simplificaría el proceso de obtención y bajaría el costo de producción (Lauersen et al. 

2012). 
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Con respecto a lo anterior actualmente se ha elucidado información acerca de como 

regular la expresión de transgenes nucleares en C. reinhardtii, tales como la optimización 

del codón para que coincida con el 62% contenido de GC con el genoma nuclear de esta 

microalga, así como el mejoramiento de la expresión génica mediante la caracterización 

de promotores y la identificación de elementos regulatorios específicos, como la inserción 

de intrones de genes nativos (Eichler- Stahlberg et al. 2009; Lumbreras et al. 1998). 

1.2 Uso de promotores para la producción de proteínas recombinantes en el 

núcleo de Ch/amydomonas reinhardtii. 

Como se mencionó anteriormente se ha propuesto producir proteínas recombinantes el 

núcleo 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 más importantes la utilización de un promotor adecuado, puesto que se 

ha observado que tanto la acumulación de transcrito, como la acumulación de proteína 

varían dependiendo de la secuencia regulatoria que se utilice, debido a que estos están 

involucrados con la eficiencia de transcripción , estabilidad del transcrito y eficiencia en la 

traducción. Es por ello que actualmente se han realizado varios estudios utilizando 

diferentes promotores con el fin de dirigir e incrementar la expresión de genes de interés 

en C. reinhardtii (Stahlberg et al. 2009; Neupert et al. 2009). 

1.2.1 Promotores constitutivos para la producción de proteínas recombinantes en 

el núcleo C. reinhardtii. 

Dentro de los promotores, los de tipo constitutivo son aquellos que permiten la expresión 

del gen en forma continua durante todo el desarrollo celular. Los promotores pueden ser 

modificados artificialmente (in vitro) con el fin de aumentar, disminuir o evitar la expresión 

del gen que regulan. Además, es pocible adicionar un intrón o unir secuencias de distintos 

promotores. 

Entre los promotores nucleares que se han caracterizado se pueden 

promotor de tipo constitutivo de gen RBCS2 (Rochaix y Purton, 1996) 

mencionar el 

el cual fue 

fusionado a la región codificante del gen ble de Streptoalloteichus hindustanus que 
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confiere resistencia a fleomicina, zeocina y neomicina. Este trabajo fue una de las 

primeras evidencias de una transformación y expresión estable de un transgen en C. 

reinhardtii, obteniendo como resultado un marcador de selección para el genoma nuclear 

de esta microalga. 

Posteriormente se comenzó a investigar cómo mejorar la expresión de transgenes por 

medio de la colocación de intrones nativos de C. reinhardtii. Este estudio fue realizado por 

Lumbreras et al. 1998, donde utilizó al promotor más el intrón del gen RBCS2 fusionado al 

marcador de selección ble. Sus evidencias reportaron un mejoramiento en el aumento de 

ARNm y la acumulación de proteínas independientemente de la posición del intrón . 

Aunado a esto, en un estudio más reciente realizado por Eichler-Stahlberg et al. 2009 y 

siguiendo las estrategias de los autores anteriores, este realizó una fusión de secuencias 

promotoras de los genes RBCS2 y Hps70A creando así un promotor binario para conducir 

la expresión del gen reportero CrLuc. A esta construcción 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 

Cr/uc, comparado con el 1 00% de actividad de su constructo control. 

En la siguiente tabla se muestra las proteína recombinantes producidas en el núcleo de C. 

reinhardtii. 
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Tabla 1. 2 promotores que se han utilizado para expresar proteínas recombinantes en el núcleo de 
C. reinhardtii. 

Promotor Gen Tipo de Función Rendimiento Referencia 
utilizado expresado proteína 

Proteína 
total soluble 

HSP70AIRBCS2 Xin1 Xilanasa Enzima 0.25% Rasala et 
técnica al. 2012 

HSP70AIRBCS2 GBSS Anticuerpo Anticuerpo 0.1% Dauvillee 
contra la monoclonal et al. 2010 
malaria 

HSP70AIRBCS2 Sep15 Selenioproteina Terapéutico 0.1% Hou et al. 
2013 

1.2.2 Promotores inducibles para la producción de proteínas recombinantes en el 

núcleo C. reinhardtii. 

La uti lización de promotores de tipo inducible para la producción de proteínas 

recombinantes en el núcleo de C. reinhardtii ha despertado el interés puesto que 

permitiría la expresión de un gen recombinante después de alcanzar una alta densidad 

celular, y por tanto una mayor acumulación proteica recombinante interfiriendo muy poco 

con el metabolismo para la multiplicación celular. Otra ventaja que presenta este tipo de 

promotor es el de conducir una muy baja o casi nula expresión basal y solamente 

aumentar esta expresión ante la presencia de un inductor, a diferencia del constitutivo que 

se expresa durante todo el desarrollo celular. Además, cabe señalar que el contar con 

promotores inducibles se permitiría la expresión de proteínas de interés comercial tóxicas 

para la célula . 

Uno de los primeros estudios realizados con un promotor inducible en C. reinhardtii fue el 

realizado por Ohresser et al. 1997 con el promotor del gen de la nitrato reductasa (nit1), la 

cual es una enzima involucrada en la asimilación del nitrógeno en el medio, por lo que 

este promotor se reprime en presencia de amoníaco y esta se induce cuando las células 

tienen la presencia de nitratos o nitritos en su medio. A este promotor se le fusionó el 
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gen reportero de la arilsulfatasa (Ars) . Los resultados obtenidos indicaron un aumento en 

la actividad de la Ars en presencia de nitrato después de 24 horas de ser inducida, a 

comparación de su baja expresión basal en presencia de amoniaco. 

En paralelo, Villand et al. 1997 realizó un estudio acerca del promotor inducible del gen de 

la anhidrasa carbónica (Ca1) , la cual se expresa cuando se presentan bajas condiciones 

de C02 en el medio, puesto que se cree que cuando las células de C. reinhardtii se 

encuentran en estas condiciones, estas adquieren la habilidad para acumular carbono 

inorgánico con el fin de soportar la fijación fotosintética . A este promotor se le fusionó el 

gen reportero de la arisulfatasa (Ars) . La evidencia de este trabajo reportó un aumento en 

la actividad del gen reportero mencionado después de 9 horas de ser inducido a bajas 

concentraciones de C02, mientras que en condiciones normales no se logró identificar 

expresión basal del gen reportero. 

Otro de los estudios fue el realizado por Ferrante et al. 2008 con el promotor inducible del 

gen CYC6 que codifica para el citocromo C6. En Chlamydomonas reinhardtii el 

citocromo C6 en condiciones limitantes de cobre, sustituye a la plastocianina (ya que esta 

es degradada para redistribuir cobre) actuando como disipador biológico de cobre. La 

deficiencia enciende al CYC6. La adición de niquel o cobalto también tienen efecto en 

este gen. En este trabajo, el promotor del CYC6 se le fusionó el gen reportero CrLuc. Los 

resultados de este trabajo mostraron el incremento de la actividad del CrLuc después de 

16 horas de inducción con NiCI2, mientras que la muestra no tratada no pudo identificarse 

expresión basal. 

Por otra parte el estudio realizado por Schroda et al. 2000 mostraron la capacidad del 

promotor inducible Hsp70A (enzima responsable para proteger a la célula de estrés 

. térmico) para conducir la expresión del gen reportero ARS bajo un choque térmico. Los 

resultados de este trabajo mostraron un aumento en la actividad del gen reportero 

después de hora y media de inducción, datos que concuerdan con el número de copias 

ARNm que se acumularon en ese tiempo. 

Como se puede observar en la literatura no se han reportado muchos promotores para la 

expresión de proteínas recombinantes, por lo que todavía sigue siendo un reto la 

búsqueda de estos para que favorezcan e incrementen la expresión de genes de· interés 
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y se encuentren disponibles para estudios posteriores o bien para su futura 

comercialización 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 está involucrada en la 

síntesis de glicerol y el metabolismo de los lípidos. La enzima GPDH cataliza la 

conversión de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y NADH (Dinucleótido de nicotinamida y 

adenina en su forma reducida) a glicerol-3-fosfato (G-3-P) , y NAO+ (Dinucleótido 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 homólogos a GPDH: CrGPOH1, CrGPDH2 y CrGPDH3. Todas 

estas secuencias mostraron un significativa similitud con los genes GPDH de la microalga 

Ounaliella salina y Dunaliella viridis. 

Por otro lado, en este estudio de acuerdo a un programa de predicción de péptidos señal , 

se encontró que únicamente CrGPDH2 y CrGPDH3 contienen en su extremo N-terminal 

un péptido señal de tránsito al cloroplasto , por lo que muy posiblemente correspondan a 

GPDHs con localización en este organelo. 

El CrGPDH1 no presentó péptido señal y se sugiere que esta GPDH tenga localización 

citosólica como se ha observado en la microalga Ounaliella tertiolecta. 
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Figura 1. 2 Análisis de la expresión del CrGPDH1 , CrGPDH2 y CrGPDH3 por RT -PCR en C. 
reinhardtii después de 2 horas a OmM o 200 mM de NaCI. Como un control positivo con una banda 
esperada de aproximadamente 200 pb fue amplificado el gen de actina de C. reinhadtii a partir de 
ADNc. El marcador de peso molecular es de 1 Kb (Herrera-Valencia et al. 2012) . 

El análisis de expresión indicó que la expresión de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 es 

muy baja, tanto que para el CrGPDH3 es difícil de detectarse en un gel de agarosa, pero 

que la expresión de ambos genes es inducida bajo estrés salino por dos horas a 200 mM 

de NaCI. Debido a lo anterior se sugirió la posibilidad de que estos genes estén 

involucrados en osmorregulación y que jueguen un papel importante para la supervivencia 

de la célula bajo condiciones de estrés osmótico. Por otra parte, también sería interesante 

estudiar los promotores de estos genes, en particular del CrGPDH3, así como su 

potencial para conducir la expresión inducible de genes recombinantes de interés 

biotecnológico. 

17 



Capítulo 1 

1.3 Genes reporteros expresados en el núcleo de C. reinhardtíi. 

Un gen reportero es aquel cuyo producto es fácilmente detectable. Se utiliza en 

construcciones genéticas para verificar la transferencia del transgén a una célula o tejido, 

o para estudiar la actividad de promotores y otras secuencias reguladoras. En el núcleo 

de C. reinhardtii se han utilizado varios genes reporteros para evaluar las secuencias 

reguladores de diferentes genes y su capacidad para expresar proteínas recombinantes 

como se puede observar en la tabla 1.2. 

Tabla 1. 3 Genes reporteros utilizados en el núcleo de C. reinhardtii. 

Gen reportero Gen producto Método de Referencia 
prueba 

ARS Arisulfatasa Absorbancia Davies et al. 1992 

GFP Proteína verde Luminiscencia Fuhrmann et al. 
fluorescente 1999 

LUC Luciferasa Luminiscencia Ferrante et al. 
2008 

GUS/uidA ~-glucuronidasa Histoquímica o Kumar et al. 2004 
fluorométrica 

1.3.1 El gen reportero GUSPius (uidA). 

Para poder evaluar la capacidad que tiene un promotor para conducir la expresión de un 

gen de interés se necesita de un gen reportero, debido a que se puede detectar 

fácilmente su expresión con ayuda de ensayos bioquímicos. 

Un claro ejemplo de genes reporteros es el de nombre comercial GUSPius o bien uidA 

(aislado de Staphylococcus sp.) (Broothaerts et al. 2005) que se encuentra 

comercialmente disponible en la galería de los laboratorios de CAMBIA. Este gen codifica 

para la enzima ~-glucuronidasa encargada de hidrolizar al 4-metil-umbelliferii-13-D-
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glucuronido (MUG) y el producto fluorecente generado llamado 4-metil-umbelliferona (4-

MU) puede ser fácilmente detectado por medio de fluorimetría. 

La 13-glucuronidasa ha servido en varios estudios para evaluar promotores endógenos en 

microalgas, debido a su sensibilidad y estabilidad tal es el caso del estudio realizado por 

U et al. (2009) donde evaluaron la capacidad del promotor del gen de la anhidrasa 

carbonica de Dunaliella salina para inducirse ante concentraciones estresantes de NaCI. 

En otro estudio realizado por Uji et al. (2012) se pudo observar como la expresión del gen 

la 13-glucuronidasa ayudóa caracterizar al promotor del gen pyKPA 1, gen que codifica 

para bombas de sodio en la macroalga roja Porphyra yezoensis con el objetivo de 

entender las preferencias de los mecanismos de regulación transcripcional en gametofitos 

y esporofitos. 

En la microalga verde C. reinhardtti se ha observado la expresión del gen reportero de la 

13-glucuronidasa por medio de ensayos histoquímicos realizado por Kumar et al. (1999). 

En este estudio transformaron genéticamente mediante Agrobacterium tumefaciens a C. 

reinhardtii con el plasmido 1304 que contiene al uidA como reportero y por medio de un 

ensayo histoquimico estos autores pudieron observar la tinción azul de las células de C. 

reinhardtii (figura 1.3) producto de la hidrólisis del sustrato X-Giuc (5-bromo-4-cloro-3-

indolil- 13-glucuronide) por la 13-glucuronidasa recombinante. 

a 

Figura 1. 3 Detección histoquímica de la actividad del uidA en células transformadas de C. 
reinhardtii (kumar et al. 2004) . 
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1.4 Justificación 

Estudios previos han demostrado la utilidad del uso de promotores inducibles para 

conducir la expresión de genes recombinantes de interés en el núcleo de la microalga 

verde C. reinhardtii. Los promotores inducibles permiten tener un control temporal sobre la 

expresión del gen recombinante mediante factores externos. Sin embargo, un obstáculo 

importante para C. reinhardtii es la pobre expresión de transgenes en su genoma nuclear, 

siendo una de las razones de los pocos estudios que existen acerca de la caracterización 

de promotores adecuados, los cuales hasta la fecha no han tenido resultados 

significativos para conducir la expresión de genes de interés, presentando niveles por 

debajo del 1% de acumulación de proteína 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 expresión de genes 

de interés biotecnológico en el núcleo de C. reinhardtii, por lo que en este trabajo se 

propone la caracterización del promotor del gen CrGPDH3 de la microalga verde C. 

reinhardtii y la evaluación de su potencial para conducir la expresión de un gen reportero 

de manera inducible. 

1.5 Hipótesis. 

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

de conducir la expresión 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 expresión de un gen reportero de 

manera inducible. 
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1.6.2 Objetivos específicos. 

1. Analizar la expresión del gen CrGPDH3 en respuesta a diferentes tiempos de 

exposición y concentraciones de NaCI. 

2. Evaluar la capacidad del promotor del gen CrGPDH3 para conducir la expresión del 

gen reportero uidA de manera inducible. 
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NaCI 

Análisis de la expresión del gen CtGPDH3 en respuesta a 
dilitrenets tiempos de exposición y concenlraclones de NaCI. 

Análisis de expresión de CrGPDH3 
porRT~R 

Figura 1. 4 Estrategia experimental para caracterizar al promotor del gen CrGPDH3 en la 
microalga verde Chlamydomonas reinhardtii. 
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CAPITULO 11 

ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DEL GEN CrGPDH3 EN RESPUESTA A 

DIFERENTES TIEMPOS DE EXPOSICIÓN Y CONCENTRACIONES DE NaCI. 

2.1 Introducción. 

Algunas especies de microalgas verdes sobreviven en ambientes salinos acumulando 

metabolitos intracelularmente que le permiten obtener un balance osmótico. El glicerol es 

el soluto osmorregulador más 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 síntesis de glicerol durante la 

osmorregulación en microalgas similar a como sucede en las levaduras , en la cuales se 

ha observado la acumulación de este osmolito en respuesta a estrés osmótico por NaCI. 

Chlamydomonas reinhardtii, una microalga verde de agua dulce no halotolerante, ha sido 

reportada como capaz de soportar estrés salino de hasta 200 mM de NaCI, por encima de 

este valor no hay crecimiento, sino degradación del cultivo. La primera reacción de C. 

reinhardtii ante el estrés salino es la acumulación de glicerol como soluto osmorregulador 

para mantener el balance osmótico intra y extra celular y esta acumulación incrementa 

conforme mayor es la salinidad en el medio (León y Galván, 1994). Además, cabe señalar 

que reciente se ha reportado en C. reinhardtii que el estrés por 20 a 100 mM de NaCI 

puede inducir la acumulación de triacilglicéridos (Siaut et al. 2011). 

En un reciente estudio de nuestro grupo de investigación (Herrera-Valencia et al. 2012) , 

se identificaron in silico tres genes homólogos a GPDH en el genoma nuclear de C. 

reinhardtii: CrGPDH1, CrGPDH2 y CrGPDH3. El análisis de expresión indicó que la 

expresión de los genes CrGPDH2 y CrGPDH3 es muy baja, tanto que para el CrGPDH3 

es difícil de detectarse en un gel de agarosa, pero que la expresión de ambos genes es 

inducida bajo estrés salino por dos horas a 200 mM de NaCI. Debido a lo anterior se 

sugirió la posibilidad de que estos genes estén involucrados en osmorregulación y que 
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jueguen un papel importante para la supervivencia de la célula bajo condiciones de estrés 

osmótico. Por otra parte, también sería interesante estudiar los promotores de estos 

genes, en particular del CrGPDH3, así como su potencial para conducir la expresión 

inducible de genes recombinantes de interés biotecnológico. En este sentido, es 

importante conocer la concentración mínima de NaCI a la cual se induce el gen nativo y el 

tiempo al cual ocurre esta inducción. 

Por lo tanto, en este capítulo se utilizó RT-PCR para evaluar la expresión del gen 

CrGDPH3 y su sensibilidad para inducirse en respuesta a tratamientos de 200 , 100, 50 y 

5 mM NaCI por tiempos de exposición de 5, 30, 60 y 120 min. Además por medio de la 

base de datos PLACE se realizó una búsqueda de secuencias hayan sido caracterizadas 

previamente como elementos responsivos en cis en la región putativa del promotor 

CrGPDH3, con el fin de identificar elementos que pudieran estar regulando la inducibilidad 

de este gen con estrés osmótico por NaC o estrés por sequia o estrés osmótico 

ocasionada por otro tipo de sal. 

2.2 Materiales y Métodos. 

2.2.1 Cepa y cultivo de Chlamydomonas reinhardtii. 

Se utilizó 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 Biotecnología del CICY. 

El cultivo líquido de C. reinhardtii para mantenimiento y experimentos se llevó a cabo en 

50 mL de medio TAP (Tris-Acetato-Fosfato) (Anexo 1) (Harris, 1989), en matraces de 250 

mL, en un cuarto con fotoperíodo (16 horas de luz/8 horas de oscuridad) , a una 

temperatura de 25 ± 2 oc y con agitación constante a 140 rpm en un orbitador marca 

Thermo Scientific modelo MAXQ 4450. La intensidad lumínica fue de 22.6 ¡Jmol.m-2seg-1 . 

2.2.2 Experimentos de estrés por NaCI. 

Se realizó un pre-cultivo que se inició 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 concentración de 10,000 

células/mL y fueron cultivadas por 7 días. 

El tratamiento de estrés por NaCI correspondiente fue aplicado a los 7 días de cultivo. 

Para evaluar los efectos de estrés osmótico en la expresión del CrGPDH3 se utilizaron los 

siguientes tratamientos: se adicionó a cada cultivo una solución de NaCI para una 

concentración final ya sea de 200, 100, 50 ó 5 mM a diferentes tiempos de exposición de 

5, 30, 60 y 120 minutos. Como controles se colocaron cultivos de C. reinhardtii a los que 

se les adicionó únicamente agua destilada estéril. Posteriormente, se recuperó la biomasa 

resultante por centrifugación y se almacenó a -80°C. 

2.2.2.1 Extracción de ARN. 

La extracción del ARN total de las células de C. reinhardtii se realizó de acuerdo al 

protocolo del reactivo del TRIZOL (lnvitrogen) incluyendo un tratamiento con DNAsa 

(PROMEGA) (Anexo 3). El ARN total se resuspendió en 40 IJL de agua ultrapura y se 

almacenó a -aooc hasta su uso. 

2.2.2.2 Electroforesis en gel de agarosa. 

La integridad del ARN total se valoró cualitativamente en un gel de agarosa (1 .2%) - TAE 

1X (Tris-acetato-EDTA) teñido con 0.5 ¡.JL de bromuro de etidio (10 mg/mL). La 

electroforesis se realizó utilizando amortiguador TAE 1X a un voltaje constante de 85V 

durante 30 minutos. Posteriormente el gel de electroforesis se visualizó en un 

transiluminador de luz ultravioleta. 

2.2.2.3 Síntesis de ADN complementario (ADNc). 

El ADNc fue sintetizado con la enzima Superscript 111 siguiendo las especificaciones del 

fabricante (lnvitrogen). Se utilizaron 8 ¡.Jg de ARN total y 1 IJL de aligo dT (50 IJM). Esta 

mezcla se incubó a 75°C por 5 minutos e inmediatamente se enfrió en hielo por 3 minutos. 

Posteriormente, la muestra se dividió en dos tubos, que se etiquetaron como RT + y al otro 

RT-, éste último es un control negativo que no llevó transcriptasa reversa y permitió 

determinar si había o no contaminación con ADN genómico. La reacción de síntesis de 
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ADNc en cada tubo (RT +y RT-) consistió de 2 1-JL de DTT 0.1 M (0.01 M), 2 1-JL de dNTP's 

1 OmM (1 mM), 1 1-JL de lnhibidor de RNasa 40 U/1-JL (lnvitrogen) , 1 1-JL de Superscript 111 

200U/1JL (lnvitrogen) , 1 1-JL de agua ultrapura, 4 1-JL del amortiguador 5X first strand (1 x) en 

un volumen final de 20 1-JL. Se incubó a 55°C por 90 minutos, posteriormente se inactivó la 

reacción aumentando la temperatura a 75 oc por 15 minutos. Después se agregó 4 1-JL de 

ARNasa A (1 mg/ml) (0.041 IJg) y se incubó a 37 oc por 30 minutos. Seguidamente se 

realizó una dilución 1 :5 con agua ultrapura y los tubos se almacenaron a -20°C hasta su 

USO. 

Con el objetivo de evaluar la correcta síntesis de ADNc a partir del ARN total y descartar 

contaminación por ADNg en el ADNc, se realizó una RT-PCR amplificando un fragmento 

de un gen cuya expresión es de tipo constitutiva , en este caso se utilizó el gen de la 

Actina de C. reinhardtii, para el cual se utilizaron los oligonucleótidos: 5'- AACATCGTG 

CTGTCGGGAGG -3' (sentido, 20 pb, Tm= 69.rC) y 5'- ACTCGTCGTACTCGGACTTG-

3' (antisentido, 20 pb, Tm= 61.9 °C). Estos oligos flanquean un intrón y por tanto en ADNc 

el amplicón esperado será de 209 pb mientras que en ADNg sería de 409 pb. El programa 

que se utilizó para la reacción de PCR fue un ciclo de 95°C por 3 min , 40 ciclos de 95°C 

por 30 S , 55°C por 30 S y 72°C por 1 min y un ciclo de 72°C por 1 o min. Como control 

negativo empleamos los mismos oligonucleótidos pero en la muestra RT- , que nos 

indicaría por medio de presencia o ausencia si nuestra muestra sufrió contaminación . 

2.2.2.4 Análisis de expresión del gen CrGPDH3 mediante RT -PCR. 

Se realizó el análisis de expresión del gen CrGPDH3 por medio de una RT-PCR para la 

cual se utilizaron los oligonucleótidos: 5' - ATCGGCTCTGGCGAGCAGCAC-3' (Sentido, 

23 pb, Tm=80.6°C) y 5'-ACTGCTCCTGCTCATCGGTGAC-3' (Antisentido, 22 pb, 

Tm=70.1 oC) los cuales generan un amplicón en ADNc de 280 pb. Las reacciones de 

PCR se llevaron a cabo utilizando 5 1-JL del ADNc previamente sintetizado, el resto de la 

mezcla de reacción incluyó 1 1-JL de cada oligonucleótido 1 OmM (sentido y antisentido) 

(0.21-JM), 1 1-JL de dNTP's 1 OmM (0.2mM), 0.2 1-JL de Taq polimerasa (1 U), 1.5 1-JL de MgCI2 

50 mM (1.5 mM) , 5 1-1L de buffer de reacción 1 OX (1 X) y agua ultrapura en un volumen final 

de 50 1-JL. El programa que se utilizó para la reacción de PCR fue un ciclo de 95°C por 3 
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m in , 40 ciclos de 95°C por 30 S, 55°C por 30 S y 72°C por 30 S y un ciclo de 72°C por 10 

min . Los resultados pudieron observarse mediante electroforesis en un gel de agarosa al 

1.2%. 

2.2.2.5Predicción de elementos de respuesta en cis en la región promotora putativa 

del CrGPDH3 de C. reinhardtii. 

Para realizar el análisis in silico de la región promotora putativa del gen CrGPDH3, se 

tomaron 3000 pares de bases río arriba con respecto a la región 5' UTR de la secuencia 

completa del genoma nuclear de la microalga C. reinhardtii. Esta región se sometió al 

programa PLACE (Piant cis-acting Regulatory DNA Elements) (Higo et al. 1999; 

Prestridge, 1991) y se seleccionaron aquellos elementos responsivos en cis relacionados 

con estrés salino. 

2.3 Resultados. 

2.3.1 Análisis de expresión de CrGPDH3 en respuesta a exposición ante 200 mM 

de NaCI. 

Se realizó un primer experimento donde se expuso el cultivo de C. reinhardtii a dos 

tratamientos con 200 mM de NaCI ya sea por 30 o 120 minutos. Después de los 

tratamientos, las muestras fueron colectadas y posteriormente se les realizó la extracción 

de ARN, obteniéndose las siguientes concentraciones: 1.5 ¡Jg/IJL para la muestra sin 

tratamiento de NaCI (O mM), 1.6 ¡Jg/IJL para la muestra expuesta por 30 minutos y 2.1 

¡Jg/¡JL para la muestra tratada por 2 horas. 

La electroforesis de este experimento se presenta en la Figura 2.1 , donde se observa la 

integridad de cada muestra. 
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NaCI 

200 mM O mM 

30 min 120 min control 

235 

185 

Figura 2. 1 ARN total de los cultivos sujetos al tratamiento de 200 mM de NaCI a tiempos de 
exposición de 30 y 120 min. 

Como se observa en el resultado de la RT-PCR de la figura 2.2, la expresión del 

CrGPDH3 puede observarse en ambos tratamientos, siendo visible el amplicón esperado 

de 298 pb a partir de los 30 minutos de exposición con 200 mM de NaCI. En el caso de la 

muestra sin tratamiento (O mM) no se observó banda alguna, es decir la expresión del gen 

debió ser tan baja que no pudo detectarse en el gel de agarosa. En esta figura se observa 

el amplicón del gen de la Actina (CrActina) utilizado como control con un tamaño de 209 

pb en todas la muestras tratadas y no tratadas con NaCI, lo cual indicó el uso de 

cantidades similares de ARN para la síntesis de ADNc comprobando la ausencia de 

contaminación por ADN genómico ya que el amplicón de CrActina más su intrón (409 pb 

en total) no fue detectado. 
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NaCI 
200 mM O mM 

M 30 min 120 min control 

---
Figura 2. 2 Análisis de la expresión del gen CrGPDH3 bajo los tratamientos de 200 mM de NaCI 
por 30 y 120 min . Se utilizó el gen CrActina como control positivo (+RT CrActina) y negativo (-RT 
CrActina) . M= Marcador de peso molecular 1 Kb . 

2.3.2 Análisis de expresión de CrGPDH3 en respuesta a exposición ante 100 mM 

de NaCI. 

Se realizó un experimento donde se expuso el cultivo de C. reinhardtii a cuatro 

tratamientos con 100 mM de NaCI ya sea por 5, 30, 60 o 120 minutos. Después de los 

tratamientos, las muestras fueron colectadas y posteriormente se les realizó la extracción 

de ARN total y para comprobar su integridad se realizó una electroforesis (figura 2.3), con 

aproximadamente 1 ¡..tg de ARN total de cada muestra. 
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NaCI 

O mM 100 mM O mM 

5 min 5 min 30 min 60 min 120 min 120 min 

23S 

18S 

Figura 2. 3 ARN total de los cultivos sujetos al tratamiento de 100 mM de NaCI a tiempos de 
exposición de 5, 30, 60 y 120 min. 

Como se observa en el resultado de la RT- PCR de la figura 2.4, la expresión de 

CrGPDH3 puede observarse con un amplicón esperado de 298 pb a partir de los 5 

minutos de exposición con 100 mM de NaCI llegando al punto máximo de expresión a los 

60 minutos En el caso de las muestras sin tratamiento (O mM) no se observó banda 

alguna , es decir la expresión del gen debió 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 tamaño de 209 pb en todas la muestras tratadas y no tratadas con NaCI , indicando 

el uso de cantidades similares de ARN para la síntesis de ADNc comprobando la 

ausencia de contaminación por ADN genómico, ya que el amplicón de CrActina mas su 

intrón (409 pb en total) no fue detectado. 
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NaCI 

O mM 100 mM O mM 

5 min 5 min 30 min 60 min 120 min 120 min 

----- CrGPDH3 

+RT CrActlna .............................. 

- RT CrActlna 

Figura 2. 4 Análisis de la de expresión del gen CrGPDH3 bajo los tratamientos de 100 mM de 
NaCI por 5, 30 , 60 y 120 min. Se utilizó el gen CrActina como control positivo (+RT CrActina) y 
negativo (-RT CrActina) . M= Marcador de peso molecular 1 Kb. 

2.3.3 Análisis de expresión de CrGPDH3 en respuesta a exposición ante 50 mM de 

NaCI. 

Se realizó un experimento donde se expuso el cultivo de C. reinhardtii a cuatro 

tratamientos con 50 mM de NaCI ya sea por 5, 30, 60 o 120 minutos. Después de los 

tratamientos las muestras fueron colectadas y posteriormente se les realizó la extracción 

de ARN y para comprobar su integridad se realizó una electroforesis (figura 2.5) con 

aproximadamente 1 J..lg de cada muestra. 
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Figura 2. 5 ARN total de los cultivos sujetos al tratamiento de 50 mM de NaCI a tiempos de 
exposición de 5, 30 , 60 y 120 min . 

Como se observa en el resultado de la RT-PCR de la figura 2.6, la expresión del 

CrGPDH3, puede observarse con un amplicón esperado de 298 pb a partir de los 5 

minutos de exposición con 50 mM de NaCI llegando al punto máximo de expresión a partir 

de los 60 minutos. En el caso de las muestras sin tratamiento (O mM) no se observó 

banda alguna, es decir la expresión del gen debió ser tan baja que no pudo detectarse en 

el gel de agarosa. En esta figura se observa el gen CrActina utilizado como control con un 

tamaño de 209 pb en todas la muestras tratadas y no tratadas con NaCI e indican el uso 

de cantidades similares de ARN para la síntesis de ADNc comprobando la ausencia de 

contaminación ADN genómico ya que el amplicón de CrActina mas su intrón (409 pb en 

total) no fue detectado. 
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Figura 2. 6 Análisis de la de expresión del gen CrGPDH3 bajo los tratamientos de 50 mM de NaCI 
por 5, 30, 60 y 120 min. Se utilizó el gen CrActina como control positivo (+RT CrActina) y negativo 
(-RT CrActina) . M= Marcador de peso molecular 1 Kb. 

2.3.4 Análisis de expresión de CrGPDH3 en respuesta a exposición ante 5 mM de 

NaCI. 

Se llevó a cabo un experimento en el cual se expuso el cultivo de C. reinhardtii a cuatro 

tratamientos con 5 mM de NaCI ya sea por 5, 30, 60 y 120 minutos. Después de los 

tratamientos, las muestras fueron colectadas y posteriormente se les realizó la extracción 

de ARN y para comprobar su integridad y se realizó una electroforesis (figura 2.7), con 

aproximadamente 1 ¡..tg de cada muestra. 
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Figura 2. 7 ARN total de los cultivos sujetos al tratamiento de 5 mM de NaCI a tiempos de 
exposición de 5, 30, 60 y 120 min. 

Como se observa en el resultado de la RT-PCR de la figura 2.8, la expresión del 

CrGPDH3, puede observarse con un amplicón esperado de 298 pb a partir de los 5 

minutos de exposición con 5 mM de NaCIIIegando al punto máximo de expresión a partir 

de los 60 minutos. En el caso de las muestras sin tratamiento (O mM) no se observó 

banda alguna, es decir la expresión del gen debió ser tan baja que no pudo detectarse en 

el gel de agarosa. En esta figura se observa el gen de CrActina utilizado como control con 

un tamaño de 209 pb en todas la muestras tratadas y no tratadas con NaCI indicando el 

uso de cantidades similares de ARN para la síntesis de ADNc comprobando la ausencia 

de contaminación ADN genómico, ya que el amplicón de CrActina mas su intrón (409 pb 

en total) no fue detectado. 
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Figura 2. 8 Análisis de la de expresión del gen CrGPDH3 bajo los tratamientos de 5 mM de NaCI 
por 5, 30 , 60 y 120 min. Se utilizó en gen de CrActina como control positivo (+RT CrActina) y 
negativo (-RT CrActina) . M= Marcador de peso molecular 1 Kb . 

2.3.5 Predicción de elementos de respuesta en cis en la región promotora putativa 

del gen CrGPDH3 de C. reinhardtii. 

Los resultados obtenidos de la búsqueda de elementos en cis en la región promotora 

putativa de 3000 pares de bases del CrGPDH3 con el programa PLACE se presentan en 

el cuadro 3.9. No se encontraron elementos responsivos que hayan sido reportados 

previamente en la literatura como que estén implicados con la inducción con NaCI ó por 

sequia ó por estrés osmótico caudado por otra sal. Se encontraron elementos 

característicos de promotores eucariotes como son las cajas GC y la caja TATA en las 

primeras 2000 pares de bases con respecto al 5'UTR. 
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Tabla 2. 1 Resultado de la búsqueda de elementos de respuesta en cis predichos por el programa 
PLACE en la región promotora putativa de 2000 pares de bases con respecto al 5ÚTR del gen 
CrGPDH3 

Nombre del Secuencia Número Inductor o Referencia 
elemento cis del de Ubicación 

elemento elementos 
cis 

GATABOX GATA 1 Secuencia común Rubio-Somoza et 
encontrada en al. (2006) 
promotores en 

plantas. 
CGCONSENSUS GRWAAW 1 Secuencia Zhou D et 

encontrada en a/.(1999) 
promotores de las 

plantas. 
TATABOX TATA 1 Secuencia Hartmann U et 

encontrada en al. (2005) 
promotores de 

plantas 
CAATBOX CAAT 1 Secuencia común Kumar et al. 

encontrada en (2012) 
promotores de 

plantas 

Donde: A= Adenina, G= Guanina, C= Citocinina, T= Timina, 8= C, G o T, D= A, G o T, H= A, C o T, 
K= G o T, M= A oC, N= A, C, G o T, R= A o G, S= C o G, V= A, C o G, W= A o T y Y= C o T 

En la figura 2.9 se presenta la ubicación de los elementos en cis en la secuencia 

promotora putativa de 2000 pares de bases con respecto al 5ÚTR del gen CrGPDH3 

predichos por el programa PLACE. Como puede observarse, se encontró una caja TATA 

a -26 pb, una caja GC a -428 pb, una caja caja CAAT a -507 pb y una caja GATA a -1373, 

todas estas con respectoal sitio de inicio de transcripción . 
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- 16 2S CAAGliC'.l"l'AAGCA'l'OCAGTGC.~OCGGGCATACAITT.ITT A.~CACTI'ATKITTI'TGOCGCGT1'G 

- 1 !S 5 !S G'T'T'I~"'TGnTGACA':J::liGOOOC'l'TGAAAGGCAOCACI'GCGG'IGTAGGCGGGTACGTGTGCACOCAACIGC 

- 14 S S GGOOGGTGGAOOCA'OCl'GAAACACCl"'GCGCGOCACGOGAC119X"TGCA'!'TGTGA'OGT.!T'l1C'l'TGGIOC: 

- 141 S AG'l'GGATG~GTATTIGG'l'AAAGCCI'ATTGATAOCAATGGOGCGQI;GGCTGAG~Cl' 

- 13 4 !S GTCCGG'l'Gl'CTGGG'TAGCGCl'OOOCATI'GGGGOGAGCAA.GGOG'l'G'l'GTGOCAAOCGGCkOCAOOGOCAl'G 

- 12 7 S ACACGT~'l'GTGGCAGCGA:CGCAl'G'l'GC'l'GAGTCGTCC'IGGCTGGCTCTGCIG'l1GGTGOCT l'GA.C'CAC!G 

- 12 OS Cl'GGOCACCl'GC'IGGGTT>ObGCl'AOGTGCCl'GTICAGACCGATICCOCl'GTCAGGAOCTGCCAGCOIC!G 

- 1135 TAACATGC~GTAGC'l'T'l'CIGCCTI'OCGOC'TGAGAOGTGAACTCAl'GACl'AGTTGTTAOC:AOOCTGCAC 

- 1 O 6 S GGCAGOCACACGOCAOCAGAGCT.'l'j'(;.Ti,TCAGGC'l'GAGAGGCAGCGC.TI...\CCTOC..~OOGCTAGG11CGCG~ 

- 9 9 5 CCGGC'l'Al'GTCOGGGCGATGAGG'l'liGTTCGGCC'ICAGAO'-TGCGGAGAOOCTC..\GOOOC'l'Tl'l'COC'!CG 

- 9 2 5 GAAC'.OOGA:DGOGACCGCAAAGGCTCT'IGOCCGT<:CCCCTTCGGGOCAAGG'OOCAAACCAAOCTG'l'CG!G 

- e 6 6 'l'CATCA..~Jt.:GAGTCCAGCTA'l' GAGGAIGCAGGAA..~<:crAOCACC.\GG'l'GAG.\CCCA.\CCC.~GC 

- 78!5 CCAGAACQCAAACCCACCCGA1'CCACCCACAAAGCCCCCACCCGAOCACAC.~~OCC'AOCQC'ITACGGA 

- 71 S CCC'GAACCCC'l' AACCl'M:OCCAGCOCTGl'OGCCCACACC.liAGOCCGGAGTT ATGGC'l'ATGAGTGGACICT 

- 64!5 AGCCGTQG'l'TCAGCCAGGOGTAGAGTGTTGCTGCCAGCGC'l'Gi..""TGATGGCAQGCCGCTGAGGTCT'l'GCGG 

- !S 7 S GCG'l'OC..liJl' ACl' l>.cTAl'TGCG'l'Q..""TCGC'l'GGC"l'OG'IGAGA!CCG'l'CAOCGGA'l'TCCGCAl'GT AGCCAATCT 

- S O !S TCG'l''I ~:;TOCAOGTCAAAT.OCGGAAA:GAAATCAAGAOCC.~AAOCCTCOCGTGTGl'GTA.~OOGG-GAGGG 

- 4 3 5 GGGCGGl'GTOGGTGGGGAOGTGGGAAl'..C:CMGGA.\.1!:GCTGCOGA'l' GGTI'CT..ta: TOGTAAGOCTC.l!JCGG 

- 3 6 5 GTT AAACTCOCTATOGTCOCAOCG·GCCCCGIOCCGATI'CCGCG'l'Tl'A:GOCC'G'!CCATGCTTGG'l'G1'CGGT 

- 2 9 S OGC1'GG'l'CACAG..'"'1:TIOCAAGOOCGGCCGACA'IGM:GCGCCGATT AGC'CGCGGGTOOGl'CGTTTATGGGI 

- 2 2 S TACG'l'CAAGGA'TTC'l'TGGAOC'TA1'GCGAACIGAGGTGGAOCOGGCGA1'TGICAG.\CAGGCIGACI GAATI' 

- 1 S S GGT'l'GAAGOOCQG'l'OGCAGTCGOGCGAAAGTTI'CGGGAAG'Il'OOCOJCTT A:C'l'GGOGAAIGACAA:CGC'l' 

S TC GGCGCCAGGTATI'AGIDGTGI CCTl1G'l'1':;TCGTCA:CGATI'G'GACOCCA:CCCQ..""T11CCOGCGGA1'TT 

1S AGCCCGAT CCGCI~TGGGGTGGTC'l'GACTGCATGGATCOCGGACTOCATAAATAGCCGA!Gl'GC A 
~~ ---

1 GACT'l'GGCGG'l' iCTGAATC.\CAGCTI'GAGA.\'l'AC.ll.l'A.\.Z...C'l'CA.liJl'OGCCA.Z...GC.I>...\C.\A..:r..GCl'..\CAGCCC'l' 

t 57 ATA"' GGCAGT'l'GCA.Z...CATOCCAGCGCGGGGGTTCGAC'l'GCGTAAl'TACGAGCGTOGTTGAOOCGAGTTI 

·t 12 GCAA CAl'GA!GC'l'GTCAGGCOGCMlC'l'GCAATTGCGCCTICAGTGCTOGTCGA.~C'l'AOCCTOCAACGCG 

t 19 7 GAGCJGC'l'COCT'l'TCCAATOGGOGC'GGCTGG'l' ACC'l'CAA GGCOGCCGGOCACTTGOOGTCGOOCATOGl'T 

t 267 'l'GTGQCCAGCGQCAICTI'~ 

Figura 2. 9 Ubicación de los elemementos en cis encontrados en la secuencia promotora putativa 
de 2000 pares de bases con respecto al 5ÚTR del gen CrGPDH3. 
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2.4 Discusión. 

En el análisis de expresión de CrGPDH3 por medio de RT-PCR para el tratamiento con 

200 mM de NaCI se observó la presencia del transcrito de este gen únicamente en la 

muestra expuesta a NaCI tanto por 30 min como por dos horas de exposición , aunque a 

los 30 min la banda fue de mucho menor intensidad . Con este experimento se corroboró 

lo observado por Herrera-Valencia et al. (2012) donde se observó que la expresión de 

este gen fue inducida en respuesta a estrés osmótico con 200 mM de NaCI por dos horas. 

Además, este trabajo es el primer reporte de la detección de transcrito de CrGPDH3 bajo 

esta concentración de NaCI para el tratamiento con 200 mM de NaCI por solo 30 min . 

C. reinhardtii ha sido reportada como capaz de soportar estrés salino de hasta 200 mM de 

NaCI, por encima de este valor no hay crecimiento, sino degradación del cultivo. La 

primera reacción de C. reinhardtii ante el estrés salino es una disminución de la velocidad 

del crecimiento , siendo mayor conforme incrementa la salinidad del medio y cuando se 

llega a condiciones de hiper-estrés osmótico de NaCI (por ejemplo 300 mM de NaCI) la 

fotosíntesis es afectada por la deshidratación de la cavidad lumenal, obstruyendo 

físicamente a la plastocianina y la movilidad del citocromo 6 evitando la transferencia de 

electrones al fotosistema 1 (León y Galván, 1994; Cruz et. al. 2001 ). También se ha 

reportado que en esta microalga expuesta a una concentración de 300 mM de NaCI 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 NaCI de 20 a 100 mM (siendo 

20 mM de NaCI la concentración más baja que se ha probado para esta microalga) con 

una exposición de 48 horas induce la acumulación de triacilglicéridos y el incremento de 

esta osmolaridad en el medio incrementa la producción de glicerol en esta microalga 

(Siaut et al. 2011 ). En este trabajo se realizó el análisis de expresión del gen CrGPDH3 

por medio de RT-PCR bajo estrés salino por 100 mM, 50 mM y 5 mM de NaCI a diferentes 

tiempos, y se detectó presencia de transcrito únicamente bajo las condiciones de estrés 

tan pronto como a partir de los 5 minutos de exposición, llegando todos al punto máximo 

de expresión a partir de los 60 minutos, siendo esta la primera evidencia de la tendencia 

de expresión del gen CrGPDH3 ante concentraciones diferentes a 200 mM de NaCI por 
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tiempos inferiores a las 2 horas reportadas por Herrera-Valencia et al. (2012). Cabe 

señalar que durante los tratamientos de NaCI a los que fueron sometidas las células de C. 

reinhardtii fueron visualizadas en el microscopio y se observó que estas no presentaron 

daño y esta observación pudo ser corroborada mediante la obtención íntegra del ARN 

total a las células tratadas. 

Los resultados encontrados en este trabajo difieren al de los genes OvGPOH1 y 

OvGPOH2 en Ounaliella viridis reportados por He et al. (2009) en el sentido de que estos 

genes presentaron expresión basal y al exponerse en concentraciones salinas de 0.5 a 

2M de NaCI se observó un incremento progresivo en los niveles del transcrito en ambos 

genes, a comparación del CrGPOH3 que mostró una expresión inducible desde una 

concentración tan baja como es 5 mM de NaCI. Por otro lado el OsGPOH2 en Ounaliella 

Salina reportado por He et al. (2007) presentó un resultado similar al encontrado en O. 

viridis puesto que este gen presentaba también expresión basal y en cuanto se 

aumentaba la osmolaridad (de 1.5 a 3.5 M de NaCI) en el medio este gen incrementaba 

su expresión. Estas diferencias pueden ser debido a que las microalgas O. salina y O. 

viridis son capaces de tolerar altas concentraciones de NaCI puesto que normalmente son 

encontradas en aguas salinas particularmente en zonas costeras, por lo que es muy 

probable que sus genes GPOH se encuentren expresados de forma constitutiva para 

soportar esa salinidad y cuando la corriente marina las guía a lugares donde la salinidad 

es mayor (puesto que la salinidad del mar varía dependiendo de la zona) y están 

expuestas por un tiempo muy prolongado la expresión de estos genes se incrementa para 

poder obtener el balance osmótico necesario. Microalgas como C. reinhardtii que habitan 

en agua dulce donde la salinidad es mucho menor (con un promedio de salinidad de 

0.003 M) a comparación del agua marina (con un promedio de 0.428 M} , necesitan 

responder más rápido a este tipo de estrés y ante concentraciones mucho menores que 

las que enfrentan microalgas marinas como Ounaliella para obtener un balance osmótico, 

y así poder aclimatarse al medio en caso de ser necesario, ya que la salinidad del agua 

dulce a pesar de que es más estable puede variar ligeramente dependiendo de la zona. 

Debido a lo anterior, es posible que se observe una inducción del gen CrGPOH3 a partir 

de los 5 minutos de exposición a un estrés osmótico tan bajo como 5 mM de NaCI. 
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La capacidad para soportar estrés salino en C. reinhardtii se debe a la acumulación de 

glicerol como soluto osmorregulador para mantener el balance osmótico intra y extra 

celular, como se ha sugerido por Vigeolas et al. (2007) y Takagi et al. (2007) . Dado que la 

enzima GPDH está involucrada en la síntesis 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 osmótico de NaCI a C. reinhardtii se indujera la 

expresión del gen CrGPDH3, como se demostró en el presente estudio. 

La acumulación de glicerol como soluto compatible en respuesta ante estrés osmótico 

también se ha observado en levaduras, permitiendo una regulación adecuada de un 

gradiente osmótico a través de la membrana, siendo la producción de este compuesto 

regulada por la enzima GPDH. En los estudios de Tome et al. (1999) se reportó que los 

genes DhGPD de Debaryomyces hansenii se indujeron en presencia de 1.5 M de NaCI 

detectando presencia de transcrito mediante PCR en tiempo real a partir de los 15 

minutos de exposición , llegando a una fase estacionaria a los 45 minutos. Por otra parte 

Eriksson et al. (1995) observó que en el gen GPD1 en S. cerevisiae se indujo ante la 

presencia de 1.4 M de NaCI detectando presencia de transcrito a partir de los 30 minutos 

de exposición, llegando al punto máximo de expresión a los 120 minutos. Por otra parte 

Peng et al. (201 O) observaron que el gen PfGPD en Pichia farinosa se indujo a 2 M de 

NaCI detectando la presencia de transcrito a partir de los 25 minutos de exposición , 

llegando al punto máximo de expresión a los 120 minutos. Comparado con nuestros 

resultados la inducción del CrGPDH3 se detectó a partir de los 5 minutos de exposición 

indiferentemente de la concentración de NaCI que se probó en este estudio (1 00, 50 y 5 

mM de NaCI) lo que sugiere que el promotor del gen CrGPDH3 en C. reinhardtii es muy 

sensible a la inducción por estrés osmótico y es muy probable que para poder 

contrarrestar los efectos de este estrés se esté sintetizando glicerol de forma muy rápida 

dándole ventaja a esta especie para sobrevivir en fluctuaciones de ambientes osmóticos, 

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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En los resultados del análisis realizado por PLACE en la región promotora putativa de 

CrGPDH3, no se pudieron detectar elementos de respuesta en cis asociados a la 

respuesta en estrés con salinidad. Es probable que los elementos responsivos en cis para 

CrGPDH3 sean diferentes a los reportados para plantas superiores, por lo que se tendrán 

que identificar de manera experimental , por ejemplo mediante deleción de nucleótidos 

como en el caso del promotor inducible por NiCI2 del gen del CYC6 de C. reinhardtii (Quiin 

et al. 1999) o el caso del promotor inducible por NaCI del gen DCA 1 de la microalga 

Dunalliela salina (Li et al. 201 O) . Será interesante encontrar estos nuevos elementos 

involucrados con la inducibilidad por estrés osmótico de este gen. Por lo tanto con estos 

resultados se pudo evaluar parte de la sensibilidad del promotor CrGPDH3 nativo para 

expresarse de manera inducible en repuesta a NaCI y con ello también se evalúa la 

sensibilidad del promotor CrGPDH3 para conducir la expresión inducible de el gen 

reportero uidA objeto de este estudio y en un futuro evaluar su potencial para expresar 

genes recombinantes de interés biotecnológico de manera inducible. 

2.5 Conclusiones. 

1. Con 30 minutos de exposición la expresión del gen CrGPDH3 fue inducida bajo 

condiciones de estrés salino de 200 mM de NaCI. 

2. La expresión del CrGPDH3 fue inducida a partir de los cinco minutos de exposición a una 

concentración tan baja como es 5 mM de NaCI, y el mismo patrón se observó a 50 y 100 

mM de NaCI. 

3. La acumulación de transcrito del CrGPDH3 alcanzó su máximo a los 60 minutos de 

exposición a las concentraciones evaluadas de 5, 50 y 100 mM de NaCI. 
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CAPITULO 111 

EVALUACIÓN DE LA INDUCIBILIDAD DEL PROMOTOR DEL GEN CrGPDH3 Y 
SU CAPACIDAD PARA CONDUCIR LA EXPRESIÓN DEL GEN REPORTERO 
u idA. 

3.1 Introducción. 

La microalga verde Chlamydomonas reinhardtii es un organismo modelo para el estudio 

de una amplia gama de áreas en biología, como la función flagelar y la fotosíntesis 

(Neupert et al. 2009). La reciente finalización del proyecto de secuenciación del genoma 

nuclear de C. reinhardtii ha proporcionado nuevos conocimientos sobre la evolución de los 

eucariotas fotosintéticos. El desarrollo de nuevas herramientas moleculares y recursos 

genéticos, que permiten el estudio de los procesos metabólicos y su regulación que tienen 

lugar en esta microalga, facilitando su aprovechamiento biotecnológico (Merchant et al. 

2007) . 

Actualmente C. reinhardtii se presenta como una alternativa atractiva para la producción 

de proteínas recombinantes, debido principalmente a su cultivo fácil y económico, su gran 

capacidad para acumular biomasa y a que es generalmente considerada como inocua 

para el ser humano. Sin embargo, un obstáculo importante para C. reinhardtii es la pobre 

expresión de transgenes en su genoma nuclear, siendo una de las razones los pocos 

estudios que existen acerca de la caracterización de promotores adecuados, los cuales 

hasta la fecha no han tenido resultados significativos para conducir la expresión de genes 

de interés, presentando niveles por debajo del 1% de acumulación de proteína total 

soluble (PTS), siendo al menos 1% de PTS lo necesario para que se considere 

comercialmente rentable (Stahlberg et al. 2009; Schroda et al. 2000; Ferrante et al. 2008). 

El contar con un promotor inducible para el núcleo de C. reinhardtii permitiría el control de 

la expresión de manera temporal de un transgén mediante la presencia de un inductor 
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después de alcanzar una alta densidad celular, permitiendo una mayor acumulación de 

proteína recombinante . 

Recientemente, el CrGPOH3 se ha reportado como un gen de tipo inducible ante un 

tratamiento de 200 mM de NaCI por dos horas donde en condiciones sin este inductor su 

expresión basal no puede ser detectada en un gel de agarosa (Herrera-Valencia et al. 

2012). Por lo que este gen se presenta como candidato para caracterizar a su promotor y 

evaluar el potencial de éste para conducir la expresión de proteínas recombinantes en C. 

reinhardtii. 

Partiendo de esto, en este capítulo de investigación se realizó la clonación de tres 

fragmentos de la región que supuestamente debe contener al promotor del gen CrGPDH3 

más su región 5' no traducible (5'UTR) para su caracterización , con el fin de determinar 

su capacidad de conducir la expresión del gen reportero uidA de manera inducible. 

3.2 Material y Métodos. 

3.2.1 Cepa y cultivo de C. reinhardtii. 

Se utilizó 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 capítulo 2 de 

esta tesis. 

3.2.2 Extracción de ADN genómico (ADNg). 

Para la extracción de ADN se utilizó el protocolo comercial de !Ilustra Nucleon Phytopure 

Genomic DNA Extraction Kit (GE Healthcare), siguiendo las indicaciones del proveedor, a 

partir de una concentración de 40 millones de células. 
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3.2.3 Clonación de tres diferentes fragmentos del promotor más su 5'UTR del 

CrGPDH3 y el gen reportero uidA. 

3.2.3.1 Diseño de oligonucleótidos específicos. 

Se real izó el diseño de oligonucleótidos para la amplificación de tres diferentes 

fragmentos de la región del promotor y 5'UTR del CrGPDH3, así como del gen reportero 

uidA que codifica para la enzima ~-glucuronidasa (tabla 3.1 ), estos aligas tenían una 

longitud entre 31 y 37 bases debido a que se le añadieron sitios de restricción compatibles 

con el vector de transformación pSP124S que se utilizaría posteriormente. La Tm osciló 

entre los 72oC a 91 oc , con una composición de las bases de 50a 61 % (G+C) . 

Así mismo se utilizó el programa PRIMER SELECT del paquete bioinformático 

LASERGENE V. 7.2 para seleccionar aquellos ol igonucleótidos que no presentaran 

formación de estructuras secundarias. Los oligonucleótidos se mandaron a sintetizar a la 

compañía SIGMA-ALDRICH QUIMICA, S.A. de C.V. 

Tabla 3. 1 Oligonucleótidos específicos para la amplificación de tres diferentes longitudes de la 
región del promotor y 5'UTR del CrGPDH3, así como del gen reportero uidA que codifica para !3-
glucuronidasa. 

Tm 

Nombre Secuencia 
(OC) 

GusplusAnyFw 5'- 74.7 

ACTGGATCCGCAACAATGGTAGATCTGAGGGTAAAT 

TTC-3' 

GusplusAnyRv 5'- 91 .8 

TGCGCGGCCGCTCACACGTGATGGTGATGGTGATG 

-3' 

PromGPDH3Fw 5'-AA TGAA TTCGCAAGTCTI AAGCATCCAGTGC-3' 74.2 

PromGPDH3Rv 5'-TGGGGATCCGAAGATGGCGCTGGGCACAAAC-3' 86.3 
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PromGPDH3(120 5'-ATAGAA TTCCTTCCGCCTGAGACGTGAACTC-3' 74.5 

O)Fw 

PromGPDH3(678 5'-AGCGAA TTCGTCTIGCGGGCGTCCATACTAC-3' 79.4 

)Fw 

La clonación de tres diferentes fragmentos de la región 5' que posiblemente correspondan 

al promotor del gen CrGPDH3 incluyendo al 5'UTR se realizó de la siguiente forma: 

A) PromGPDH3Fw y PromGPDH3Rv amplifican una región de 1979 pb que incluye: 

1694 pb correspondientes la reg ión putativa del promotor más 285 pb 

correspondientes a la reg ión 5'UTR. Esta región fue llamada promA. 

8) PromGPDH3(1200)Fw y PromGPDH3Rv amplifican una región de 1466 bp que 

incluye: 1181 de la región putativa del promotor más 285 pb del 5'UTR. Esta 

reg ión fue llamada promB. 

C) PromGPDH3(678)Fw y PromGPDH3Rv amplifican una región de 938 bp que 

corresponden a: 653 pb de la región putativa del promotor+ 285 pb. Esta región 

fue llamada promC. 

Cabe mencionar que la longitud de los fragmentos que fueron amplificados del promotor 

del CrGPDH3 fueron diseñados de manera arbitraria, teniendo en cuenta de que la 

diferencia entre cada fragmento fuese equitativo (aproximadamente 500 pb). La reg ión 

PromA que es el fragmento de mayor tamaño fue diseñado con la longitud ya antes 

mencionada debido a que se observó en la literatura que aproximadamente 2000 pb es 

suficiente para caracterizar a un promotor de interés y de esta manera se evita no clonar 

algún elemento en cis crucial para la dirigir la expresión de algún gen. 

En la figura 3.1 se muestra la forma representativa de la clonación de los fragmentos 

promA, promB y promC. 
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+1 

285pb 

Figura 3. 1 Representación de los fragmentos que fueron clonados del promotor y S'UTR de 
CrGPDH3. 

Las regiones PromA, PromB y PromC fueron amplificadas a partir de ADN genómico de 

C. reinhardtii. La secuencia que se utilizó para realizar el diseño de los oligonucleótidos 

para amplificar las regiones antes mencionadas fue tomada de la secuencia completa del 

genoma nuclear de C. reinhardtii, disponible en la base de datos de Phytozome 

(www.phytozome.net/chlamy.php) del Instituto Conjunto del Genoma (JGI , por sus siglas 

en inglés) versión 7.0, con el número de accesión para el CrGPDH3 Cre01 .g053150.t1.1 . 

Por otro lado, se clonó el marco de lectura abierto del gen GUSPius (uidA) usando la 

combinación de oligos GusplusAnyFw y GusplusAnyRv que amplifican 2053 pb, a partir 

del plásmido pCambia 1305.1 (disponible en el laboratorio) donde se encontraba clonado. 
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3.2.3.2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

La reacción de PCR se realizó usando dos tipos de enzima polimerasa, la Taq-polimerasa 

(lnvitrogen) y la Expand Long Templete PCR System (Roche). 

Las reacciones con la Taq-polimerasa estuvieron constituidas en un volumen final de 50 

IJL, conteniendo 500 ng de ADN genómico, 1 IJL de cada oligonucleótido (1 01-JM) , 1 IJL de 

dNTPs (0.2 IJM) , 1.5 IJL de MgCI2 (1.5 IJM), 1 U de enzimaTaq-polimerasa y se le adicionó 

a la mezcla de reacción 10 IJL de 5X CES, el cual contiene: 6.7 mM de DTT, 6.7% de 

DMSO, 55 ¡.Jg/mL de BSA y 2.7 M de betaína (Bachmann et al. 2009) . 

Para el programa de PCR fue necesario realizar ensayos preliminares evaluando 

diferentes temperaturas de alineamiento, tiempos de desnaturalización y alineamiento, así 

como el número de ciclos. 

Las reacciones con la Expand Long Templete PCR System estuvieron constituidas en un 

volumen final de 50 IJL, conteniendo 500 ng de ADN plasmídico, 1 IJL de cada 

oligonucleótido (1 01-JM) , 1 IJL de dNTPs (0.2 IJM) , 1.5 IJL de amortiguador 3 (1.5 1-JM), 1 U 

de enzima Expand Long Templete PCR System. 

El programa que se utilizó fue el siguiente: un ciclo de desnaturalización de 95° C por 3 

min , 39 ciclos de 95° e por 30 seg , 55° e por 30 seg , 68° e por 1 min , y un ciclo final de 

68° e por 1 o min . 

La integridad de los productos de PCR se visualizó mediante electroforesis en un gel de 

agarosa como se describe en materiales y métodos del capítulo 2 de esta tesis. 

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

La purificación del producto de PCR se realizó por medio del protocolo de uno de los 

estuches comerciales siguientes: para purificar en gel de agarosa se utilizó "QIAquick Gel 

Extraction" (QIAGEN, C.A) y para purificar en líquido se uitlizó "Purification Kit High Pure 

PCR Product" (ROCHE), siguiendo las indicaciones del proveedor. 

Los productos purificados se ligaron al vector de clonación pGEM-T- Easy utilizando el 

estuche comercial pGEM-T- Easy Vector Systems (PROMEGA) . 
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La reacciones de ligación se llevaron a cabo en un volumen final de 1 O iJL, conteniendo 5 

iJL del fragmento purificado, 1 iJL de plásmido, 1 iJL de amortiguador 10X de T4 ligasa y 

1 O U de T4 ADN Ligasa (New England Biolabs) . Posteriormente la reacción de ligación se 

usó para transformar la cepa de E. colí DH1 OB mediante choque térmico como se indica 

en el anexo 4. La extracción y purificación del ADN plasmídico se llevó a cabo mediante el 

protocolo comercial "High Pure Plasmid Purification Kit" (ROCHE) de acuerdo a las 

especificaciones del proveedor. 

Posteriormente, para verificar la presencia de los insertos purificados se realizó una 

digestión con la enzima de restricción EcoRI , cuyos sitios de corte flanquean al inserto. La 

reacción de digestión se llevó a cabo en un volumen final de 20 iJL con los siguientes 

componentes: 2 iJL del plásmido, 2.0 iJL de buffer EcoRI 1 OX, 5 U de la enzima EcoRI y 

15.5 iJL de agua ultrapura. El resultado de la digestión se visualizó mediante electroforesis 

en un gel de agarosa como se describe en materiales y métodos del capítulo 2 de esta 

tesis. 

3.2.3.4 Secuenciación de los productos de PCR. 

Una vez que se comprobó que los plásmidos obtenidos contenían el amplicón deseado, 

se tomó una alícuota de cada muestra con una concentración final de 50 ng en 2.5 iJL y 

0.5 iJL del oligonucleótido para secuenciar (2 picomolar) y fueron enviados a la 

Universidad de Clemson , en Carolina del Sur E.U. para su secuenciación. 

Los cromatogramas resultantes de cada secuencia de estudio fueron ensambladas con el 

programa bioinformático Seqman (DNASTAR lasergene v.7.2) , y se compararon con las 

secuencias tomadas del Phytozome y GenBank mencionadas anteriormente para 

comprobar su integridad. 

3.2.4 Elaboración de la construcciones génicas CrGPDHGus A, CrGPDHGus B, 

CrGPDHGus C. 

La elaboración de las construcciones génicas CrGPDHGus A, B y C, consistieron en 

clonar la región del promotor y el 5'UTR del CrGPDH3 correspondiente (promA, promB ó 

promC), el gen reportero uidA y el 3'UTR del RBCS2 en el vector pSP124S mediante una 
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serie de pasos que consistieron en digestiones por medio de enzimas de restricción y 

ligaciones, como se describe a continuación. 

3.2.4.1 Construcción génica CrGPDHGus A. 

A) Subclonación del gen reportero uidA al plásmido pSP124S (pA 1 ). 

El vector que se utilizó fue el pSP124S que se obtuvo del centro de Chlamydomonas 

(http ://www.chlamy.org/) . Este plásmido se basa en el vector pBiuescript SK donde en su 

región policlonal (entre los sitios de restricción Xhol y Hindlll) tiene integrado al gen ble 

que confiere resistencia al antibiótico de Zeocina y fleomicina con un tamaño de 1.2 Kb, 

teniendo un tamaño total del plásmido de 4132 pb. 

plasmid pSP124S 

(·173) ATG 

1 
swa1 

XhOI 
HiMIII 

EcoRV 
EcoRI 

Ban"'-11 
Xbal 

Notl 
S~l 

TAA 

Hindlll 
Pacl 

Xhol 
Kpnl 

Figura 3. 2 Esquema del vector pSP124S con sus diferentes características así como la región 
policlonal del pBiuescript SK. 

El gen reportero uidA se encontraba clonado en pGEM-T-easy (pG), por lo que para su 

subclonación en pSP124S se realizó una doble digestión con las enzimas de restricción 

BamHI y Notl , en una reacción de digestión que se llevó a cabo en un volumen final de 20 

1-JL con los siguientes componentes: 1.5 1-1g del plásmido, 2 1-JL de amortiguador 3 de 

BamHI a 10X, 10 U de la enzima BamHI (20 U/1-JL) , 10 Ude la enzima Notl , 0.2 1-JL de 
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1 OOX BSA y 14.8 ¡...~L de agua ultrapura. En paralelo se realizó la misma reacción de 

digestión con las enzimas de restricción antes mencionadas al plásmido 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 realizó una 

electroforesis en un gel de agarosa al 1.2% con las dos reacciones de digestión con el fin 

de visualizar las bandas esperadas. Las bandas se escindieron del gel con ayuda de un 

escalpelo, inmediatamente se transfirió cada una a un tubo de microcentrifuga y se 

purificaron con el estuche comercial "QIAquick 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 así poder calcular la tasa de reacción de 

ligación entre el plásmido pS124S y el gen reportero uidA. Esta reacción se efectuó con 4 

¡...~L del plásmido pS124S linearizado, 4 ¡...~L del uidA , 10X de amortiguador de T4 DNA 

Ligasa y 3U de T4 DNA ligasa (NEB), en un volumen final de 10 ¡...~L respectivamente. La 

mezcla de ligación se incubó por 16 horas a 4°C. 

Posteriormente, con la reacción de la ligación se realizó una transformación de células 

competentes de E. coli para obtener al plásmido que resultaría de esta ligación el cual se 

denominó pA 1, para luego extraerlo y purificarlo de acuerdo al protocolo de extracción de 

ADN plasmídico como se indica en el anexo 5. 

Para verificar que el gen reportero uidA había sido integrado dentro del plásmido 

pSP124S se realizó una doble digestión al pA1 con las enzimas de restricción BamHI y 

Notl de acuerdo como se mencionó al principio de esta sección . Los fragmentos que se 

esperaban eran: 2053 pb pertenecientes al u idA y 4132 pb pertenecientes al plásmido 

pS124S. Las reacciones de digestión fueron visualizadas en un gel de agarosa al 1.2%. El 

esquema representativo de la estrategia de subclonación del gen reportero uidA al 

plásmido pSP124S se muestra en la figura 3.3. 
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111 
BamH/ No U -.¡, .¡, 

4132pb 1-+ pSP124S 

pSP124S 
-4Kb 

Digestión BamH//Not/ 

Figura 3. 3 Esquema de la estrategia que se utilizó para subclonar al gen reportero uidA en el 
vector pSP124S. 

B) Subclonación del 3'UTR del RBCS2 en el pA 1. 

La región 3' no traducible correspondiente al gen RBCS2 (el cual codifica para la 

subunidad pequeña de ribulosa-1 ,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa en C. reinhardti1) se 

encontraba disponible en el laboratorio clonado en el vector pSP124S con un tamaño de 

485 pb. 

Se llevó a cabo una digestión con las enzimas de restricción Sacl y Notl , tanto para el 

pA1 obtenido en el apartado anterior como para el plásmido que contenía al 3' UTR del 

RBCS2. La primera digestión se efectuó con 1.5 ¡.Jg de cada plásmido correspondiente , 2 

¡.JL de amortiguador de Sacl 1 OX, 1 OU de la enzima Sacl (20 U/¡.JL) , 0.1 ¡.JL de 1 OOX BSA, 

en un volumen final de 1 O ¡.JL. La reacción se incubó por dos horas a 37°C. 

Posteriormente se purificó la reacción de digestión con el estuche comercial "High Pure 

PCR Product Purification Kit" (ROCHE) siguiendo las especificaciones del proveedor y se 

obtuvieron 30 ¡.JL de elución. Se procedió con la segunda digestión para lo cual se usaron 

10U de la enzima Notl , 3 ¡.JL de amortiguador 3 de Notl 10X, 0.3 ¡.JL de 100X BSA y 30 ¡.JL 

de elución en un volumen final de 35 ¡.Jl. La reacción se incubó por dos horas a 37°C. 

Finalmente las reacciones de digestión fueron visualizadas en un gel de agarosa al 1.2%. 

La banda linear del pA 1, así como el 3'UTR del RBCS2, fueron aisladas y purificadas del 

gel como se mencionó anteriormente. Los productos purificados y visualizados en un gel 

de electroforesis al 1.2% para poder calcular la tasa de ligación. La ligación se efectuó 

usando 4 ¡.JL del pA 1 linearizado, 4 ¡.JL del 3'UTR del RBCS2, 1 OX de buffer de T 4 DNA 
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Ligasa y 3 U de T4 DNA ligasa (NEB), en un volumen final de 1 O IJL respectivamente. La 

mezcla de ligación se incubó por 16 horas a 4°C. Como resultado se obtuvo al plásmido 

pA2 el cual fue transformado en E. coli y purificado como se mencionó anteriormente. 

Para comprobar la integración del 3'UTR del RBCS2 dentro del plásmido pA 1, se realizó 

una doble digestión con las enzimas Sacii!Notl de igual manera como se describió al 

principio de esta sección. Los fragmentos esperados fueron : 485 pb pertenecientes al 

3'UTR del RBCS2 y 6132 pb pertenecientes al resto del plásmido. Las reacciones de 

digestión fueron visualizadas mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 1.2%. El 

esquema representativo de cómo se llevó a cabo la subclonación del 3'UTR del RBCS2 

en el pA1 se muestra en la figura 3.4. A este plásmido se le denominó pA2. 

.. Notl Sacl 

+ + 
Notl 

+ 

D1gest1ón Noti/SamHI 

pSP124S 
-4Kb 

Sacl 

pSP124S 
-4Kb 

Figura 3. 4 Esquema de la estrategia que se utilizó para clonar el 3'UTR del RBCS2 en el pA 1 y 
obtener como resultado el pA2. 

C) Subclonación de promA en el plásmido pA2 (pCrGPDHGus A) . 

La clonación del promA pA2 se realizó por medio de una doble digestión simultánea con 

las enzimas de restricción EcoRI y BamHI. Le reacción de digestión se llevó a cabo con 

1.5 ¡.Jg de cada plásmido correspondiente , 3 IJL de amortiguador 3 de BamHI 1 OX, 1 O U de 

la enzima BamHI (20 U/IJL), 5 U de la enzima EcoRI (1 O U/IJL) 0.3 IJL de1 OOX BSA, en un 

volumen final de 30 1Jl. Las reacciones se incubaron por dos horas a 37°C. Finalmente las 

reacciones de digestión fueron visualizadas en un gel de agarosa al 1.2%. La banda del 

plásmido linear pA2 así como la de promA fueron aisladas y purificadas del gel como se 

mencionó anteriormente. Los productos purificados fueron visualizados en un gel de 
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electroforesis al 1.2% para poder calcular la tasa de ligación. La ligación se efectuó 

usando 4 IJL del pA2 linearizado, 4 IJL de promA, 10X de amortiguador de T4 DNA Ligasa 

y 3 U de T4 DNA ligasa (NEB), en un volumen final de 10 IJL. La mezcla de ligación se 

incubó por 16 horas a 4°C. Como resultado se esperaba al plásmido denominado 

pCrGPDHGus A el cual fue usado para transformar E. coli y purificado como se mencionó 

anteriormente. Para comprobar la integridad del pCrGPDHGus A, se realizó una doble 

digestión con las enzimas EcoRI/BamHI de igual manera como se describió al principio de 

esta sección . Los fragmentos esperados fueron: 1979 pb pertenecientes a promA y 6670 

pb pertenecientes al resto del plásmido. Las reacciones de digestión fueron visualizadas 

en una electroforesis en un gel de agarosa al 1.2%. El esquema de esta subclonación se 

muestra en la figura 3.5. 

E-.1 

pGIO~T-Eosy 

L.__ 3Kb 

llamHI EcoRI BomHI 

D•gc .... tlon t.coRl tB.unHI 
- - -

pSP124S 
4Kb 

ConslruccJon gentCll CrGPDIIGus A 

pSP124S 
4Kb 

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

3.2.4.2 Construcciones génicas CrGPDHGusB y CrGPDHGusC. 

Para obtener las construcciones CrGPDHGus B CrGPDHGus C se subclonaron por 

separado promB y promC en el pA2 previamente obtenido en la sección 3.2.5.4. Las 

subclonaciones se realizaron por medio de una doble digestión simultánea que se realizó 

al pB (plásmido donde se encontraba clonado promB con 1466 pb en pGEM-T-Easy) , pC 

(plásmido donde se encontraba clonado promA con 938 pb en p-GEM-T -Easy) y el pA2 

con las enzimas de restricción EcoRI y BamHI , siguiendo los mismos pasos de la sección 

3.2.5.5. La estrategia que se siguió para las subclonaciones se muestra en la figura 3.6. A 

las construcciones génicas obtenidas se les denominó pCrGPDHGus B y pCrGPDHGus C 

respectivamente. 
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Figura 3. 6 Esquema de la obtención de los plásmidos denominados pCrGPDHGus B y 
pCrGPDHGUS C. 

3.2.5 Transformación de C. reinhardtii por biobalística. 

Para la transformación de C. reinhardtii por biobalística se partió de una colonia de esta 

microalga que fue inoculada en 50 ml de medio TAPen un matraz de 250 ml. Al final de 

la fase exponencial , 40 millones de células fueron plaquedas en cajas Petri con 30 ml de 

medio TAP semisólido. Se utilizó una solución con partículas de oro de 0.6 ¡Jm de 

diámetro, 2 IJ9 del plásmido correspondiente (plásmido experimental ó pSP124S como 
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control) de acuerdo al protocolo del anexo 1 O. 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 ¡.¡1 de 

medio TAP líquido, recuperando la mayor cantidad de células posibles para 

posteriormente ser plaqueadas con asa de siembra esparciendo todas la células, en cajas 

con medio TAP semisólido más el antibiótico de selección Zeocina (5mg/L). Las cajas se 

dejaron en el cuarto de cultivo a condiciones de fotoperiodo (16 horas luz/8 oscuridad) luz 

continua para esperar a que emergieran colonias de células de C. reinhardtii posiblemente 

transformadas. 

3.2.6 Extracción de ADN genómico {ADNg). 

El ADN genómico fue extraído por medio del protocolo de !Ilustra Nucleon Phytopure 

Genomic DNA Extraction Kit (GE Healthcare, lnvitrogen) , como se describe en el anexo 2. 

3.2.7 Análisis de las colonias putativamente transformadas mediante PCR. 

Como primer escrutinio a las colonias putativamente transformadas se les realizó una 

PCR para amplificar una región del gen ble que confiere resistencia a zeocina con un 

tamaño de 456 pb. 

Las clonas a las cuales se les detectó la presencia del gen ble pasaron a un segundo 

análisis por PCR para detectar si contenían al gen reportero uidA amplificando una región 

de 159 pb. 

Para ambos casos la reacción en cadena de la polimerasa se llevó a cabo de la siguiente 

manera: 1 OX de amortiguador de PCR, 1.5 U de la enzima Taq polimerasa, 0.6 IJM de 

cada oligonucleótido, 50 mM de MgCI2, 200¡.¡M de dNTP's (Roche) y 100 ng de ADN 

genómico (ADN molde), agua ultrapura (lnvitrogen) en un volumen final de 50 ¡.¡L. Se 

utilizó el siguiente programa: un ciclo de desnaturalización de 95°C por 3min , 35 ciclos 

de 95°C por 30 seg , 55°C por 30 seg , y un ciclo final de 72°C por 1 min. 
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3.2.8 Evaluación de la expresión del gen reportero uidA bajo el control de promA 

en clonas individuales de C. reinhardtii. 

3.2.8.1 Tratamientos de NaCI. 

Para evaluar la inducibilidad del promotor recombinante del CrGPDH3, las clonas 

transformadas con pCrGPDHGus A fueron sometidas a estrés osmótico por NaCI. Las 

clonas fueron cultivadas hasta el final de su fase exponencial de crecimiento tal y como se 

indica en apartado 3.2.5 de este capítulo. Se colocó un duplicado por cada colon ia 

cultivada los cuales fueron utilizados como control. Para la muestra con tratamiento de 

NaCI se adicionaron 150 IJL de una solución 5 M de NaCI para obtener una concentración 

final de 50 mM de NaCI. Los cultivos permanecieron en esta condición de estrés por 2 h. 

A la muestra control se le ad icionaron 150 ¡JL de agua filtrada estéril. Los cultivos fueron 

colectados por centrifugación y fueron almacenados a -80°C. A los cultivos colectados les 

fue extraído el ARN total con el protocolo con el reactivo Trizol previamente establecido 

en el capítulo 2 en la sección 2.2.2 .1 de este trabajo de tesis. La integridad del ARN se 

observó en un gel de agarosa al 1.2%. 

Con el ARN total extraído de las muestras el siguiente paso fue realizar la síntesis la 

extracción de ADNc de acuerdo a como se indicó en el apartado 2.2.2.3 del capítulo 2 de 

este trabajo. 

3.2.8.2 RT-PCR. 

Se realizó una RT-PCR para evaluar la expresión del gen reportero uidA bajo el control 

del promA de CrGPDH3. Para la reacción se utilizaron los oligonucleótidos: 5' -

ACGTGGAGATTCCGAATGTC-3' (sentido, 20 pb, Tm=63.9. oC) y 5'

TGTTGATGAGGAACTTGCCG-3' (antisentido, 20 pb, Tm=66.2 oC) los cuales generan un 

amplicón tanto en ADN genómico como en ADNc de 159 pb. 

Como control se realizó una RT-PCR para amplificar al gen nativo CrGPDH3 para verificar 

que el experimento del tratamiento por NaCI real izado a las muestras recombinantes 

estuviera funcionando y descartar errores en los resultados a causa manipulación. Se 

utilizaron los oligonucleótidos: 5' - ATCGGCTCTGGCGAGCAGCAC-3' (sentido, 23 pb, 
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Tm=80.6°C) y 5'-ACTGCTCCTGCTCATCGGTGAC-3' (antisentido, 22 pb, Tm=70.1 oC) 

los cuales generan un amplicón de 280 pb tanto en ADNg como en ADNc 

Las reacción en cadena de la polimerasa se llevó a cabo utilizando 5 iJL del ADNc 

previamente sintetizado, el resto de la mezcla de reacción incluyó 1 iJL de cada 

oligonucleótido 1 OmM (sentido y antisentido) (0.21JM), 1 iJL de dNTP's 1 OmM (0.2mM), 1 

U de Taq polimerasa , 1.5 IJL de MgCb 50mM (1.5 mM), 5 iJL de amortiguador de reacción 

1 OX (1 X) y agua ultrapura en un volumen final de 50 ¡JL. El programa que se utilizó fue de 

un ciclo a 95°C por 3 min , 40 ciclos a 95°C por 30 S , 55°C por 30 S y 72°C por 30 S y un 

ciclo de 72°C por 1 O min. Como control negativo se emplearon los mismos 

oligonucleótidos con H20 ultrapura. Los resultados fueron observados mediante 

electroforesis enun gel de agarosa al 1.2%. 

3.2.8.3 Evaluación de la expresión del gen reportero uidA bajo el control de promA, 

promB ó promC mediante una estrategia de "pool" de clonas transgénicas. 

Se realizó la transformación por biobalística como se indicó en el apartado 3.2.5 de este 

capítulo con la diferencia realizada de que se utilizarán por separado cada uno de los tres 

plásmidos pCrGPDHGus A, B y C, por lo que al final del evento se obtuvieron cinco cajas 

de Petri por cada uno de éstos plásmidos, cinco cajas correspondientes al pSP124S, tres 

cajas como control positivo de cultivo de la línea de C. reinhardtii silvestre y tres más que 

fueron utilizadas como control del antibiótico (zeocina). La estrategia para llevar a cabo 

este experimento se representa en la figura 3.7. 
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Construcciones 
génicas 

pSP124S 

• 
Transformación 
por biobalística 

• Control de 
pCrGPDHGusA pCrGPDHGus B pCrGPDHGus C pSP124S Control del medio antibiótico 

Sx Sx Sx 5x 3x 3x 

Figura 3. 7 Esquema de transformación por biobalística a C. reinhardtii con las construcciones 

génicas pCrGPDHGus A, 8 ó C. El pSP124S fue utilizado como control negativo (plásmido vacío) . 

La expresión del uidA en las colonias putativamente transformadas fue analizada 

mediante RT-PCR a un "pool" de 9 colonias de C. reinhardtii transformadas con uno de 

los tres plámidos evaluados. 
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Figura 3. 8 Estrategia experimental del "pool recombinante" para analizar la expresión del gen 

reportero uidA. 

Como se indica en la figura 3.8 se recuperaron 9 colonias putativamente transformadas 

por cada construcción génica, las cuales fueron cultivadas por separado en tubos de 

ensaye durante 7 días en 3 ml de medio TAP y posteriormente 2ml de cada tubo fue 

depositado en un matraz de 250 ml para obtener un volumen total de 18 ml los cuales 

fueron mezclados gentilmente. Posteriormente el cultivo del "pool" recombinante fue 
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divido en dos matraces de 50 mL obteniendo un volumen final de 9 mi para cada uno. Un 

matraz recibió un tratamiento de 100 mM de NaCI por dos horas mientras que al otro 

matraz se le añadió agua destilada filtrada y fue utilizado como control. 

Los cultivos fueron colectados por centrifugación y fueron almacenados a -80°C. Se 

extrajo el ARN total de las muestras con el protocolo del reactivo Trizol previamente 

descrito en el capítulo 2 (sección 2.2.2.1) de este trabajo de tesis. La integridad del ARN 

se verificó mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.2%. Se realizó la síntesis de 

ADNc de acuerdo a como se indicó en el apartado 2.2.2.3 del capítulo 2 de este trabajo 

de tesis. Posteriormente se realizó una RT-PCR para amplificar al gen reportero uidA y al 

gen nativo CrGPDH3 tal y como se indicó en el apartado 3.2.8.2 de este capítulo . 

3.3 Resultados. 

3.3.1 Cultivo y Extracción de ADN genómico de C. reinhardtii. 

La figura 3.9 muestra ejemplos del cultivo en estado semisólido y líquido al final de la 

fase exponencial de C. reinhardtii. En la figura 3.1 O se presenta la electroforesis en gel de 

agarosa al 1.2% de las muestras de ADN genómico extraídas de esta microalga. 

A) 

Figura 3. 9 Cultivo de C. reinhardtii. A) Cultivo en medio semisólido, B) Cultivo en medio líquido al 
final de su fase exponencial. 
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M ADNgl ADNg2 

Figura 3. 1 O Electroforesis de la extracción de ADN genómico de C. reinhadtii. ADNg 1 y ADNg2 
corresponden a dos muestras diferentes de esta extracción y M corresponde al marcador de peso 
molecular de 1 Kb . 

3.3.2 Clonación de tres diferentes fragmentos del promotor más la región 5'UTR 

del CrGPDH3 (promA, promB y prom C). 

Como se muestra en la figura 3.11 , se realizó la amplificación de la región promA del 

CrGPDH3. Se recordará que esta es una región de 1979 pb que incluye 1694 pb 

correspondientes la región putativa del promotor de CrGPDH3 más 285 pb 

correspondientes a su región 5'UTR. Por medio de electroforesis se verificó el tamaño del 

amplicón de 1,979 pb (carril 1 ). Como control positivo se utilizó la misma muestra de 

ADNg y los oligos específicos para amplificar el gen de la actina con un tamaño 

correspondiente a 409 pb (carril 2) . Como control negativo se preparó una mezcla de 

reacción con todos los elementos de la muestra experimental ( oligos para amplificar al 

promotor y 5'UTR del CrGPDH3) , pero con H20 ultrapura en lugar del ADN molde (carril 

3) . 
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M 2 3 

Figura 3. 11 Electroforesis de la amplificación del promotor y 5'UTR del CrGPDH3 de C. reinhardtii. 
1 = amplicón esperado de 1979 pb , 2=control positivo , 3= control negativo. M= marcador de peso 
molecular de 1 Kb. 

El producto de PCR obtenido, se purificó del gel y se realizó una electroforesis en gel de 

agarosa al 1.2% para observar su integridad (se usaron 5 ¡..¡L de producto purificado) y 

este resultado se puede observar en la figura 3.12. 

M Inserto 

Figura 3. 12 Electroforesis del producto de PCR purificado del promotor y 5'UTR del CrGPDH3 de 
C. reinhardtii con un tamaño esperado de 1979 pb. M corresponde al marcador de peso molecular 
de 1 Kb. 
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Se clonó 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 digestión con la enzima 

EcoRI (NEB) de los plásmidos purificados, observándose las bandas esperadas de 3 Kb 

correspondiente al plásmido pGEM-T- Easy linealizado y una de 2 Kb que corresponde al 

promA. Como se puede apreciar en la figura, de las cuatro muestras digeridas dos 

presentaron el inserto de interés. Estas muestras fueron secuenciadas y en la figura 3.13 

se señalan con un asterisco (*) las muestras que fueron seleccionadas para este proceso. 

1* 2 3 4* M 

3 
2 

Figura 3. 13 Electroforesis del análisis de restricción para el promA de CrGPDH3 en pGEM-T Easy 
con la enzima EcoRI. 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 

bioinformático Lasergene V 2.0, mediante el cual se obtuvo el alineamiento de la 

secuencia de nucleótidos y se comparó con la secuencia reportada de la base de datos 

del Phytozome. En el alineamiento obtenido se observó que esta secuencia fue igual a la 

predicha. El alineamiento se muestra en el anexo 6. 

A partir del plásmido recombinante con la secuencia íntegra de 1979 pb del promA, se 

amplificaron por PCR dos fragmentos de menor longitud: una región de 1466 bp que 

incluye 1181 de la región putativa del promotor y 285 pb del 5'UTR (promB) y otra región 
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de 938 que corresponde a 653 pb de la región putativa del promotor y 285 pb del 5'UTR 

(promC). Los amplicones correspondientes a promB y promC se presentan en la figura 

3.14. 

1.5 
1.2 

1 

0.5 

Figura 3. 14 Electroforesis de la amplificación de las longitudes más cortas del promotor del 
CrGPDH3 y 5'UTR. A=región promA. B= región promC. CA- y CB- controles negativos. 

Una vez que se amplificaron las regiones promB y promC se clonaron cada uno en el 

vector pGEM-T- Easy. En la Figura 3.15, se muestra el resultado de la digestión con la 

enzima EcoR/ (NEB) de los plásmidos purificados: 

Para el caso del ppromB: un fragmento correspondiente al vector pGEM-T-Easy 

con un tamaño de 3 Kb y un fragmento de 1466 pb perteneciente a promB. 

Para el caso del ppromC: un fragmento correspondiente al vector pGEM-T-Easy 

con un tamaño de 3 Kb y un fragmento de 938 pb perteneciente a promC. 

Los plásmidos fueron secuenciados. La figura 3.15 se señalan con un asterisco (*) las 

muestras que fueron seleccionadas para este proceso. 
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ppromC 

3* 1* 2* 3* 

Figura 3. 15 Electroforesis del análisis de restricción para los plásmidos recombinantes con la 
enzima de restricción EcoR/. Las clonas correspondientes al ppromB presentaron el inserto de 3Kb 
de pGEM-T -Easy y de 1466 pb de la región del promotor CrGPDH3. Las clonas pertenecientes al 
ppromC presentaron el inserto de 3Kb de pGEM-T-Easy y de 938 pb de la región promotora más 
corta del CrGPDH3. M= marcador de peso molecular de 2 Log (New England Biolabs). 

Los cromatogramas resultantes fueron analizados con el programa SeqMan del paquete 

bioinformático Lasergene V 7.2 mediante el cual se obtuvo el alineamiento de la 

secuencia de nucleótidos y se comparó con la secuencia reportada por el Phytozome. 

Las secuencias promB y promC íntegras pueden ser consultadas en los anexos 7 y 8 

respectivamente. 

3.3.3 Clonación del gen reportero GUSPius. 

El marco de lectura abierto del gen reportero uidA (GUSPius) se amplificó mediante PCR 

y se visualizó el amplicón esperado de 2053 pb (figura 3.16) . Como control positivo se 

utilizó ADNg de C. reinhardtii como molde y los oligonucleótidos específicos para 

amplificar un fragmento del gen de la actina (CrActina) obteniéndose el amplicón 

esperado de 409 pb. Como control negativo se preparó una mezcla de reacción con todos 

los elementos de la muestra experimental (oligonucleótidos) para amplificar al GUSPius), 

pero con H20 ultrapura en lugar del ADN molde. 
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M 2 3 

Figura 3. 16 Electroforesis de la amplificación del gen reportero uidA. En el carril 1 se muestra el 
amplicón esperado del GUSPius con 2053 pb. 2= control positivo del gen de actina de C. 
reinhardtii. 3= H20 ultrapura como control negativo. M= marcador de peso molecular 1 Kb. 

El amplicón de uidA obtenido se purificó del gel y se realizó una electroforesis en gel de 

agarosa al 1.2% para observar su integridad (5 1-JL de producto purificado) y este resultado 

se puede observar en la figura 3.17. 

M Inserto 

Figura 3. 17 Electroforesis del producto de PCR purificado del marco de lectura abierto del gen 
reportero uidA con un tamaño esperado de 2053 pb. M= corresponde al marcador de peso 
molecular de 1 Kb. 
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El amplicón de uidA purificado se clonó en el vector p-GEM-T-Easy. De las clonas 

obtenidas se analizaron seis. En la Figura 3.18, se muestra el resultado de la digestión 

con la enzima EcoRI (NEB) donde todas la clonas analizadas presentaron el tamaño 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. 

2 3 4 s· s· M 

Figura 3. 18 Electroforesis del análisis de restricción con la enzima EcoR/ para los plásmidos 
recombinantes con el gen reportero u idA con un tamaño de 2053 pb y el vector pGEM-T -Easy con 
3Kb. M=marcador de peso molecular de 1 Kb. 

La secuencia de las dos clonas que fueron analizadas resultaron íntegras de acuerdo con 

la secuencia reportada en la base de datos del GenBank y se decidió tomar la clona 5 

para continuar con la elaboración de las construcciones. El alineamiento de la secuencia 

íntegra del gen reportero puede ser consultada en el anexo 9. 
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3.3.4 Elaboración del plásmido de transformación pCrGPDHGus A. 

3.3.4.1 Subclonación del gen reportero uidA para generar el pA1. 

Para subclonar al gen reportero uidA en el vector de transformación pSP124S se realizó 

una doble digestión simultánea con las enzimas de restricción BamHI y Notl a pG y a 

pSP124S. Las reacciones de digestión de ambos plásmidos fueron purificadas de un gel 

de agarosa (figura 3.19). 

A B 

M Inserto Vector M 

4 

2 

Figura 3. 19 Electroforesis de las muestras digeridas y purificadas. M=marcador de peso molecular 
de 1Kb. A) Inserto= gen reportero uidA con un tamaño de 2053 pb. B) Vector= pSP124S 
linearizado con un tamaño de 4132 pb. 

A los productos purificados (figura 3.19) se realizó una reacción de ligación y se 

transformó a E. coli. De las colonias resultantes cinco fueron analizadas. 

Mediante un análisis de restricción con las enzimas BamHI/Notl (NEB) se identificó que 

las clonas 2, 4 y 5 resultaron positivas (figura 3.20) puesto que presentaron los insertos 

esperados de 2053 pb para el gen reportero uidA y 4132 pb pertenecientes al vector 

pSP124S. A este plásmido se le denominó pA 1. 
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M 1 2 3 4 5 

Figura 3. 20 Electroforesis del análisis de restricción con las enzimas BamHI y Notl a los 
plásmidos recombinantes pA1 . Las clonas 2, 4 y 5 corresponden al peso esperado de 2053 pb 
para el gen reportero u idA y 4132 pb perteneciente al vector pSP 1248. 

3.3.4.2 Subclonación del J'UTR del RBCS2 para generar el pA2. 

El 3'UTR del RBCS2 se encontraba clonado en el pS124S. Este fue escindido y 

purificado en gel de agarosa por medio de la digestión con las enzimas de restricción Sacl 

y Notl. Este mismo procedimiennto se usó para linearizar el pA1 (figura 3.21) . 

A B 

M V M 

pb 

1000-

500 -

Figura 3. 21 Electroforesis del 3'UTR del RBCS2 y el pA1 linearizado. A) 1= 3'UTR del RBCS2 (485 
pb) , M= marcador de peso molecular de 1 Kb. B) V= pA1 linearizado (6185 pb,) M=marcador de 
peso molecular 2 log. 
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El amplicón del 3'UTR se clonó en el pA 1 y de las colonias obtenidas de bacterias de E. 

coli se analizó una clona, mediante la digestión con las enzimas Notl y Sacl (NEB) (figura 

3.22). La clona analizada, resultó positiva puesto que presentó los fragmentos esperados 

de 485 pb para el 3'UTR del RBCS2 y 6185 pb pertenecientes al pA 1. A este plásmido se 

le denominó pA2. 

M 1 

Figura 3. 22 Electroforesis del análisis de restricción con las enzimas Notl y Sacl realizado al pA2. 
La clona 1 fue positiva con el peso esperado de 6185 pb correspondiente al pA 1 y 485 pb 
perteneciente al 3'UTR del RBCS2. 

3.3.4.3 Subclonación de promA para generar el pCrGPDHGus A. 

Para la subclonación del promA en pA2 se realizó una doble digestión simultánea con las 

enzimas de restricción EcoRI/BamHI y las bandas de interés fueron purificas como se 

observa en la figura 3.23. 
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M V 

Figura 3. 23 Electroforesis de promA y el pA2 linearizado. M=marcador de peso molecular de 1 Kb . 
V= pA2 de 6670 pb. 1= PromA de 1979 pb. 

Posteriormente promA fue clonada en pA2 y 5 colonias de E. coli fueron analizadas con 

las enzimas EcoRI y 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 plásmido se 

le denominó pCrGPDHGus A. 

M 1 2 3 4 S 

6 

2 

Figura 3. 24 Electroforesis del análisis de restricción con las enzimas EcoRI y BamHI para los 
plásmidos 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. 

78 



Capítulo 111 

3.3.5 Elaboración de los plásmidos de transformación pCrGPDHGus B y 

pCrGPDHGus C. 

Para obtener los plásmidos de transformación pCrGPDHGus B y pCrGPDHGus C, promB 

(1466 pb) y promC (938 pb) fueron clonados cada uno en el pA2. Lo anterior se realizó 

por medio de una digestión simultánea con las enzimas de restricción EcoRI y BamHI 

para cada uno de los plásmidos (pB, pC y pA2) , los cuales fueron purificados en gel de 

agarosa (Figura 3.25). 

Kb 

1.5 -

1 - ·-

A 

M 6 

8 

e A2 Ml 

Figura 3. 25 Electroforesis de promB, promC y pA2 linearizado. A) M=marcador de peso molecular 
2 Log. B= promB con 1466 pb. C=promC con 938 pb. B) A2=pA2 con 6.5 Kb. M1= marcador de 
peso molécular de 1 Kb. 

Subsecuentemente promB y promC fueron clonados por separado en pA2. Se analizó tres 

colonias de bacterias por cada plásmido obtenido. En la figura 3.26 se muestra el 

resultado de la digestión con las enzimas EcoRI y BamHI. Dos clonas resultaron positivas 

para pCrGPDHGus B (carril 2 y 3) presentado los fragmentos de 1466 pb 

correspondientes a promB y 6.5 Kb para el pA2. Por otro lado dos clonas resultaron 

positivas para pCrGHPDGus C (carril 4 y 5) presentado los fragmentos de 938 pb 

correspondientes a promC y 6.5 Kb para el pA2. Finalmente a los plásmidos positivos se 

les denominó pCrGPDHGus By pCrGPDHGus C. 
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pCrGPDHGus B pCrGPDHGus C 

2 3 4 5 6 

Figura 3. 26 Electroforesis del análisis de restricción con las enzimas BamHI y EcoRI para los 
plásmidos recombinantes pCrGPDHGus 8 y pCrGPDHGus C. 2 y 3: muestras que resultaron 
positivas con 6.5Kb correspondientes al pA2 y 1466 pb de prom8 (pCrGPDHGus 8). 4 y 5: 
muestras positivas con 6.5Kb pertenecientes al pA2 y 938 pb de promC (pCrGPDHGus C) . M= 
marcador de peso molecular de 2 Log. 

3.3.6 Expresión del gen reportero uidA bajo el control de promA en clonas 

individuales de C. reinhardtii. 

3.3.6.1 Clonas de C. reinhardtii transformadas con el pCrGPDHGus A. 

En un principo para identificar si el fragmento del promotor del CrGPDH3 promA era 

capaz de dirigir la expresión del gen reportero uidA, las células de C. reinhardtii fueron 

transformadas mediante biobalística con el plásmido CrGPDHGus A 

De las céluas de C. reinhardtii transformadas se obtuvieron cinco cajas de Petri 

bombardeadas con el pCrGPDHGus A, cinco cajas de Petri bombardeadas con el 

pSP124s como controles del plásmido sin la construcción de interés, tres cajas sin 

bombardear como control del crecimiento del cultivo silvestre, y tres cajas sin bombardear 

pero conteniendo el antibiótico Zeocina como control del antibiótico. En la figura 3.27 se 

muestran las cajas bombardeadas y los controles mencionados. 
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Control Antibiótico 
3X 

Figura 3. 27 Muestras representativas de cajas de Petri con los cultivos de C. reinhardtii 
transformados por biobalística . 

Después del bombardeo, se extrajo el ADN genómico a las colonias recuperadas en el 

medio de selección con zeocina (putativamente transformadas) . En la figura 3.28 se 

puede apreciar la integridad del ADN; A 1, A2, A3, A4, A5 corresponden a cinco clonas 

recuperadas del bombardeo con pCrGPDHGusA, VVT corresponde a la cepa silvestre y 

SP a una clona recuperada después del bombardeo con pSP124S sin la construcción de 

interés. 

M A1 A2 WT SP 

3 

0.5 

Figura 3. 28 Electroforesis de la extracción de ADN genómico de cinco colonias potencialmente 
transformadas . A 1 a AS corresponden a las muestras potencialmente transformadas con 
CrGPDHGus A. WT es la cepa silvestre de C. reinhardtii, y el SP corresponde a una clona 
transformada con el pSP124S vacío. M es el marcadador de 2 Log. 
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En la figura 3.29 se puede observar la amplificación del gen ble con un tamaño de 456 pb 

realizado a las clonas putativamente transformadas de C. reinhardtii. Las cinco clonas que 

fueron analizadas (A 1-A5) presentaron al gen ble. Como se esperaba, la clona SP 

presento el amplicón esperado puesto que fue transformada con el pSP124S el cual 

contiene al gen ble que confiere resistencia a zeocina. La cepa silvestre no presentó 

amplificación como se esperaba. Como control positivo se colocó al ADN plasmídico de 

pCrGPDHGus A y como se observa en la figura presenta el amplicón esperado de 406 pb. 

Como control negativo de PCR se usó agua ultrapura. 

M A1 A2 A3 A4 A5 SP WT C+ C-

Figura 3. 29 Electroforesis de la PCR para detectar la presencia del gen ble. Las muestras de la A 1 
a AS muestran el amplicón esperado de 456 pb al igual que la muestra SP. Como se esperaba la 
muestra WT no presentó amplificación. C+= control positivo de ADN plasmídico de las construcción 
CrGPDHGusA y C-= control negativo con agua ultrapura. 

Posteriormente se realizó el análisis por PCR para detectar al gen reportero uidA. Como 

se puede observar en la figura 3.30 las clonas A 1, A2 y A3 contenían al gen u idA mientras 

que las clonas A4 y A5 que no lo contenían fueron descartadas. Como se esperaba, la 

muestra SP el no presentó amplificación puesto que fue transformada con el pSP124S 

vacío, es decir sin la construcción que contiene al uidA. Tampoco se observó amplicón en 

la cepa silvestre (WT) como era de esperarse. Como control positivo se colocó al ADN 
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plasmídico de pCrGPDHGusA y como se observa en la figura se presentó el amplicón de 

159 pb. Como control negativo de la PCR se usó agua ultrapura. 

M A1 A2 A3 A4 AS SP WT C+ C-

Figura 3. 30 Electroforesis de la PCR para detectar la presencia del gen uidA en clonas 
recombinantes de C. reinhardtii. Las muestras de la A 1, A2 y A3 muestran el amplicón esperado de 
159 pb. Como se esperaba el WT no presento amplificación al igual que la muestra SP. C+= 
corresponde al control positivo de ADN plasmídico de las construcción CrGPDHGusA y C-= 
pertenece al control negativo de agua ultrapura. 

3.3.6.2 Expresión del uidA en respuesta a 50 mM de NaCI en clonas de C. reinhardtii 

transformadas con pCrGPDHGus A. 

Las tres clonas transformadas con pCrGPDHGus A (A 1, A2 y A3) fueron sometidas a 

estrés osmótico por 50 mM de NaCI , incluyendo como controles a la cepa sin transformar 

de C. reinhardtii (Wf) y la clona SP transformada con el plásmido pSP124S vacío. Para 

determinar si estos tratamientos con NaCI inducen cambios en la expresión dirigida por 

promA se extrajo el ARN total a la cepa silvestre de C. reinhardtii, las clonas A 1, A2 , A3, y 

la clona SP. En la figura 3.31 se muestra la calidad de la integridad del ARN total de las 

muestras analizadas. 
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Figura 3. 31 Electroforesis del ARN de las clonas recombinantes de C. reinhardtii con tratam iento 
de 50 mM de NaCI por 2 horas. Wt= cepa silvestre de C. reinhardtii, A 1, A2, A3= clonas 
transformadas. SP= clonas transformadas con el plásmido vacío pSP124S. 

Como se presenta en la figura 3.32, la expresión del gen reportero uidA se detectó tanto 

en las muestras tratadas como las no tratadas con 50 mM de NaCI (A 1, A2 , A3) con un 

tamaño de amplicón esperado de 159 pb, por lo que el promotor del CrGPDH3 fue capaz 

de dirigir la expresión del gen reportero uidA. En el caso de la cepa silvestre (WT) y la SP 

no se observó expresión como era de esperarse. En la figura 3.32 se observa también la 

expresión del gen nativo CrGPDH3 únicamente para las muestras tratadas con 50 mM de 

NaCI (WT, A 1, A2 , A3 y SP) como se esperaba, con un tamaño de amplicón de 280 pb. 

En la figura también se puede observar que se usaron cantidades similares de ARN para 

realizar la síntesis de ADN complementario puesto que identificado en todas las muestras 

el CrActina que se usó como control. Asi mismo, se descarta la presencia de 

contaminación ADN genómico puesto que no fue detectado el amplicón de CrActina más 

su intrón (429 pb en total) . 
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WT A1 A2 A3 SP 
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Figura 3. 32 Expresión del uidA en respuesta a 50 mM de NaCI por 2 h en clonas de C. reinhardtii 
transformadas con pCrGPDHGus A WT= cepa silvestre de C. reinhardtii, A 1, A2 , A3= clonas 
transformadas. SP= clonas transformadas con el plásmido vacío pSP124S. 

3.3.7 Expresión del gen reportero uidA bajo el control de promA, promB, y promC 

en C. reinhardtii. 

Cuando se observó que promA fue capaz de dirigir la expresión del gen reportero uidA se 

procedió probar si los fragmentos PromB y PromC tenían la misma capacidad , por lo que 

se realizó la transformación de C. reinhardtii por biobalística con los plásmidos 

pCrGPDHGus B y pCrGPDHGus. Así mismo, se transformó con CrGPDHGusA para 

corrobar si la tendencia de expresión dirigida por promA era similar a la observada en la 

sección 3.3.6.2. 
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Como se puede observar en la figura 3.33 las colonias putativamente transformadas que 

emergieron del medio de selección con zeocina. 

pCrGPDHGus A 
5x 

pCrGPDHGus B 
5x 

pCrGPDHGus C 
5x 

pSP124S 
5x 

Control antibiótico 
3x 

Control medio 
3x 

Figura 3. 33 Cajas de Petri con colonias putativamente transformadas de C. reinhardtii después del 

bombardeo con los plásmidos pCrGPDHGus A, pCrGPDHGus B y pCrGPDHGus C, así como con 

pSP124S. Como controles de transformación se colocó cultivo de cepa silvestre de C. reinhardtii en 

medio de selección con zeocina y cultivo de cepa silvestre de C. reinhardtii en medio de cultivo 

TAP. 

Se obtuvo un "pool" del cultivo líquido de nueve clonas putativamente transformadas con 

cada plásmido, los cuales fueron tratados con 100 mM de NaCI, ó O mM de NaCI como 

control , como se describió en materiales y métodos. A cada "pool" se le denominó de 

acuerdo al plásmido con que había sido transformado: Gus A= pCrGPDHGus A, Gus B= 

pCrGPDHGus B, y Gus C= pCrGPDHGus C. En la figura 3.34 se presentan las muestras 

de ARN total extraído de cada "pool", donde se puede apreciar que el ARN es de buena 

calidad . 
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Figura 3. 34 ARN de muestras tratadas con 100 mM ó O mM de Na el por 2 horas. WT= cepa 
silvestre de C. reinhardtii. Gus A, Gus B y Gus e corresponde a cada "pool" de 9 clonas de C. 
reinhardtii transformadas con los plásmidos perGPDHGus A, perGPDHGus B y perGPDHGus e 
respectivamente. SP= "pool" de 9 clonas de C. reinhardtii transformadas con el pSP 1248 vacío. 

En la Figura 3.35 se presenta el resultado de la RT-PCR usando las muestras de ARN 

antes descritas, y se observó que los tres fragmentos clonadas del promotor de CrGPDH3 

(promA, B y C) fueron capaces de conducir la expresión del gen reportero uidA y la 

expresión se observó tanto en las muestras tratadas como no tratadas con 100 mM de 

NaCI por 2 horas, con un tamaño esperado del amplicón de 159 pb. Cabe señalar que se 

notó un incremento en la expresión del reportero uidA en las muestras tratadas con NaCI. 

En el caso de la muestra de la cepa silvestre (WT) y la muestra transformada con el 

pSP124s vacío (SP) no se observó banda alguna como se esperaba. En la figura 3.35, 

como era de esperarse, se observó la expresión del gen nativo CrGPDH3 solamente para 

las muestras tratadas con 100 mM de NaCI, con el tamaño de amplicón esperado de 280 

pb. En la figura 3.35 también se pudo observar el gen de CrActina utilizado como control 

en todas las muestras con un tamaño de 209 pb en todas la muestras tratadas y no 

tratadas con NaCI, lo cual indica el uso de cantidades similares de ARN para la síntesis 

de ADNc y se comprueba la ausencia de contaminación con ADN genómico ya que el 

amplicón de CrActina mas su intrón (409 pb en total) no fue detectado. 
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M WT Gus A Gus B Gus e SP 

pb OmM 100mM OmM 100mM OmM 100mM OmM 100mM OmM 100mM 

500 -
200 - ·- - .. - u idA 

CrGPDH3 

500 -
200 .. ..................... ------ + RT CrActina 

' 

-RT CrActina 

Figura 3. 35 Evaluación de la inducibilidad del promotor CrGPDH3 mediante la expresión del gen 
reportero u idA por RT -PeR en muestras tratadas con 100 mM de Na el por 2 horas. WT= cepa 
silvestre de C. reinhardtii. Gus A, Gus 8 y Gus e corresponde a cada "pool" de 9 clonas de C. 
reinhardtii transformadas con los plásmidos CrGPDHGus A, CrGPDHGus 8 y erGPDHGus e 
respectivamente . SP= "pool" de 9 clonas de C. reinhardtii transformadas con el pSP124S vacío. 

3.4 Discusión. 

El gen GPDH codifica para la enzima glicerol-3-fosfato-deshidrogenasa (GPDH) que 

cataliza la reducción de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y NADH (Dinucleótido de 

nicotinamida y adenina en su forma reducida) a glicerol-3-fosfato (G3P) y NAO+ 

(Dinucleótido de nicotinamida y adenina en su forma oxidada) (Ansell et al. 1997). El 

producto de la reacción que cataliza la GPDH, el G3P, puede ser posteriormente 

defosforilado a glicerol por la acción de una enzima glicerol fosfatasa ó ser el precursor de 

la síntesis de todos los tipos de lípidos compuestos de glicerol, incluyendo lípidos de 

membrana y almacenaje (Goshal et al. 2002). En C. reinhardtii se han identificado tres 

genes homólogos a genes GPDH de microalgas: CrGPDH1, CrGPDH2 y CrGPDH3 

(Herrera-Valencia et al. 2012) . El análisis de expresión de estos genes mostró la 
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expresión de CrGPDH1 tanto en condiciones normales de cultivo como ante un 

tratamiento de 200 mM de NaCI por 2 horas, y se sugirió que este gen podría estar 

implicado en la síntesis de lípidos de membrana y otros lípidos necesarios para el 

crecimiento celular y multiplicación en C. reinhardtii. Por otro lado, o se observó expresión 

de CrGPDH2 y CrGPDH3 en condiciones normales de cultivo, pero esta expresión fue 

inducida en respuesta a estrés osmótico con 200 mM de NaCI por dos horas, por lo que 

se sugirió que estos genes pudieran estar implicados en osmorregulación en esta 

microalga (Herrera-Valencia et al. 2012). Lo anterior también despertó el interés de 

estudiar el promotor de estos genes en busca de un promotor inducible que pudiera 

conducir la expresión de proteínas recombinantes de interés biotecnológico en C. 

reinhardtii. 

Actualmente C. reinhardtii es considerada una plataforma atractiva para la producción de 

proteínas recombinantes, debido a su cultivo fácil y económico, su tasa de crecimiento 

rápido y la factibilidad de su manipulación genética (Manuel et al. 2008). 

El contar con un promotor inducible en C. reinhardtii permitiría el control de la expresión 

de manera temporal de un transgen mediante la presencia de un inductor después de 

alcanzar una alta densidad celular, permitiendo una mayor acumulación de proteína 

recombinante, además de presentar ventajas industriales puesto que se podría expresar 

alguna proteína que pudiera ser tóxica para la célula (Ferrante et al. 2008). 

Una primera estrategia para el estudio del promotor de CrGPDH3 consistió en evaluar la 

expresión del gen reportero uidA bajo la regulación de una secuencia denominada promA 

de 1979 pb, que comprendía 285 pb del 5'UTR del CrGPDH3 y 1694 pb río arriba a partir 

de esta secuencia dentro de la región que podría contener al promotor de este gen. Los 

resultados de este estudio demostraron que la secuencia promA de CrGPDH3 fue capaz 

de conducir la expresión 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 expresión 

de un gen recombinante . Sin embargo, la expresión pudo detectarse tanto en las 
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muestras tratadas como en las no tratadas con 50 mM de NaCI, por lo que promA no se 

comportó como un promotor inducible en las clonas celulares analizadas. Además, se 

presentó una mayor acumulación de transcrito de uidA en una de las clonas (A3) a 

comparación de las otras dos líneas recombinantes obtenidas (A1 y A2) . Aunado a esto, a 

las transformantes que se generarán, no se les analizó en número de copias de la 

construcción génica CrGPDHGus A transferidas genéticamente a C. reinhardtii , por lo 

que surge la posibilidad de que estos efectos pudieron deberse al método de 

transformación utilizado, puesto que existen reportes en donde se menciona que cuando 

se utiliza biobalística para la transformación genética se puede generar múltiples insertos 

con copias del transgen de interés a las células blanco , aumentando los efectos del 

silenciamiento génico (Angaji et al. 201 O) . Por otra parte, se ha reportado que los niveles 

de expresión de genes foráneos en microalgas como C. reinhardtii, además de ser 

generalmente bajos, son inconsistentes y difíciles de predecir, siendo una parte 

importante de esta variación debida al número de copias y los múltiples patrones de 

integración del transgen en el genoma, ya sea de forma invertida o con repeticiones en 

tándem (Potvin et al. 201 O; Muskens et al. 2000; Baulcombe, 2004). 

Cabe señalar que el gen reportero uidA fue escogido con base en el estudio realizado por 

Kumar et al. (2004}, quienes determinaron que este gen podría ser utilizado como 

reportero en C. reinhardtii. Estos autores utilizaron al promotor constitutivo del gen CAMV 

358 para conducir la expresión de este gen reportero. Además, cabe señalar que se 

utilizó este reportero puesto que se había observado que en otras microalgas ha sido 

utilizado para evaluar promotores endógenos, 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 carbónica de Dunaliella salina para 

ser inducido ante concentraciones de estrés osmótico por NaCI. En otro estudio realizado 

por Uji et al. (2012) la expresión del uidA ayudó a caracterizar al promotor del gen 

pyKPA1 , gen que codifica para bombas de sodio en la macroalga roja Porphyra 

yezoensis. A su vez, es necesario señalar que en este trabajo no se le realizó ninguna 

modificación del uso del codón al reportero uidA para el núcleo de C. reinhartii puesto que 
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en los estudios anteriormente mencionados no fue necesario realizar esta modificación 

para poder cumplir de manera exitosa con los objetivos de sus respectivos trabajos tanto 

para C. reínahrtii como para las otras microalgas. Por lo cual , no se considera que este 

factor haya influido en la acumulación de transcritos obtenidos en las clonas A 1 y A2. 

Para poder observar si promA podía dirigir la expresión del gen reportero uídA se 

analizaron 1 O colonias potencialmente transformadas de C. reinahrdtii, las cuales, 

conforme pasaron los diferentes escrutinios para verificar si estaban transformadas con la 

construcción genica CrGPDHGus A fueron disminuyendo a 5, hasta que solo a 3 clonas 

(A 1, A2 y A3) se les pudo detectar acumulación de transcritos de uídA. Esta estrategia 

requirió bastante tiempo desde la transformación genética hasta observar una tendencia 

de expresión producida por promA. Además, se consideró que para evaluar la expresión 

del gen reporteró uídA las tres clonas obtenidas no eran suficientes para concluir con un 

patrón de expresión fidedigno. Por lo que, se observó en la literatura que en ocasiones 

para evaluar la capacidad la expresión gén ica de algún promotor de interés en microalgas 

se hace uso de todo un cultivo de células potencialmente transformado y en el caso de 

plantas se realizá el análisis 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 

diseño una segunda estrategia para el estudio del promotor de CrGPDH3 que consistió en 

evaluar la expresión del gen reportero uídA usando "pools" de clonas bombardeadas por 

biobalística , de nuevo bajo la regulación de la secuencia promA antes descrita, así como 

de dos versiones más cortas de esta secuencia: promB y promC. promB de 1466, 

comprendía 285 pb del 5'UTR del CrGPDH3 y 1181 pb río arriba a partir de esta 

secuencia dentro de la región que podría contener al promotor de este gen. promC de 938 

pb, comprendía 285 pb del 5'UTR del CrGPDH3 y 653 pb río arriba a partir de esta 

secuencia dentro de la región que podría contener al promotor de este gen. En esta 

estrategia se evaluó la expresión del uídA a partir de un "pool" de nueve colonias 

recuperadas del bombardeo de C. reinhardtíí con cada uno de los plásmidos 
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pCrGPDHGus A , pCrGPDHGus B y pCrGPDHGus C que contenían al gen uidA bajo el 

control de las secuencias promA, promB y promC respectivamente. En esta ocasión el 

tratamiento consistió de 100 mM de NaCI por dos horas, debido a que se ha reportado 

que ante esta concentración de salinidad hubo un incremento en la acumulación de 

triacilglicéridos y que esta acumulación pud iera estar relacionada con una respuesta ante 

estrés osmótico 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 

síntesis 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 expresión 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 algún 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 (Kiein 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 núcleo 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 señalar que hasta la fecha no se ha reportado la identificación 

de algún promotor inducible para el cloroplasto . 

En este estudio se encontró que 653 pb de la secuencia donde debe estar el promotor 

más las 285 pb del 5' UTR de CrGPDH3 (promC) fueron suficientes para conducir la 

expresión de un gen recombinante (uidA). Queda por investigar si se podría usar una 

secuencia aún más corta como promotor, es decir, determinar el promotor mínimo, así 

como los sitios en cis involucrados en esta función . 

Por otra parte, dado que se ha demostrado que la expresión del gen CrGPDH silvestre es 

inducible en respuesta a diferentes concentraciones de NaCI , se propuso que el promotor 
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de CrGPDH podría conducir la expresión de un gen recombinante también de manera 

inducible. En este estudio, la expresión del uidA conducida por alguna de las tres 

secuencias promA, promB y promC, se observó tanto en las muestras tratadas como en 

las no tratadas con 100 mM de NaCI, aunque fue notorio un incremento en la expresión 

de las muestras tratadas con NaCI. Una posible explicación puede ser que la región 

promotora del CrGPDH3 abarca una longitud mayor a la clonada y que en ella existan 

elementos en cisque se encuentran regulando la expresión de este promotor de manera 

inducible. Por ejemplo, el promotor inducible por NaCI del gen de la anhidrasa carbónica 

(DCA/) en la microalga D. salina (Li et al. 201 O) tiene una longitud ya caracterizada de 

1432 pb incluyendo el 5'UTR, y a lo largo de su secuencia presenta elementos en cis 

(secuencias de GT en tándem) involucrados con la regulación inducible por esta sal. Cabe 

señalar que en las secuencias de CrGPDH3 estudiadas no se encontraron secuencias 

parecidas a los elementos en cis del promotor del DCA/. Ohresser et al. (1997) 

caracterizaron al promotor del gen de la nitrato reductasa (nit1) de C. reinhadtii, que se 

induce con la presencia de nitrato, el cual presenta un tamaño de 1060 pb y por medio de 

experimentos de deleciqn los autores observaron que toda la región contiene elementos 

esenciales para modular la eficiencia de la transcripción de forma inducible. En otro 

estudio realizado por Quinn et al. (1999) se caracterizó al promotor inducible del gen 

CYC6, el cual codifica para el citocromo 6 y por medio de la deleción de nucleótidos 

identificaron su región promotora con 852 pb y encontraron elementos en cis involucrados 

con su inducibilidad por presencia de níquel y ausencia de cobre, los cuales son 

elementos que no se habían identificado para otro organismo eucarionte. A la región 

promA de CrGPDH3 se le realizó un análisis bioinformático para identificar elementos en 

cisque pudieran estar relacionados con su inducibilidad mediante el programa PLACE, el 

cual funciona con una base de datos de elementos en cis caracterizados para plantas 

superiores. Con este análisis se pudieron identificar elementos característicos de 

promotores eucariontes como la caja TATA y la caja GC, sin embargo no se encontraron 

elementos en cis que estuvieran relacionados con estrés osmótico en plantas. Además, 

se analizaron 1000 pb más río arriba de la región promA, pero tampoco se encontró algún 

elemento en cis de este tipo. Por otra parte se realizó un análisis visual a la secuencia 
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PromA y 1 000 pb río arriba de ésta secuencia en busca de la secuencia consenso AGGG 

involucrada con estrés osmótico en levaduras, sin embargo estos elementos tampoco 

fueron encontrados, por lo que al parecer los elementos involucrados con la inducibilidad 

por NaCI del CrGPDH3 no han sido identificados previamente para otro organismo y 

tendrán que ser identificados de manera experimental , es decir por medio de deleción de 

nucleótidos como los estudios realizados por Quinn et al. (1999). 

Con todo lo presentado se sugiere que los promotores de tipo inducibles tanto en C. 

reinhardtii como en otras microalgas se presentan con un tamaño considerablemente 

mayor a los constitutivos, debido quizá a que su regulación es más compleja en 

comparación con estos últimos. Tal es el caso del promotor del gen RBCS2 de C. 

reinhardtii, para el cual se determinó que 229 pb son necesarias para dirigir la expresión 

del gen reportero de la luciferasa (Lumbreras et al. 1998). 

Con los resultados que se obtuvieron en este trabajo se pudo observar que el promotor 

del gen CrGPDH3 fue capaz de conducir la expresión del uidA, sin embargo 

cualitativamente no se observó la misma intensidad de banda como la que presenta el 

gen nativo en condiciones de estrés osmótico por NaCI. Esto puede deberse a que, como 

se menciona en la literatura, diversos promotores de organismos eucariotas están 

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 transcripción de los genes, por lo 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 comparación del gen nativo, estén ausentes estos 

elementos en cis (Biackwood et al. 1998; Gastan 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 la inducibilidad del gen CrGPDH3 esté regulada 

de forma negativa, es decir que exista la presencia de un represor que está unido a la 

secuencia de ADN a un sitio distal de la región promotora, tal como sucede en la levadura 
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Saccharomyces cerevisiae, donde se han realizado más estudios acerca de los 

mecanismos de adaptación durante el estrés por salinidad y se han detectado genes que 

se activan ante estas condiciones, así como se han revelado los mecanismos de 

regulación de éstos (Folch-Mallol et al. 2004). Un ejemplo claro es el gen ENA1 que se ha 

presentado como un gen crucial para la adaptación celular ante la exposición de NaCI, el 

cual es altamente regulado a un nivel transcripcional y sus niveles de expresión 

incrementan en respuesta a estrés por NaCI y privación de glucosa tal como se muestra 

en el estudio realizado por Proft et al. (1998) donde identificaron la región promotora de 

752 pb responsable de la inducción osmótica. Posteriormente, estos autores clonaron 

pequeñas secuencias río arriba de esta región y los fusionaron al promotor para evaluar la 

expresión del gen reportero que codifica para la ~-galactosidasa e identificaron los 

elementos que estaban regulando a este gen. Estos autores descubrieron que en 

ausencia de las secuencias río arriba del promotor la expresión de la ~-galactosidasa se 

comportaba de forma constitutiva tanto para las muestras tratadas como no tratadas con 

0.3M de NaCI, y en la presencia de estas secuencias el estado basal de la ~

galactosidasa se reprimía, siendo inducida ante la presencia de las condiciones de NaCI 

mencionadas. Estos autores concluyen que la inducción de este gen se debe a la 

presencia de un represor que está unido a la secuencia río arriba de la región promotora 

que habían caracterizado. 

Debido a todo lo anterior, será necesario continuar con el estudio de la secuencia del 

promotor del gen CrGPDH3, para determinar si se necesita alguna secuencia río arriba 

que esté relacionada con su inducibilidad ante presencia de NaCI, así como para 

incrementar los niveles de expresión obtenidos cuando dirigen la expresión de un gen 

recombinante, para que sean al menos similares a como se observa en el gen nativo de 

C. reinhardtii. Además, cabe señalar que una vez que se identifiquen los elementos en cis 

necesarios para que el promotor del CrGPDH3 se exprese de manera inducible, será 

interesante comparar los niveles de expresión y acumulación de proteína obtenidos con 

otros promotores que se han estudiado hasta este momento para esta microalga, como es 
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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 en este estudio servirán de base para estudios posteriores 

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

expresión de genes de interés biotecnológico de manera inducible en la microalga verde 

C. reinhardtii. 

3.5 Conclusiones. 

1. Las secuencias promA, promB y promC de CrGPDH3 estudiadas en este trabajo 

fueron capaces de dirigir la expresión del gen reportero uidA , siendo 938 pb que 

incluyen al 5'UTR (promC) suficientes para dirigir la expresión de este gen 

reportero. 

2. Las secuencias promA, promB y promC dirigieron la expresión del uidA tanto en 

condiciones normales de cultivo como en respuesta al tratamiento de estrés 

osmótico por NaCI, pero su expresión aumentó en respuesta al tratamiento. 

3. Será necesario continuar con el estudio del promotor de CrGPDH3 para definir las 

secuencias necesarias para que dirigir una alta expresión de un gen recombinante 

de manera inducible. 
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CAPITULO IV 

4.1 DISCUSIÓN GENERAL. 

En este trabajo se caracterizó una región putativa del promotor del gen CrGPDH3 (1694 

pb) incluyendo su S'UTR (285 pb) mediante varias estrategias tanto bioinformaticas como 

experimentales. 

En una primera parte, con el programa bioinformatico PLACE se pudieron predecir 

elementos en cis que se encuentran con frecuencia en organismos eucariotes a lo largo 

de la región donde supuestamente se encuentra el promotor del CrGPDH3 (2000 pb). Los 

elementos encontrados fueron la caja TATA, la caja GC, la caja CAAT y una caja GATA, 

por lo que, se hace evidente que esta secuencia cuenta con los elementos en cis para 

cumplir la función un promotor de tipo eucariote (Patikoglou et al. 1999). 

Como el gen CrGPDH3 es de expresión inducible por NaCI se esperaba que el PLACE 

identificara elementos de respuesta en cis involucrados en estrés por salinidad , sin 

embargo estos no pudieron ser identificados como los que ya se han caracterizado en 

plantas superiores. A pesar de que tambien se hizó un análisis de manera visual para 

identificar elementos de cis relacionados con salinidad en levaduras, no se tuvo éxito, por 

consiguiente se tendrá que llevar a cabo de mañera experimental esta búsqueda con 

deleciones mas finas de nucleótidos como se realizá comúnmente cuando se quiere 

caracterizar a un promotor de interés y las herramientas bioinformaticas actuales no 

pueden brindar una predicción como tal (Quinn et al. 1999; Uji et al. 2012). 

Como segunda parte para la caracterización del promotor de CrGPDH3 fue importante 

conocer la concentración minima de NaCI y el tiempo en el cual este promotor puede 

dirigir de manera inducible la expresión de un gen de interés. Por lo que, estas 

condiciones fueron analizadas en el gen nativo por medio de RT-PCR. 

Los resultados del análisis mostraron la expresión inducible del CrGPDH3 en 

concentraciónes de 5, 50 y 100 mM de NaCI, en los cuales 5 minutos fueron suficientes 
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para detectar presencia de transcrito y 60 minutos para llegar al punto máximo de 

expresión. Con estos resultados surge la primera evidencia de la tendencia de expresión 

del gen CrGPDH3 ante concentraciones diferentes a 200 mM de NaCI por tiempos 

inferiores a las 2 horas reportadas por Herrera-Valencia et al. (20 12). 

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 acumulación de 

glicerol como soluto osmorregulador como método de supervivencia en condiciones de 

estrés osmótico. 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 inducción por estrés 

osmótico y es muy probable que para poder contrarrestar los efectos de este estrés se 

esté sintetizando glicerol de forma muy rápida como sucede en otros microorganismos 

(Hohmann, 2002). 

Como última parte de este trabajo y como parte de la caracterización del promotor del 

CrGPDH3 se clonaron tres fragmentos de la región que supuestamente debe contener al 

promotor del CrGPOH3 más su región 5'UTR y se evaluó si alguna de estas regiones era 

capaz de dirigir la expresión inducible de un gen reportero, en este caso el uidA. 

Los resultaron mostraron que los tres fragmentos promA, promB y promC fueron capaces 

de dirig ir la expresión del gen reportero uidA, siendo promC el fragmento de menor 

longitud , suficiente para dirigir esta expresión . 

La expresión del CrGPDH3 se ha reportado como inducible (Herrera-Valencia et al. 2012) 

por lo que se esperaba que algún fragmento del promotor estudiado (promA, promB y 

promC) pudiera dirigir la expresión del uidA de forma inducible con NaCI. Sin embargo, el 

análisis mostró que la expresión del reportero pudo detectarse tanto en las muestras 

tratadas como en las no tratadas con NaCI indiferentemente de la concentración de sal a 

las que fueron tratadas las células recombinantes de C. reinhardtii. Esta evidencia sugiere 

que quizá la región 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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tal manera tal como sucede como sucede en otros microorganismos, por ejemplo en 

levaduras (Proft et a/.1998). 

Por otro lado, aunque promA, PromB y PromC pudieron dirigir la expresión de uidA , 

cualitativamente esta expresión fue mucho mas baja que la presenta el gen silvestre 

CrGPDH3 en condiciones de estrés osmótico por NaCI. Una posible explicación para este 

resultado es que quizá la secuencia promotora del CrGPDH3 este siendo regulada por 

algún enhancer y como no esta presente el el fragmento que se clonó no se estan 

detectando los mismos niveles de transcrito a comparación del gen nativo. 

Con todas las evidencias generadas en este trabajo se logró caracterizar parte del 

promotor CrGPDH3, por lo que será necesario continuar con el estudio de esta secuencia 

para determinar el promotor minímo, la identificacíon de los elementos en cis relacionados 

con su inducibilidad , asi como para incrementar los niveles de expresión en genes 

recombinantes como se ha observado en el gen nativo de C. reinhardtii. 

4.2 CONCLUSIONES GENERALES. 

1 Con 30 minutos de exposición la expresión del gen CrGPDH3 fue inducida bajo 

condiciones de estrés salino de 200 mM de NaCI. 

2 La expresión del CrGPDH3 fue inducida a partir de los cinco minutos de 

exposición a una concentración tan baja como es 5 mM de NaCI, y el mismo 

patrón se observó a 50 y 1 00 mM de NaCI. 

3 La acumulación de transcrito del CrGPDH3 alcanzó su máximo punto de expresión 

a los 60 minutos de exposición a las concentraciones evaluadas de 5, 50 y 100 

mM de NaCI. 
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4 Las secuencias promA, promB y promC de CrGPDH3 estudiadas en este trabajo 

pudieron conducir la expresión del gen reportero uidA , siendo 938 pb que incluyen 

al 5'UTR (promC) suficientes para dirigir la expresión de este gen reportero . 

5 Las secuencias promA, promB y promC condujeron la expresión del uidA tanto en 

condiciones normales de cultivo como en respuesta al tratamiento de estrés 

osmótico por NaCI, pero su expresión aumentó en respuesta a tratamiento. 

6 Será necesario continuar con el estudio del promotor de CrGPDH3 para definir la o 

las secuencias necesarias para que conduzca una alta expresión de un gen 

recombinante de manera inducible. 

4.3 PERSPECTIVAS. 

En este estudio se evaluó la expresión del gen CrGDPH3 mediante RT-PCR y se 

encontró que este gen se indujo en respuesta a tratamientos de 5, 50, 100 y 200 mM 

NaCI por tiempos de exposición de 5, 30, 60 y 120 minutos, alcanzando el punto de 

saturación de la PCR a partir de una hora. Será interesante investigar cual sería la 

concentración mínima de NaCI que necesita este gen para expresarse y si existe una 

correlación con el tiempo de exposición , es decir, si a una concentración mínima se 

requieren más de 120 min para llegar al punto de saturación. De igual forma, se podría 

realizar la cuantificación de la acumulación de transcritos mediante PCR en tiempo real 

por cada tratamiento evaluado. 

Por otro lado, estos resultados podrán servir de base para caracterizar al promotor del 

gen CrGPDH2, cuya expresión también se ha reportado como inducible en respuesta a 

estrés osmótico con 200 mM de NaCI por dos horas. 

Por otra parte, las tres secuencias de la región promotora de CrGPDH3 evaluadas 

(promA, promB, promC) fueron capaces de conducir la expresión del gen uidA de manera 

constitutiva. Se observó que la región promC con 938 pb, fue suficiente para conducir la 
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expresión de un gen recombinante, en este caso el gen reportero uidA, por lo que sería 

interesante investigar si se podría usar una secuencia aún más corta como promotor, es 

decir, determinar el promotor mínimo, así como los sitios en cis involucrados en esta 

función . 

También se podrá realizar la cuantificación de acumulación de transcritos de uidA que se 

generaron bajo los fragmentos promA, promB, promC, así como determinar la presencia 

de la enzima ~-glucuronidasa por medio de ensayos histoquímicos y cuantificar la 

actividad de esta enzima por medio de fluorimetría. 

Por otro lado será necesario clonar un fragmento río arriba de promA y fusionarlo a la 

región mínima necesaria para que el uidA se exprese, y de esta manera determinar los 

elementos en cis que estén relacionados con su inducibilidad y para incrementar sus 

niveles de expresión como se observa en el gen nativo de C. reinhardtii. El modelo 

propuesto para llevar a cabo este estudio se presenta en la figura 4.1. 

Una vez que se consiga la secuencia del promotor de CrGPDH3 que sea capaz de 

conducir la expresión de un gen recombinante de manera inducible, se podrá determinar 

cuál es la concentración y tiempo mínimo de NaCI para que este promotor pueda 

conducir la expresión de genes de interés biotecnológico. 
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Resultados 

Estrategia a seguir 

1 Secuencia CrGPDH3 1 

Rio arriba de promA 
(RIA) longitud por 

estudiar 
1Kb 

Clonación ¡ 
RIA 

Sublonación ! 

Longitud 
estudiada 

PromA 
- 2 Kb 

! 
Transformación 
por biobalistica • 
a C. relnhardtii 

! 

promA, PromB y PromC 
conducen la expresión 
constitutiva de uidA en C. 
reinhardtii 

~ 
S'UTR 
285pb 

pCrGPDHGus C 

! 

----------- -~ ~ - -
Evaluación de la inducibilidad del promotor CrGPDH3 

Figura 4. 1 Estrategia para evaluar la inducibilidad del promotor CrGPDH3. 
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Anexo 1 

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

Soluciones stock Para 1 litro 

1M Tris base 20 mi 

Buffer de Fosfato 11 1 mi 

Metales traza de Hutner 1 mi 

Solución A 10 mi 

Acido acético glacial 1 mi 

Ajustar el pH a 7.0 

Preparación de las soluciones stock 

Buffer de Fosfato 11 

Componentes Para 100 mi 

K2HP04 10.8 g 

KH2P04 5.6 g 

Solución A 

Componentes Para 500 mi 

NH4CI 20 g 

MgS04. ?H20 5g 

CaCI2.2H20 2.5 g 

Anexos 
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Solución de metales traza de Hutner 

Componentes Para 500 mi 

H3B03 5.7 g 

ZnS04.7H20 11 g 

MnCI2AH20 2.53 g 

FeS04.7H20 2.495 g 

CoCI2.6H20 0.805 g 

CuS04.5H20 0.785 g 

Mo70 24(NH4)s. H20 0.5 g 

Para medio TAP semisólido se agregan 15 g de agar bacteriológico (Merck KGaA 

Mikrobiologie) por cada 1000 mL de medio, después de ajustar el pH , y se esteriliza por 

autoclave a 121 oc y 15 lb/cm2. 

Preparación de las soluciones para la extracción de ADN. 

A) Preparación de Yoduro de Lugol 

Kl (Yoduro de Potasio) ...... .. .... 2.0 g 

Cristales de Yodo .. .. .. .......... . 1.0 g 

Preparación : 

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

destilada 

En campana de extracción: 

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

previamente forrado con papel aluminio. 

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

utilizando una parrilla de agitación. 

4. Cuando la mayor parte de los cristales se disolvieron , se agregó la solución de Kl. 

Se agitó hasta disolver y se aforó posteriormente hasta un volumen de 100 mL con 
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agua destilada 

5. Se mantuvo la solución en agitación durante toda la noche. La solución se filtró 

finalmente util izando un embudo de cristal y papel filtro. 

La solución se almacenó a temperatura ambiente en un frasco ámbar. 

B) Preparación Buffer TEN 

REACTIVOS Para 250 mi de Buffer 

TRIS HCI1 M pH8.0 12.5 mi 

EDTA0.5 mM 0.4653 g 

NaCI 4.383 g 

Modo de Preparación: 

1.-Disolver los componentes indicados en la tabla en un volumen aproximado de 

agua de 200 mi 

2.- Una vez disueltos, se aforó a 250 mi y esterilizó en autoclave 

3.- La solución se almacenó a temperatura ambiente. 

C) Preparación Buffer TE 

Este buffer está conformado de TRIS HCI 1 00 mM pH8.0; EDTA 1 O mM pH8.0 

REACTIVOS Para 250 mi de 

TRIS HCI 100 mM pH8.0 12.5 mi 

EDTA 0.5 M pH 8.0 0.4653 g 

Modo de Preparación : 

1.- Se disolvieron los componentes indicados en la tabla en un volumen aproximado 

de agua de 90 mi. 

2.- Una vez disueltos, se aforó a 100 mi y esterilizó en autoclave 

3.- La solución se almacena a temperatura ambiente. 

D) Cloroformo: Alcohollsoamílico 24:1 
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48 mi de cloroformo 

2 mi alcohol isoamílico 

En campana de extracción se tomaron 48 mi de cloroformo y se le añadieron 2 mi 

de alcohol isoamílico para obtener una solución con 50 mi de volumen final. 

E) Etanol al 70% 

Para preparar 100 mi de una solución de etanol (grado biología molecular) al 70% 

se tomaron 70 mi etanol y se añadió 30 mi de H20 ultra pura, se mezcló y se guardó a 

temperatura ambiente. 

F) Preparación de Agarosa 1.2 % 

Para la preparación de la agarosa al 1.2%, solo es necesario pesar 1.2 g de agarosa 

(l nvitrogen) por cada 100 ml de TAE 1 X, y adicionando 5 IJL de Bromuro de etid io por 

cada 30 ml agarosa disuelta. 

G) Buffer de extracción de proteínas 

50 mM Na2HP04 PH 7 

1 O mM ~-mercaptoetanol 

10 mM EDTA 

2 mM PMSF 

H) Buffer de ensayo 

50 mM Na2HP04 PH 7 

1 O mM ~-mercaptoetanol 

10 mM EDTA 

2mM PMSF 

1 mM MUG 
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Anexo 2 extraccion de ADN genómico 

Se colectan 3 ml de un cultivo de C. reinhardtii de 7 días (saliendo de su fase logarítmica) 

en un tubo eppendorf centrifugando a 5000 rpm durante 5 minutos 1 ml a la vez, el 

sobrenadante se fue desechando hasta obtener una pastilla la cual se congela en 

nitrógeno líquido antes de empezar el proceso de extracción . 

Posteriormente se prepara una mezcla de extracción con buffer TEN (TRIS HCI 1M pH8, 

EDTA 0.5 mM, NaC) + 13-mercaptoetanol (Sigma) precalentado a 65°C durante 1 O minutos 

por cada muestra a extraer (0.014 de volumen de 13-mercaptoetanol por volumen de buffer 

TEN). Después, se adiciona la mezcla de extracción a cada tubo eppendorf con el cultivo 

a extraer maceró con ayuda de un vortex (Digger Genio 2 con velocidad 9) durante 4 

minutos, adicionando posteriormente 43 1-fl de SOS al 20% y agitando cada muestra por 

vortex. 

Se incuba cada muestra por 25 minutos a 65 oc agitando por vortex cada 2-3 minutos 

aproximadamente. Una vez terminada la incubación se le adiciona a cada muestra 700 IJL 

de Cloroformo-Alcohol lsoamílico (CHCH3: AlA, 24:1), homogenizando por vortex y 

centrifugando posteriormente a 14000 rpm durante 5 minutos, recuperando la fase 

inorgánica y transfiriéndola a un tubo eppendorf estéril de 1.5ml. Se adicionó a la fase 

recuperada un volumen igual de CHCH3: AlA al recuperado, homogenizando la muestra 

por agitación en vortex, centrifugando posteriormente a 14000 rpm durante 5 minutos y 

recuperando la fase inorgánica y transfiriéndola a un tubo eppendorf estéril. Este proceso 

se repitió hasta obtener una fase inorgánica transparente. 

Una vez que se obtuvo la fase inorgánica, se le adicionó un volumen de lsopropanol igual 

al recuperado en cada muestra y se agitó por inmersión durante 3 minutos. El ADN se 

precipitó por centrifugación a 13500 rpm durante 5 minutos, retirando el sobrenadante y 

lavando 2 veces la pastilla obtenida con 800 1-fl de etanol al 70% frío y centrifugando a 

13500 rpm durante 5 minutos, desechando el sobrenadante. Una vez lavado el pellet, éste 

se dejó secar a temperatura ambiente y finalmente se resuspendió en 40 1-fl de buffer TE 

(100mM Tris HCI pH 8, 10 mM EDTA pH 8). Después de resuspender el pellet, éste se 

incubó a 65°C durante 1 O minutos y después se transfirió el sobrenadante a un tubo 
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eppendorf estéril , se adicionó 1 1-JL de RNasa A (1 O 1-Jg/mL, Sigma) y se incubó durante 30 

minutos a 3rc. Finalmente el ADN extraído se almacenó a -20°C. 

La integridad del ADN se verificó por electroforesis en un gel de agarosa al1 .2% en buffer 

TAE y bromuro de etidio (1 O 1-Jg/IJL), visualizándose en un transiluminador de UV. 

Anexo 3 Extraccion de ARN por el método de TRIZOL 

Para tener la concentración deseada se recolectó 1 mL de un cultivo de C. reinhardtii de 7 

días (saliendo de su fase logarítmica) para hacer el conteo celular y los 49 mL restantes 

se centrifugaron a 3220 g durante 5 minutos a 4°C, el sobrenadante se desechó y se re 

suspendió la pastilla en un volumen de medio TAP suficiente como para tener la 

concentración deseada de células por mililitro. 

Del cultivo re-suspendido se tomó 1 mL en un tubo eppendorf y se centrifugó a 3000 rpm 

por 5 minutos, desechando el sobrenadante y obteniendo una pastilla de 

aproximadamente 0.1 mL; congelando la pastilla inmediatamente en nitrógeno líquido, 

para posteriormente empezar el proceso de extracción o almacenarlas a -80°C hasta su 

uso. 

Las muestras se tomaron directamente del nitrógeno líquido para la extracción , en dado 

caso que se encuentren almacenadas a -80°C, se transportan en N2 líquido y se 

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

Tomando las muestras del Nitrógeno líquido y se le adicionó a cada muestra 1000 1-JL del 

reactivo TRIZOL (lnvitrogen) mezclando por pipeteo hasta desprender completamente el 

pellet de células y que se obtenga una mezcla homogénea, colocándolas posteriormente 

en hielo mientras se terminan de re-suspender las demás 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 1 O minutos, una vez que 

se terminaron de centrifugar las muestras, se recuperó el sobrenadante evitando tocar el 

pellet formado en el fondo del tubo, incubando posteriormente a 20°C por 5 minutos, una 

vez terminada la incubación se le adicionó a cada muestra 200 1-JL de cloroformo/ alcohol 

isoamílico (24: 1 ), mezclando las muestras por medio de vortex por aproximadamente 30 

segundos seguido de una incubación a 20°C por 3 minutos. 
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Se centrifugaron las muestras a 1 O, 700 rpm por 15 minutos, de donde se recuperó el 

Sobrenadante, el cual fue transferido a un tubo nuevo. Posteriormente se le adicionó al 

sobrenadante recuperado un volumen igual de isopropanol, agitando gentilmente por 

inmersión unas 20 veces; las cuales fueron incubadas a 20°C por 1 O minutos, una vez 

terminada la incubación , las muestras fueron centrifugadas a 10,700 rpm por 10 minutos. 

Se desechó el sobrenadante de las muestras procurando dejar el pellet lo más seco 

posible, después de les adicionó 1000 IJL de etanol al 70%, las muestras fueron agitadas 

gentilmente por inmersión unas 3 veces y centrifugadas a 8,400 rpm por 5 minutos. 

Se desechó el sobrenadante de las muestras, procurando dejar la pastilla lo más seca 

posible, para secarla completamente a temperatura ambiente, en la campana de flujo 

laminar, por aproximadamente 1 O minutos. Una vez seca la pastilla , fue re-suspendida en 

39 iJL de agua ultra pura. Almacenando la muestra a -20°C para su uso inmediato y a -

80°C para almacenamiento prolongado. 

Anexo 4 Transformación de células competentes de E. coli mediante choque 

térmico. 

Para la transformación se utilizaron los 1 O 1-1 L de la reacción de ligación y 1 00 1J L de 

células competentes de E. coli cepa DH10B. La mezcla fue incubada en hielo durante 30 

minutos y posteriormente sometida a un choque térmico de 42°C durante 45 segundos e 

inmediatamente enfriada en hielo por 2 minutos. Seguidamente se adicionaron 900 iJL de 

medio SOC (Triptona, Extracto de levadura, NaCI, Glucosa) y se incubaron a 3rC por 90 

minutos a 225 rpm. Posteriormente, se plaqueó 100 iJL de la mezcla en cajas de Petri con 

medio LB (Luria-Bertani) + 0.5mM de isopropil-tio-¡3-Dgalactósido (IPTG) + 80 mg/L de 5-

bromo-4-cloro-3-indolii-¡3-D galactcrsido (X-Gal) + 1 00 mg/L de ampicilina, el resto se 

centrifugó a 3000 rpm por 5 minutos, se eliminaron 800 iJL de sobrenadante, se 

resuspendió la pastilla en los 100 iJL restantes y las células se plaquearón en cajas de 

Petri con medio LB (Luria-Bertani) + 0.5mM de isopropil-tio-¡3-Dgalactósido (IPTG) + 80 

mg/L de 5-bromo-4-cloro-3-indolii-¡3-D galactcrsido (X-Gal) + 100 mg/L de ampicilina. Las 

cajas fueron incubadas a 37°C por 16 horas. Las colonias transformadas (colonias 

blancas) se picaron con palillos estériles, se colocaron en tubos de falcón con 4 mL de 
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medio LB (Luria-Bertani) líquido y ampicilina (1 00 ¡.Jg/IJL), y se incubaron a 37 oc en 

agitación a 220 rpm durante 16 horas. 

Anexo 5 Extracción de ADN plasmídico. 

La extracción y purificación del ADN plasmídico se llevó a cabo mediante el protocolo 

comercial de "High Pure Plasmid Purification Kit" (ROCHE) de acuerdo a las 

especificaciones del proveedor. 

Se concentró en un tubo eppendorf 4 mL del cultivo bacteriano, cultivado por 16 horas en 

medio LB líquido + ampicilina, centrifugando a 13,500 rpm por 1 minuto. Una vez 

concentrado el cultivo se resuspendió la pastilla con 250 IJL de la solución fría del Buffer 

ARNsa, posteriormente se le adicionó 250 IJL del buffer de lisis homogenizando por 

inmersión (6 veces) incubando a temperatura ambiente por 5 minutos, una vez terminada 

la incubación se le adicionó 360 IJL de Binding buffer homogenizando por inmersión (6 

veces) e incubando posteriormente en hielo por 5 minutos. Pasada la incubación se 

centrifugaron las muestras a 13500 rpm por 1 O minutos mientras se adicionó a cada 

columna 200 IJL de Binding buffer, una vez terminada la centrifugación se tomó el 

sobrenadante y se colocó en las columnas las cuales se centrifugaron a 13500 rpm por un 

minuto, se desechó el sobrenadante y se adicionó 500 IJL del Washing buffer 1 a cada 

columna centrifugando posteriormente a 13500 rpm por 1 minuto, para lavar la columna 

se adicionó 700 IJL del Washing Buffer 11 a la columna y se centrifugó por 1 minuto a 

13500 rpm (2 veces) , para secar completamente la columna se centrifugo en seco a 

13500 rpm por 30 segundos. Una vez seca la columna se colocó esta en un tubo 

eppendorf estéril de 1.5 mL y se le adicionó 40 IJL de Tris HCI 1 O mM pH 7.5 para eluir la 

muestra, incubándose a temperatura ambiente por 5 minutos, una vez terminada la 

incubación se centrifugaron las muestras a 13500 rpm por un minuto, para evitar la 

posible contaminación por fibras de la columna, se centrifugó nuevamente a 13500 rpm 

por un minuto y tomando el sobrenadante y colocándolo en un tubo eppendorf de 1.5 

nuevo el cual es almacenando a -20°C. 
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Anexo 6 Alineamiento de la secuencia del promotor del CrGPDH3 de tamaño de 

1979 pb (promA). 

CICY 
promotor 

CICY 
promotor 

CICY 
promotor 

CICY 
promotor 

CICY 
promotor 

CICY 
promotor 

CICY 
promotor 

CICY 
promotor 

CICY 
promotor 

CICY 
promotor 

CICY 
promotor 

CICY 
promotor 

CICY 
promotor 

CICY 
promotor 

CICY 
promotor 

CICY 
promotor 

CICY 
promotor 

1 
1 

61 
55 

121 
115 

181 
175 

241 
235 

301 
295 

361 
355 

421 
415 

481 
475 

541 
535 

601 
595 

661 
655 

721 
715 

781 
775 

841 
835 

901 
895 

961 
955 

GAA TTC:GCAAGTC'TT ,'P,CCATrr ~ G'"GC: 1\1\1\\:T!,r'r c;c;c;r F· T ~CATTTTTT l'.J•C:r P.CTT 
C(' ;:,p CT~..--.TT ;"J,(;C r Tf:l'll ~ .,C1-. ¡'\¡:._r.,~~·1 C /''¡ r;c;c~c · r, 'r l\ -..l:T TT'I r'T' Jí ,".1 ·r-· r\1-=TT 

TJ1.TTTTTGGCGCGTTGGTTTGGTG1 '~TG!\CAT'l GI'C,GCTTGl\JN,GC!.GI'riCTGCC~GTGT 

T!,TT I'I T~;CXC! l;TTC,C, f l'TL-l• rr;·¡· _' l GA< 'A'1 l C 1 '(;(.e· 1 ']'(,,~ 'J.c,( ,U .G :;, ~'lli.'L;G 1 GT 

AGGC CGGT J1.C G TGT GCP,C cr~P.~I\ CT e; e e e; C ,e ce; c;T ce; 1\CC<' e, Ce T Gl\l'V\ r~N' ~~ TT GCGC GC 
!1GGCG.:.<;T c·Cc/l'C '1 C 1~.\CCr '[J.• "I'l l ·c.r, 'r '( C ,J (,( •. -.C., 'e'. 1' ., "! r r. ·~·.e·¡ .0 'TTC r ·c;r:c;c 

Cl\C:GCGT•'' ~ C~GCTCC" TTC;T(;c CG'f'~TTI'TTr;r:r r ;e r,r;TGC/1 TGCC <\C.C \N~!'f CTI\TTT 
C!1 ('C! -~~ '\1 ---~:ccr ''I'C 1 .~ T']'( ,'l \ ,,~ (~(, fH •e¡ 'T (' I '] ( ,( J ¡ e~ ::r, l \ ,\ ,;:., l \---;( \ ¡':., '\ ;_ !J.¡¡(. i' ( lTllTTT 

GTAL.l r; l CU'I\(;('(;,'\1'(,1'11 TC'f(, "l'CAC~T! 'G l <'C'1 1 ,( F l'GGCl'<: l r C"1 G l'l~i~ le; e<: I'TGJ1 

(,'1 /'..C~1 c;Tc;c ,r~p_(Jr"(, b.J ·e-,r ~ /\ l'C-¡TC ;r:T 1 ; l'>.lrT\ "(~ l'C ·r'Tl/ __ lc • l'C ,( Jc · f 'T( ~~ 'I C1TCGTGr 11: I TCJ¿ 

CGCT·CTTA TC~CC:TI'.TC~'>CTCG<\CTI'T r,c;ccr~TI'G l"f<' 'CC<' r,c;c;rc;T ~'G/'1 GTC~TTCFTCC 

CGu.:.'~' l'T!.T' ,c, ~ L'' I'U .C'l Cl.nC'l'~ !'.·'-''~~lo'! U .'1 1 1 ~·~ .r ·'~ ~- .ul•'~ •, 1 '·1 •. ''~·!l. l"l _· 'Tc~C 
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CICY 1021 
promotor 1015 

CICY 1081 
promotor 1075 

CICY 1141 
promotor 1135 

CICY 1201 
promotor 1195 

CICY 1261 
promotor 1255 

CICY 1321 
promotor 1315 

CICY 1381 
promotor 1375 

CICY 1441 
promotor 1435 

CICY 1501 
promotor 1495 

CICY 1561 
promotor 1555 

CICY 1621 
promotor 1615 

CICY 1681 
promotor 1675 

CICY 1741 
promotor 1735 

CICY 1801 
promotor 1795 

CICY 1861 
promotor 1855 

CICY 1921 
promotor 1915 

CICY 1981 
promotor 1975 

CCr: rc .e ,1 "1'1 e, 1 1 ,¡,, .xrc:' :GT 'z,c;r u /\' TI :1 ·e ,1 ¡, re Tr,c~r ., · v,T, 'T'J'c:C'' I'C ,e, "' ·r 'N'C.T 
Cl,C 1 C ,GI.'I' 1 ,r, l c,Ht ,[,'[' ~' '( .Tc:.l'..UJ,I~A I'TCU ,1 !\ !'C, 1 1,( .1;r 'J\ATCTTc'l.1 fCC~TCC 'N'C~T 

C:NfCI l"l'C~C,'I ,Tc.r,r,Tr'(~ 'T(,C~T 'l'.r'I Ff'TTCT' ;.¡~¡, 'I'C(;(','l,T,('t'IC,,'[Ci:r; 'Cl.T1T 

Cl\.'!'1 ,1, l 'l'l .c;¡ .'JI uG l'l.GC l'GG l Ci\Ch;c' 1"1 l 1 ,CJ\f\IJCCC:CCCCGACA'l'l,AAC,CCCC:C;A'l 

TT IIC,'l r·,, re,'] ., '1' r '1 C'T 1l. l'CC'J r' \1'(,.~ 1 I'C ,¡~,·., c'Cr 'r,r'c'CCCTTCCc~r;•:cr,l'.,T I'TAC ;ce 
TT.l'.,C'll ·c;Tr ,T '~''"] I'C: 1 'I'G'I r:c, I'Cf' r;c ,.\ 1 'l'C ,r ,r,, 'r'r T •,¡ 'r'CC .CTTc 'r'r '( ,r '( (./\'!' l 1 ¡,e; ce 

\'f T!· ·,, .. e, ·e, 1, ·, ;'J"I'r.; r,, ·c:r ,¡• e; TTTC ,, -,,.-,1·1 ·:<'I'Ci· re ;cn;rcP·.Gc;c ·e;, ·re e "rc;r'f\.ATT 
[\ 11 rq 'e,!,, ,1 '(,[e C ,'["I'C ,¡ C ,(Tl;il( ,'fTTC, . iJ,C'r. r '['( ,f .'f'CI'T(;TC:r.(,(;(', '( ,r 'J'.l 'l'Tli :f\1\'1 T 

CcU'c 'f¡,· ,¡,¡¡,, 'lcl,!',:c;,,.'\CU\i,l:c •¡,·r·;,N ¡,,·r,r;l~í.C:I,CT 1'CC:Tl'Ti'C'/\T1Tr'(,c;('l,C 

l•l- r 1l '¡ '']' l .. 1, • r ,• '']1_( rl r~'Gfc. .. _PlC 1 P... e 1 '1' 11 '('~ ... ~~~·e rC 'C_JC !~(~1"( ,1:T1 -,C 11 ~T'l 'J'C' 1 ' \/.TC '( rCCCC 
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Anexo 7 Alineamiento promotor del CRGPDH3 de tamaño de 1466 pb (promB). 

CICYlB 1 
promotor 1 

CICY1B 61 
promotor 55 

CICY1B 121 
promotor 115 

CICY1B 181 
promotor 175 

CICYlB 241 
promotor 235 

CICY1B 301 
promotor 295 

CICY1B 361 
promotor 355 

CICY1B 421 
promotor 415 

CICY1B 485 
promotor 475 

CICY1B 541 
promotor 535 

CICY1B 601 
promotor 595 

CICY1B 661 
promotor 655 

CICY1B 721 
promotor 715 

CICY1B 781 
promotor 775 

CICYlB 841 
promotor 835 

CICY1B 901 
promotor 895 
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CICYlB 961 
promotor 955 

CICYlB 1021 
promotor 1015 

CICY1B 1081 
promotor 1075 

CICYlB 1141 
promotor 1135 

CICY1B 1201 
promotor 1195 

CICY1B 1261 
promotor 1255 

CICY1B 1321 
promotor 1315 

CICY1B 1381 
promotor 1375 

CICYlB 1441 l'l ,e; Ce 't\l' J J'C ,, ., ·e, J'l'l i f,C~ "Tl ·¡, TTTr ,Te ,l 'l., '/\C ,, ·, ,CX/. I C"J'TC'(;(;ATC'C 

promotor 1435 

Anexo 8 Alineamiento del promotor del CrGPDH3 de tamaño de 938 pb (promC). 

CICYlC 1 
promotor 1 

CICYlC 61 
promotor 55 

CICY1C 121 
promotor 115 

CICYlC 181 
promotor 175 

CICYlC 241 
promotor 235 

CICYlC 301 
promotor 295 
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CICYlC 361 
promotor 355 

CICY1C 421 
promotor 415 

CICY1C 485 
promotor 475 

CICY1C 541 
promotor 535 

CICYlC 601 
promotor 595 

CICYlC 721 
promotor 715 

CICYlC 781 
promotor 775 

CICYlC 841 
promotor 835 

CICYlC 901 
promotor 895 

Anexo 9 Alineamiento del gen reportero GUsPius de 2053 pb. 

CICYSGusPlus 1 
GusPlusGenBankAF354045 . 1 1 
CICY6GusPlus 1 

CICYSGusPlus 61 
GusPlusGenBankAF354045.1 46 
CICY6GusPlus 61 

CICYSGusPlus 121 
GusPlusGenBankAF354045 . 1 106 
CICY6GusPlus 121 

CICY5GusPlus 181 
GusPlusGenBankAF354045 . 1 166 
CICY6GusPlus 181 

CICYSGusPlus 241 
GusPlusGenBankAF354045 . 1 226 
CICY6GusPlus 241 
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CICY5GusPlus 
GusPlusGenBankAF354045 . 1 
CICY6GusP1us 

CICY5GusPlus 
GusPlusGenBankAF354045 . 1 
CICY6GusP1us 

CICY5GusP1us 
GusPlusGenBankAF354045 . 1 
CICY6GusPlus 

CICYSGusPlus 
GusPlusGenBankAF354045 . 1 
CICY 6GusPlus 

CICYSGusPlus 
GusPlusGenBankAF354045.1 
CI CY 6GusPlus 

CICY5GusPlus 
GusPlusGenBankAF354045 . 1 
CICY6GusPlus 

CICY5GusPlus 
GusPlusGenBankAF354 045 . 1 
CICY 6GusPlus 

CICY5GusPlus 
GusPlusGenBankAF354 045 . 1 
CICY6GusPlus 

CICY5GusPlus 
GusPlusGenBankAF354 045.1 
CICY 6GusPlus 

CICYSGusPlus 
GusPlusGenBankAF354 045.1 
CICY6GusPlus 

CICY5GusPlus 
GusPl usGenBankAF354 045 . 1 
CICY6GusPlus 

CICYSGusPlus 
GusPlusGenBankAF354 045 . 1 
CICY 6GusPlus 

CICYSGusPlus 

301 
286 
301 

361 
346 
361 

421 
406 
421 

481 
466 
481 

541 
526 
541 

601 
586 
601 

661 
646 
661 

721 
706 
721 

781 
766 
781 

841 
826 
841 

901 
886 
901 

961 
946 
961 

1021 

Anexos 

bGF~C f ACC,CCP l\f,(~(,f.,C'T(,C ,J\T.Crf> .. C!\1'-l.C 'l'C,C ,Tl\C(,f\1'\T""C,C 1\l'-C ,1 TCrT\C C'(,[-\C AC'l AT'l' AC, 

(.,C,AC'l i\r 'C ,C,C~hl".J-~.C,c;ACT(,C,AAC,f'-.C,l\l'-I.C, TC_,C ,'fACC,AAACCAAC_,C'l CACCC.,!-\CACT Z\ TTAG 

CCACT N '(,(,(,f,AA(,C,AC 1 C,C,AAl,AC,f,AC ,'['[,(, I'AI 'C,IOAAc,l'AAC,C l'C,Al'C'C,ACACTATTAG 

T ¡, l'C ,(,¡ TC,TCCCM\(,C í\CTTAC TcNI'C,J\l í\T'f(,( ,CC.'l'l ,r,¡·¡ 'flt:r ,[,AAA I'CCCCAí\CCATAT 

TATC ,(,('('(,'l'r 'Cí AMJ ,C:AC,TTA 1 '/I/\TC ,¡,r·T\TTC ,(,CC ,'f(,/'..LC/\ACCAAtr,. l CCC,Cl\l\CCATAT 

TATC,C,l l'i,'l CU AAC,I AC ,'1' I'AU,f,'l'l,r~U,'l"l (,1 ,CI,'I'I,ACCAAC,(,i\i\Al'CCC,CAACCATAT 

C(,(,I\Ti\Tr, l'C'f(,(,1,\CCAACC.'fl,f.C,TTr'T-l C ,(,'f[,r~rc,c,r·r· 1 ATC l'CAACC,ATCAC CC,TAT 

cc,¡,:,TATC,TC"!'C,(, 11\Cl,At\CC,TCAC.TTCAr '(,(, l C.CCc.C,CCTJ,TCTCA,-,c;c;ATCAC CGTAT 

r;¡,(,A r ATC, 1 e 'T(,(, l AcC,f,ACC,'f(,i\I,T'l'CACI ,¡;¡ bCC(,(,CC l i\TC1l,AAGC,A I'CAC,CGTAT 

CCTC,,~Tr:r:c.c TTC C,CC 1 CT C,C'AM' rc;,C,\AAC,cAt, TT C.TCTA! (,'I'CA,\1'(,(, I'CACCTCGT 

c·c, l'(,c 1 C e (,¡ 1 '1 C:C.C,l"l'C 1 1 i ,\!\C'I'CACA,;Ar ,r;AYI"J'C,I C'll\J'l,'!TAt\ ]'(,(,Tbí\l,CTGGT 

Ce, IC.C TCCC,CTTCCCC'l'CTU' r,r,CTCí\Cí\í\í\C,Cí\i\T'I'C.1 e 1 ATC,TCM, TC,C,TGAGCTGGT 

cr ,TC ,[,A (,r ·:,''Al' C,( ,c;cc ,e .t'\.TTCl 'TC.Cl ·A TTCC,ZO..AC,(C,C,AAA TC:At'I.C r,ACTCGCTGCGTGA 

CC.Tc,e_,;.,cr J.1C r\A~,(,(,CC,C,7\ I 1 e e' 1 (,(e A'!' 1 c 'C ,AAC ,c (,( ,1',/'...A 1 1 '!'-·Jl.J ~'\AC TC C--.C 'T' ,e ·c~TC--, 

CGTCGAGLACAACoGbCGbAT1CCTC.CCAT1cCAAbCGGAAATCAACAACTCC.CTGCGTG 

C ,(,(--.l--.CTC ,'1'1\ '\C~r ·, ,AC ''-- C ,cr·t-'c·c--.;.;.c ,r~\c ,e ,t,C e Tr l~c,;\,;-:..,7,( ,Tr_;_,_T1 ~:r~r::..,.r,r:_¡ .. J•J~CCC~J:.A 
(,C~C~(,C"J C ,T !", '¡\( ,((,l~ C/'C,CC'J, ((, \T.C, "'\ C ,( ,, ,1 'C Ti'GC ,Ju\t"'\ \C,TC l'\ TTCCT i\!\/ l\1\.CCCC!\.1 

l,(,GGC Tl, 1' A:_ ¡,(,C Gl\C,C (,C CAC (,i\AGAC,GC,C C'fC (,(,Al\AAC 1 CAT T CC, T AACAAC.CCC,A 

e f I c (,AC 1 1 "!' 1'( 'f,AC'T,Yf'CFAC,I ,e r· 1 r ,e. ;e TI,'['¡·¡·,,(, rr,,,A/\All' l'ACAU ,!\C:CCCC.TT 

CTTC ·c,.;c11 "T I'C' 1\CTl\T(,C 'J-~.(,(,CCTC,C~t\1--.C(,Tf'I~CC,TC,J\J\At\ TCTt\Cl\CC,l\CCrcc;TT 

CTTCGACT'l'~1'l'CAAC1AI'GCí\GbCCTC~l\CCGTCCGCTGAAAATCTACACbACCCCGTT 

Tt'\Cl ,T -,CC~T 1 ,I~C (,; ... eh TCTl (,(, ""TC,TC ~e ·r Cu~1l TTC l\JITC~Cl_lJ'l\ACCC,(,(,[ ... l_ TCTC,AC 

T.l\CC,Tf.l C I c,;._.,(,(,;1c ,\Tr '"!'1'(,¡,T'f(,f(,f.J'C (,:'. 1 ~'1 l C'AATf,(,('l'C'PA\ l (,(,(,ACTC,TGAC 

'Tl\CC, lAr ·e, r ·r .Ar .e ,JlC'i\"'r"rc ·c,c, r! 1 :re .r,r c c,,r~ 1 ILAf,'l'l,r,Cxcr-r, cc,r,c,AC rc,TGJ,c 

CT i.T .:. C (,(, l '--,(,>\CT1 fC "I~.C~C,(' 1 -~:-,e_,r_¡_r,[,(,¡\[ CCTClli\l'~.C,'fC,TCC.C,TCGTC,C_~J\ TC~l\C~G 

e. 1 ,_,_'J'n (~e, ' ,e, !\1' 1 1 1 e nAC ,e r. ,_,;., \C ,( ( e,,-,(_, \ CC, !'C ,\[\ ::..1 --.TC, ¡' _c--.C~ fe ·e--. 1 C ,(,!-\ 1 C~AC--.C_, 

CT J ... T! ... C (,C_,l dGt .. CT1 TCt\!'>.C,CCI ... /JiCrCl'CACl\l C, ,TC,Al\!.C,TCTCCC,TCC,Tl,(,J\TGl:,GGt-

~c;c,c:~~;.',(,'l (, TCC ,c;¡,:,c,Cí\CCC,F.C,C,C,CC'l'C.J\C,r~(,C,Tf,N ·e, l C.Gfl(,[, 'TTCCC,f,l\ TGTCAT 
C_,(,c. r--\t"'P·J ,T ,( /l r ·r,r AAr,c·;lr 'CC,;'\.C--.C,I--.Cr~ f(_,;"._(,l_C ,(,'J'f"\AC 'C,'J'(:,C,AC-.i\TT('CC--.AATC,TCA 1 

i\(,(,C,'\l\M,'T ~C.TC (,( Ai\C,c'AC ('(,A(,(,( ,e ( TC ,AC,C'C,C,TAAl'(,'l (,( ,AC.AT I'CCC,AA'!'C, fCAT 

C:CTC' l (,C,t ,A.:'-.,C(l\("f(,::._.'\cl\CC_,1 !\T( 'I' 1 TT 1 r_;,e_,¡, fCJ\l\f\C~ I C_-.Crl\J.,C'I'C~C,TC-.AACGAC:C,G 
cc ''11 · l r ,(,(,,_. r ·r 'J-.. 'l'l~ ',í\c ',",t C ,'l r_,_'r l"l'C 'I': l c • -;,.J ,1~-". I e ll;'/·.C~ f(,C,!-i! ... C'I'C~C~'l C-.l\l\CC~A.I'(,(, 

CC'l'C l(,(,(,i\! ccr,CTC,í\N:liCC, ft\TC TC T t'ICC,\C,ATCf,¡'\ C\C,'f(,(,c\f,CTl;C,TC,,\,;cc,J1C(,(, 
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GusPlusGenBankAF354045.1 
CICY6GusPlus 

CICY5GusPlus 
GusPlusGenBankAF354045.1 
CICY6GusPlus 

CICY5GusPlus 
GusPlusGenBankAF354045.1 
CICY6GusPlus 

CICY5GusPlus 
GusPlusGenBankAF354045.1 
CICY6GusPlus 

CICY5GusPlus 
GusPlusGenBankAF354045.1 
CICY6GusPlus 

CICY5GusPlus 
GusPlusGenBankAF354045.1 
CICY6GusPlus 

CICY5GusPlus 
GusPlusGenBankAF354045 . 1 
CICY6GusPlus 

CICY5GusP1us 
GusPlusGenBankAF354045.1 
CICY6GusPlus 

CICY5GusPlus 
GusPlusGenBankAF354045 . 1 
CICY6GusPlus 

CICY5GusPlus 
GusPlusGenBankAF354045 . 1 
CICY6GusPlus 

CICY5GusPlus 
GusPlusGenBankAF354045.1 
CICY6GusPlus 

CICY5GusPlus 
GusPlusGenBankAF354045.1 
CICY6GusPlus 

CICY5GusPlus 
GusPlusGenBankAF354045.1 
CICY6GusPlus 

1006 
1021 

1081 
1066 
1081 

1141 
1126 
1141 

1201 
1186 
1201 

1261 
1246 
1261 

1321 
1306 
1321 

1381 
1366 
1381 

1441 
1426 
1441 

1501 
1486 
1501 

1561 
1546 
1561 

1621 
1606 
1621 

1681 
1666 
1681 

1741 
1726 
1741 

Anexos 

A ere;¡, e T r,crcc;A Tr TCT b TGF,AC, AC,i'C'C ,crrr·r;¡;¡ 'C,TC,C(,(;F,CCC,TC;C,AAGTCAACGACGG 

A( lf,J..¡ ¡ ,,¡¡·(,t,'JC 1¡ 1'!\J(,",'\( ~e r 1 U! lt. (, ,r (,Ir,¡ ~,CL'~¡ r (,1(,(,!'-\.,é.,_(,'l('h.Al'C-,Al'l-,C::r 

CAAGTTCCTCATCAACAnCAAACCC,TTCTACTTCbAGGGCTTTGGCAAACATGAGGACAC 

CAAUl' 1 ('('le 'f ... 1 e r.r .. c i<~'\Cl· i ... c'('C ,'I"I r I'/.! ''I'Tr'r.l-·C e ,CC'l"l' 1 c,c ,('Ah ·\CA'I'C,AC,C~ACAC 

(¡\j'..(_,T'J'C 1_ TC2\Tr h[\.\ l\t\l /H~ !\ 1 r C, fTZ T ~ .. l T'fl f'\,f.(,C_,C ,CTTTC ,CCl\J\.'\CF':.TC!I.CC,F .. CAC 

A 1 (,( ,f\'f('( ,I,CCPC'AAC'A(,I 'TTC'C'C,(,AC'C(,C N'l\C'TF·TCC'C;T r,c·rerc,;,r,c,AGTTC,ATC,CG 

AT(,(, ~.Tl ·r ,(,C(,l~l l'...V_t .. , ,e l '1 C 1 C ,(, \CC~ ,c ; cr l T" 1 r C e ,'f/\CTCTC,J~t\Cl~C.'~TC,Z\.TCCG 
F· rc,c,t-/1 r ·e ,c,r 'C,CJ'Al-·J'J.\C ,C l Tc·~,,t ,,,;. 1 r hl '!--..Cl.t · l'A l ( 1 ·e_, 1 h.C l C I c,_,_.._A(,Ar..,T rc,ATC,CG 

TCTTGCG(,p, TCC.CC .AGC,GTCT(,GTCC,TC,ATCGACC,AGAC TCCGCC i\C;TTGC,CC.TCCACCT 

'l'C'l TC ,( C ,e_,¡~,¡ C'U l t-'J ,e,(, l l "l'C ,( 1 I't l 1 re 111 Tl'C ,/'~ ( e ,i\C 1J'.J'T( '( e ,(,C¡\C~TTC,C~C( ~TC~Cl-..CCT 
TCTTC.CCC,!,TC(,C:C l\(,(,C,TCTC.C,TCJ,T(,lo1'r(,t.' r,; l,\t TC'C 1 ,(,C[,C,TT(,(,CC.TC.CACCT 
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CICYSGusPlus 1801 
GusPlusGenBankAF354045 . 1 1786 
CICY6GusPlus 1801 

CICYSGusPlus 1861 
GusP1usGenBankAF354045 . 1 1846 
CICY6GusPlus 1861 

CICY5GusP1us 1921 
GusPlusGenBankAF354045 . 1 1906 
CICY6GusP1us 1921 

CICY5GusP1us 1981 
GusP1usGenBankAF354045.1 1966 
CICY6GusP1us 1981 

CICY5GusP1us 2041 
GusPlusGenBankAF354045 . 1 2026 
CICY6GusP1us 2041 

Anexo 1 O Protocolo de transformación de biobalística de C. reinhardtii. 

Preparación de las células 

Anexos 

Se tomó una colonia del cultivo de C. reinhardtii y fue inoculada en 50 ml de medio TAP 

en un matraz de 250 ml con agitación en un orbitador a 100 rpm por 7 días. 

A los 7 días del cultivo , se recolectaron 900 iJL del cultivo para conteo celular y en un tubo 

Falcón se recolectaron los 49 ml restantes, los cuales fueron centrifugados a 3220g por 5 

minutos a 4 oc. 
Se retiró el sobrenadante y se re suspendieron las células en el volumen necesario para 

obtener 40 millones de células en 100 iJL. Esta cantidad se inoculó en cada caja de Petri 

con 50 ml de medio TAP sólido y se dejó secar en la campana de flujo laminar para 

eliminar el exceso de medio líquido del inóculo. 

Esterilización de las membranas 

La esterilización de las membranas macro acarreadoras y de ruptura de 1100 psi (Bio

Rad) se realizó en etanol al 95% grado comercial por 1 O minutos, se removieron del 

etanol y se dejaron secar en cajas Petri sobre pañuelos desechables (Kleenex) estériles. 
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Anexos 

Protocolo de transformación por biobalística . 

Antes de empezar el protocolo de transformación se verificó que todas las soluciones a 

usar (cloruro de calcio, la solución de oro, espermidina (Anexo 6) y plásmidos, de este 

último fue tomado el volumen necesario para una concentración de 2 ~g de cada 

plásmido) estuvieran descongeladas y se mantuvieran en hielo hasta su uso. 

Una vez preparadas las partículas de oro, se colocaron las membranas 

macroacarreadoras secas en los portamacroacarreadores secos con ayuda de una tapa 

de tubo de ensaye estéril ; cuidando que la parte cóncava estuviera hacia arriba. 

Cuando las membranas estaban colocadas en los portamacrocarreadores, se apagó la 

campana de flujo laminar y se agitó por vortex la mezcla de oro a la velocidad 9, una vez 

bien resuspendidas las partículas de oro se bajó la velocidad del vortex a 4. 

Se abrió el tubo eppendorf que contenía el oro, y ya con la punta de la pipeta lista, se 

agitó por vortex la mezcla y antes de dejar de agitar se tomaron 5 ~L de la muestra y se 

esparció esta en el centro de la membrana macroacarreadora, tratando de que todo 

quedara de forma homogénea. Se dejaron secar las muestras. Las cajas bombardeadas 

fueron colocadas a 1 O cm del cañón (nivel 2) de la cámara de biobalística. Las cajas 

bombardeadas y los controles se dejaron a baja intensidad de luz, en una repisa que no 

les diera la luz directa, por 24 horas aproximadamente. Pasadas las 24 horas fueron 

recuperadas las células transformadas lavando cada caja con 900 ~L de medio de 

selección TAP líquido. Las cajas se lavaron de forma de que el medio llegara a todas las 

partes de las mismas y se recuperará la mayor cantidad de células posibles. 
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